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Prema najnovijim istraZzivanjima modifikovanim skrobovima moZe se pripisati jos jedna
uloga - aditivi u pekarstvu, s obzirom da uti¢u na poboljanje kvaliteta hleba i
usporavaju proces starenja. Medutim, prema saznanjima autora ove disertacije, ne
postoje istrazivanja na temu uticaja emulguju¢ih skrobova (skrob-natrijum
oktenilsukcinata, OSA skrobova) na kvalitet testa i hleba od pSeni¢nog brasna.
Uzimajudi u obzir ¢injenicu da druge vrste modifikovanih skrobova ispoljavaju dobre
osobine u smislu poboljSanja kvaliteta hleba i da je OSA skrob nutritivho vredna
sirovina, s obzirom da se u organiznu ponasa kao prehrambeno vlakno, od velike je
vaznosti ispitati ulogu OSA skroba kao aditiva u pekarstvu.

Medutim, usled kompleksne prirode testa kao sistema, bilo je tesko odrediti relativni
uticaj pojedina¢nih komponenti (proteina, pseni¢nog skroba, OSA skroba) i njihovih
medusobnih interakcija na osobine testa. Stoga je, u cilju rasvetljavanja uticaja razli¢itih
OSA skrobova na viskoelasti¢ne osobine testa i retrogradaciju skrobne komponente
(fenomen povezan sa starenjem hleba), pSeni¢no brasno frakcionisano na gluten i skrob,
i vr8ena su ispitivanja strukturnih, reoloskih i termickih osobina hidratisanog glutena i
skrobnih gelova sa dodatkom OSA skroba. Takode su pripremani i model sistemi testa.
Ispitivanja na realnim sistemima (testo i hleb) izvodena su zamenom 2,5; 5 i 10%
pSeni¢nog brasna, jednim od tri vrste OSA skroba: skrob-natrijum oktenilsukcinatom
(OSA-ST), prezelatiniziranim skrob-natrijum oktenilsukcinatom (Pregel OSA-ST) i
hidrolizovanim suSenim u spreju skrob-natrijum oktenilsukcinatom (Hydrol OSA-ST).
Cilj je bio da se ispita uticaj dodatka OSA skrobova na strukturu testa (SEM), empirijske
(miksolab, alveograf i reofermentometar) i fundamentalne (oscilatorna merenja i testovi
puzanja i deformacije) reoloske osobine, kao i parametre kvaliteta hleba (specifi¢na
zapremina, boja kore i sredine hleba, vlaga sredine hleba, parametri raspodele veli¢ine
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pora i tekstura sredine). Pored pomenutog, pracena je i promena kvaliteta hleba tokom
skladistenja, kako bi se dobio uvid u kinetiku starenja hleba.

Rezultati dobijeni u ovoj disertaciji ukazali su da reolosko ponasanje testa sa dodatkom
OSA skrobova zavisi od strukture skrobnih granula, tj. od stepena dezintegracije i
depolimerizacije granule tokom procesa modifikacije. Stoga je dodatak OSA-ST doveo
do ojacavanja glutenske mreZe Sto se odrazilo na porast modula elasti¢nosti i testa i
glutena. Nasuprot tome, Pregel and Hydrol OSA-ST uticali su na kontinualnost
glutenske mreZe koja je u njihovom prisustvu bila poroznija, a time su i dobijena testa
bila meksa i rastegljivija. IstraZivanja na realnim i model sistemima (pSenicni skrob sa
dodatkom OSA skroba) ukazala su da sva tri OSA skroba usporavaju retrogradaciju
pSeni¢nog skroba. Takode je dokazano da svi ispitivani emulgujuci skrobovi povecavaju
specifiénu zapreminu hleba u poredenju sa kontrolnim, pri ¢emu je Pregel OSA ispoljio
najjaci efekat. To se odrazilo i na strukturne osobine sredine hleba, a posledi¢no i na
mehanicke osobine sredine, ¢ija promena je pracena u cilju odredivanja kinetike starenja
hleba. Prema dobijenim rezultatima, vrednosti ¢vrstoce sredine hleba koji je sadrzao
OSA-ST i Pregel OSA-ST su i nakon 24 h bile sli¢ne ili znacajno nize od vrednosti
¢vrstoce kontrolnog uzorka odredene 2 h nakon pecenja.
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Abstract:

AB

Recent studies have demonstrated that modified starches can be used as novel additives
in breadmaking since they improve bread quality and retard stalling. However, up to
the author's knowledge, there are no investigations concerning the influence of
emulsifying starches (starch sodium octenyl succinates - OSA starches) on wheat flour
dough and bread quality. Taking into account the fact that other modified starches have
exhibited significant bread improving properties and that OSA starch has special
nutritional value since it can act as functional fibre, it is of a great importance to
investigate the feasibility of OSA starch as bread improver.

However, due to the complex nature of dough, it was difficult to determine the relative
contributions of protein, native and modified starch components and their interactions
on dough properties. Therefore, in order to resolve the influence of different OSA
starches on dough viscoelastic properties and starch retrogradation (the phenomenon
related to bread stalling), wheat flour was fractionated into gluten and starch; and the
structural, rheological and thermal behaviour of the hydrated gluten samples and starch
gels supplemented with emulsifying starches was also studied. Dough model systems
were also prepared.

Experiments on real systems (dough and bread) were performed by incorporating
starch sodium octenyl succinate (OSA-ST), pregelatinized OSA starch (Pregel OSA-ST)
and hydrolysed spray-dried OSA starch (Hydrol OSA-ST) at 2.5, 5 and 10 % into wheat
flour. The aim was to investigate the effect of incorporating OSA starches on dough



structural (SEM imaging), empirical (Mixolab, Alveograph, Rheofermentometre) and
fundamental (oscillatory and creep measurements) rheological properties as well as
bread quality parameters (specific loaf volume, crust and crumb colour, crumb
moisture, crumb grain features, crumb texture). In addition, the bread quality attributes
during storage were also monitored in order to get insight into bread stalling kinetics.
The results obtained in this thesis revealed that the rheological behaviour of OSA starch
supplemented dough depended on the OSA starch granule rigidity, i.e. extent of OSA
starch granule disintegration and polysaccharide degradation during modification.
OSA-ST starch caused a reinforcement of the gluten network, as shown by the increase
in storage modulus of doughs and gluten. On contrary, Pregel and Hydrol OSA-ST
affected the continuity of gluten network which became porous and thus produced
softer and stickier doughs in comparison to control. Investigations on real dough and
model systems containing wheat and OSA starches revealed that all three types of OSA
starches reduced starch retrogradation.

In general, all the examined emulsifying starches increased bread loaf volume in
comparison to control bread with no added polymers, while Pregel OSA starch has
expressed the greatest impact. It also reflected on bread crumb structural features and
consequently on the crumb mechanical properties which were used for bread stalling
monitoring. Firmness values of OSA-ST and Pregel OSA-ST starch supplemented bread
crumbs, after 24 h of storage, were similar to or significantly lower than those of control
determined 2 h after baking.
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Uvod

U proizvodnji hrane, a narocito pekarstvu, upotreba aditiva postala je neizbezna. Kao
aditivi, koji se u pekarstvu nazivaju i poboljsivaci, najéesce se koriste emulgatori,
oksido-redukujuc¢i agensi i enzimi. Aditivi se pre svega upotrebljavaju u cilju
poboljsanja tehnoloskog kvaliteta proizvoda. Naime, klimatske promene i odrzivost
lanca proizvodnje hrane prepoznati su kao najveéi globalni problemi dana3njice.
Nepredvidivi klimatski uslovi gajenja ne odrazavaju se samo na prinos, ve¢ i na kvalitet
zita. Osim u svrhu trenutnog popravljanja kvaliteta testa i hleba, aditivi se mogu
dodavati i u cilju produzenja svezine hleba. Imajud¢i u vidu da hleb spada u namirnice
koje najbrze "stare" i da se u Srbiji baci 25 t hleba dnevno (prema istrazivanjima
sprovedenim na Nau¢nom institutu za prehrambene tehnologije u periodu januar-mart
2010), dodatak aditiva koji usporava starenje hleba znacajno bi smanjio ekonomske
gubitke kako proizvodaca, tako i potrosaca. Medutim, postoje i grupe pekarskih aditiva,
u koje spadaju i razli¢ita prehrambena vlakna, koji se proizvodu dodaju iz nutritivnih
razloga. Razlog obogacivanja hleba je ¢injenica da on spada u osnovne Zivotne
namirnice. Prema podacima Privredne komore Srbije potrosnja hleba u nasoj zemlji je
105,9 kg po stanovniku godisnje, Sto je tri puta viSe od potrosnje ove namirnice u EU.
Transformacija testa u hleb je kompleksan proces tokom kojeg se desava nekoliko
ireverzibilnih transformacija, koje obuhvataju kako seriju fizickih fenomena, tako i
razli¢ite hemijske i biohemijske reakcije. Stoga aditivi koji menjaju strukturu testa i

dovode do razlicitih vrsta interakcija dodatno c¢ine ovaj proces kompleksnim.
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Do nedavno se u nauci o Zitu i brasnu, u cilju razja$njavanja uloge odredenih
komponenti brasna na kvalitet krajnjeg proizvoda, najveca paznja poklanjala uticaju
proteina brasna, a posebno glijadina i glutenina, na teksturu i kvalitet hleba.
Znacaj osobina skrobne frakcije pri formiranju strukture i teksture sredine hleba do
nedavno je bio prili¢no slabo proucavan, iako je skrob osnovna komponenta brasna, sa
procentom zastupljenosti od 75-85%. U savremenoj naucnoj literaturi pojavljuje se
odredeni broj radova koji pokusavaju da objasne ulogu skroba u toku proizvodnje i
¢uvanja hleba, kroz izu¢avanje model sistema (mesavina glutena i skroba u odnosima
koji odgovaraju modelu brasna). U takve sisteme, radi boljeg tumacenja uloge skrobne
frakcije, ¢esto se dodaju i modifikati skroba koji, iako dobro poznati u prehrambenoj
industriji i priznati kao aditivi u EU, predstavljaju relativno nove poboljsivace na polju
pekarstva.

Modifikovani skrobovi kreirani su sa ciljem da poboljsaju osobine nativnog skroba u
razli¢itim prehrambenim proizvodima, tj. da poboljsaju mo¢ vezivanja vode, otpornost
na uticaje okoline (mehanicke, termicke, promene pH), sposobnost ugus¢ivanja, kao i da
smanje sinerezis. Postoji nekoliko tehnika modifikacije koje obuhvataju fizicki, hemijski i
enzimski tretman. Najces¢e koris¢eni postupci hemijske modifikacije su: konverzija
(kiselinski konvertovani ili retkokuvajuéi skrobovi, oksidisani skrobovi, dekstrini ili
pirokonvertovani  skrobovi);  umrezavanje  (diskrobadipat, = diskrobfosfat); i
supstitucija/stabilizacija (estri skroba - skrobacetati, fosfati i sukcinati skroba; i etri skroba
- hidroksipropilskrob). Usled prednosti u pogledu funkcionalnosti u odnosu na polazni
nativni skrob, modifikovani skrobovi se uveliko primenjuju u proizvodnji hrane kao
zamenjivaci masti, pobolj$ivaci teksturnih svojstava, sastojci koji pobolj$avaju nutritivhu
vrednost proizvoda i kao inkapsulirajuci agensi.

Najnovije studije pokazale su da dodatak modifikovanih skrobova u p$eni¢no brasno
moZe uticati na poboljsanje kvaliteta hleba i usporavanje njegovog starenja. Cinjenica da
se komercijalno proizvedeni skrobovi uglavnom dvostruko, pa i visestruko modifikuju,
kako bi im se poboljsale pocetne osobine, dovodi do zakljucka da postoje jos uvek
neistrazene grupe skrobnih modifikata koje bi mogle da se primene kao potencijalni
poboljsivaci u pekarstvu. Osim $to ispoljavaju poboljane funkcionalne osobine u
odnosu na nativni skrob, primena modifikovanih skrobova u ishrani u saglasnosti je i sa
razli¢itim nutritivnim zahtevima i standardima u proizvodnji hrane kao Sto su

vegetarijanska ishrana, ishrana osoba intolerantnih na odredene sastojke hrane,
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proizvodi sa smanjenim sadrZajem masti ili bez masti, hrana proizvedena po halal i

kosher standardima.
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Cilj rada

Pregledom dostupne literature ustanovljeno je da upotreba emulgujuéih skrobova
(skrob-natrijum-oktenilsukcinata - OSA skrobova) kao poboljsivaca u pekarstvu do sada
nije izucavana. Posebna prednost ovog aditiva u odnosu na ostale, do sada poznate i
siroko kori$éene, je da se OSA skrob u organizmu ponasa kao prehrambeno vlakno, sto
bi proizvod sa dodatkom OSA skroba moglo oznaciti nutritivho vrednim.

Stoga, osnovni cilj istraZivanja u okviru ove disertacije je definisanje uloge OSA
skrobova kao novih aditiva u proizvodnji hleba. U tu svrhu primenjene su tri vrste
komercijalno dostupnih OSA skrobova poreklom iz voskastog kukuruza: 1) izbeljeni
OSA skrob, 2) OSA skrob preZelatiniziran postupkom susenja u bubnju i 3) OSA skrob
prezelatiniziran postupkom susenja u spreju i enzimski hidrolizovan.

S obzirom na kompleksni karakter testa kao sistema, u cilju rasvetljavanja veze
struktura-funkcionalnost, vr$eno je frakcionisanje brasna na osnovne komponente
(gluten i skrob) i ispitan je uticaj OSA skrobova na reoloske, strukturne i termicke
osobine pojedina¢nih komponenti brasna. Pored toga, pripremljena su i rekonstituisana
brasna iz nativnog glutenskog brasna i pSeni¢nog skroba, koja su sluzila kao model
sistemi za ispitivanje uticaja OSA skrobova na viskoelasti¢ne osobine testa bez efekta

"razblazivanja" glutena koji je neminovno prisutan kod realnih sistema.
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Pored ispitivanja na model sistemima, vrSeno je i pracenje uticaja OSA skrobova na
ponasanje i kvalitet realnih sistema - testa od pSeni¢nog brasna i hleba. U cilju
definisanja mehanizma delovanja OSA skrobova na strukturna i reoloska svojstva testa,
primenjene su tehnike kao S$to su reoloski testovi malih deformacija (dinamicki
oscilatorni testovi) u kombinaciji sa skeniraju¢om elektronskom mikroskopijom.
Reolosko ponasanje testa modelovano je poznatim matematickim modelima. Kvalitet
hleba pracen je odredivanjem specificne zapremine hleba, boje kore i sredine, vlage
sredine, teksture i strukture sredine (veli¢ine i gustine pora) sa posebnim akcentom na
poboljsanju teksturnih i strukturnih svojstava sredine hleba u cilju dobijanja efekta

produzene sveZine.
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Pregled literature

3.1. Osobine nativhog skroba

Skrob je, pored celuloze, najrasprostranjeniji ugljeni hidrat u prirodi. Kao rezervni
polisaharid visih biljaka, ima bitnu ulogu u ishrani ¢oveka jer predstavlja jedan od
osnovnih nutrijenata i izvora energije (Zobel i Stephen, 2006). Skrob je takode i jedan od
najintenzivnije izu¢avanih prirodnih polimera sa stanovista strukture i funkcionalnosti
(Huijbrechts, 2008; Zobel i Stephen, 2006). Iako se u literaturi sre¢u pod zajedni¢kim
nazivom skrob, osobine svakog skroba strogo su zavisne od njegovog botanickog
porekla (Zobel i Stephen, 2006). Skrob se u veéim koli¢inama moze izolovati iz
korenastih i krtolastih biljaka, plodova Zitarica, leguminoza (Eerlingen i Delcour, 1995),
ali se moze nadi i u tkivima voca i povréa (McCleary i sar., 2006). Uprkos velikoj
rasprostranjenosti, broj komercijalno odrzivih izvora skroba je mali i uglavnom
podrazumeva kukuruz (u Americi i Evropi), krompir (u severnoj Evropi), pSenicu (u
Americi i Evropi), tapioku (u Brazilu, Tajlandu i Indoneziji) i pirina¢ (u Aziji) (Murphy,
2000).

Osim zbog svoje nutritivne vrednosti, skrob se u industriji koristi i kao pomoc¢na
supstanca u proizvodnji hrane i drugih neprehrambenih materijala, zahvaljujudi
osobinama da je obnovljiva, biorazgradiva sirovina dobro definisane hemijske strukture
(Huijbrechts, 2008). Naime, skrob je supstanca koju karakteriSe veoma raznovrsna

primena u prehrambenoj i drugim granama industrije. Medutim, nove tehnologije, u
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vidu modifikacija - fizi¢kih, hemijskih i biohemijskih, dovele su do pojave visoko
funkcionalnih derivata skrobova, $to je znacajno uticalo na prosirenje primene skroba u

odnosu na prvobitnu (Murphy, 2000).

3.1.1. Struktura skrobne granule

Po svojoj strukturi skrob je heterogeni polimer koji se sastoji od jedinica a-D-glukoze
povezanih a-(1,4)-vezama i u odredenom iznosu a-(1,6)-vezama (Huijbrechts, 2008).
Molekuli skroba deponovani su u obliku granula ¢ija su morfologija, hemijski sastav i
organizacija na molekularnom nivou karakteristika botanickog porekla skroba (Blazek,
2008). Jedinstvenu funkcionalnost skrobu daju njegove osnovne komponente: amiloza i
amilopektin, koje ¢ine priblizno 98-99% suve materije skrobne granule (Blazek, 2008;
Hodségi, 2011). Komponente prisutne u malim koli¢inama u skrobnoj granuli ¢ine:
polimeri veli¢ine i osobina izmedu onih koje karakterisu amilozu i amilopektin, lipidi
(uklju¢ujuci fosfolipide), monoskrob fosfatne estarske grupe i proteini. Pojedine
minorne komponente mogu znacajno da uti¢u na osobine skrobnog gela. Tako na
primer sadrZzaj od 0,09% fosfatnog monoestra uti¢e da krompirov skrob daje bistre paste
velike vrednosti viskoziteta (Jane, 2009).

Odnos osnovnih komponenata skrobne granule (amiloze i amilopektina) zavisi od
botani¢kog porekla skroba. Nativni skrobovi sadrze oko 70-80% amilopektina i 20-30%
amiloze (Jane, 2009; Tester i sar., 2004), dok skrobovi iz hibrida kukuruza imaju sadrzaj
amiloze < 1% (voskasti kukuruz) ili oko 84% (visokoamilozni kukuruz) (Matveev i sar.,
2001).

Molekuli amiloze i amilopektina razlikuju se po strukturi i funkcionalnim osobinama.
Amiloza (slika 1) je uslovno linearni a-glukan sa nekoliko bo¢nih grana pri ¢emu oko
99% veza c¢ine a-(1,4)-veze dok samo do 1% veza ¢ine a-(1,6)-veze (Blazek, 2008).
Molekulska masa amiloze je 105 - 10¢, stepen polimerizacije (SP) 100-10 000 monomera
sa oko 9 - 20 mesta grananja $to je ekvivalentno 3 - 11 boé¢nih lanaca po molekulu
(Blazek, 2008). Lanci amiloze organizovani su u jednostruke ili dvostruke helikoidalne
strukture (Sajilata i sar., 2006) sa hidrofobnim Supljinama koje mogu zauzeti molekuli

lipida ili jod i tako obrazovati komplekse (Englyst i sar., 2000).
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Slika 1. Struktura amiloze (preuzeto iz Knill i Kennedy, 1998)
Primenom tehnike difrakcije X-zraka otkriveno je da molekuli amiloze mogu obrazovati

A- i B-tip kristala (slika 2).
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Slika 2. Struktura skrobne granule od najnizeg do najviseg nivoa organizacije (preuzeto
iz Pérez, 2009)
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Strukturni elementi B-tipa su levo-orijentisani, paralelno postavljeni dvostruki heliksi.
Kristalna jedinica je heksagonalna, a dvostruki heliksi su povezani preko mreze
vodoni¢nih veza koje ¢ine kanal unutar heksagonalno organizovanih Sest dvostrukih
heliksa. Taj kanal je ispunjen molekulima vode (36 molekula) od kojih je polovina
vezana za molekul amiloze vodoni¢nim vezama, a druga polovina za ostale molekule
vode. A-tip kristala takode ¢ine levo-orijentisani, paralelno postavljeni dvostruki heliksi,
¢ija se struktura razlikuje od B-tipa po kristalnom pakovanju i sadrzaju vode. Naime,
jedinicu strukture c¢ine 12 glukopiranoznih jedinica lociranih u dva levo-orijentisana
paralelno postavljena dvostruka heliksa paralelno pakovana. Svakoj jedinici strukture
odgovara 4 molekula vode locirana izmedu heliksa (slika 2). Medutim, pored gore
navedenog modela organizacije A- i B-tipa kristala postoje i predlozi strukture dati od
strane drugih autora prema kojima su dvostruki heliksi A- i B- polimorfnih oblika
desno-orijentisani (Veregin i sar., 1987), levo-orijentisani, ali anti-paralelni (Eisenhaber i
Schultz, 1992) ili je predloZena drugacija organizacija A-tipa polimorfa amiloze (Wu i
Sarko, 1978).

Za razliku od amiloze, amilopektin (slika 3) je viSe razgranat molekul sa 4-5% a-(1,6)
glikozidnih veza (Eerlingen i Delcour, 1995). Amilopektin je jedan od najveéih molekula
u prirodi sa stepenom polimerizacije od 2 miliona i molekulskom masom od 107 - 10°
(Huijbrechts, 2008). Struktura amilopektina uglavhom se predstavlja klaster modelom

(slika 4).

Slika 3. Struktura amilopektina (preuzeto iz Knill i Kennedy, 1998)
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Slika 4. Klaster model amilopektina (preuzeto iz Blazek, 2008)

Kratki A lanci (nesupstituisani) stepena polimerizacije 12-16 mogu da obrazuju helikse
organizovane u klastere. Takvi klasteri ¢ine 80-90% lanaca amilopektina i povezani su sa
duzim B lancima (supstituisanim) koji ¢ine ostalih 10-20% lanaca. Veéina B lanaca
produzava se u 2 (SP oko 40) ili 3 klastera (SP oko 70), ali pojedini i u vise klastera (SP
oko 110). B lanci povezuju se sa drugim B lancima ili se vezuju za C lanac koji ima
redukujuci kraj. U jednom molekulu prisutan je samo jedan C lanac (Sajilata i sar., 2006).
Molekuli amiloze i amilopektina organizovani su u obliku semikristalne skrobne
granule (slika 2). Posmatrano pod svetlosnim i elektronskim mikroskopom skrobna
granula ima Kkarakteristicnu strukturu organizovanu u slojeve koji se u vidu
koncentri¢nih prstenova prostiru od hiluma (centar rasta) do spoljne povrsine granule.
Ti rastudi prstenovi predstavljaju periodi¢no postavljene molekule skroba i debljina im
iznosi od 120 do 140 nm.

Amorfni prstenovi niske gustine sastoje se od amiloze i amilopektina neuredene
konformacije, dok se semikristalni prstenovi vece gustine sastoje od lamelarne strukture
naizmeni¢no kristalnih i amorfnih regiona koji se ponavljaju na svakih 9 do 11 nm
(Blazek, 2008). Kristalni regioni lamela se sastoje od dvostrukih heliksa amilopektinskih
bo¢nih lanaca, dok se amorfni regioni sastoje od amiloze i mesta grananja amilopektina.

Dakle, udeo kristalnih regiona u skrobnoj granuli krece se od 15 do 50%. Pored toga,
optimalna koli¢ina vode pri kojoj se primecuje maksimalna kristali¢nost je oko 27%, dok
je minimalna koli¢ina vode pri kojoj skrob daje difrakcioni profil 8% (Imberty i Perez,
1988). U skrobovima obi¢nog i voskastog kukuruza molekuli amiloze ne doprinose
znacajno kristali¢nosti, ve¢ je ona posledica prozimanja spoljasnjih lanaca amilopektina.
Medutim, u visokoamiloznim skrobovima molekuli amiloze znac¢ajno doprinose
kristalnoj strukturi (Blazek, 2008).

Prema klasifikaciji skrobova na osnovu difraktometrijskog spektra postoje sledeci tipovi

kristalnih profila: A-tip koji je karakteristi¢an za vec¢inu skrobova iz Zitarica, B-tip koji
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pokazuju neki skrobovi iz krtola (npr. krompirov skrob) i skrobovi Zitarica sa veéim
sadrzajem amiloze, C-tip prisutan kod skrobova leguminoza, skrobova iz korenja,
stabljika i voca i V-tip prisutan u nabubrelim granulama, koji predstavlja komplekse
jednostrukih heliksa amiloze sa jodom, dimetil-sulfoksidom, alkoholima, masnim
kiselinama (Ho6dsagi, 2011; Huijbrechts, 2008). Razlike u pakovanju dvostrukih heliksa
A- i B- tipa opisane su kod molekula amiloze. Iako i amiloza i amilopektin mogu da
formiraju kristalnu strukturu, kristalna struktura prisutna u nativhom skrobu je
uglavnom posledica dvostrukih heliksa formiranih od bo¢nih lanaca amilopektina
(Blazek, 2008). Relativno kratki boc¢ni lanci amilopektina prisutnog u skrobu Zitarica
(duzina lanca 23-29 molekula glukoze) favorizuju formiranje kristalnih polimorfa A-
tipa, dok duzi bo¢ni lanci skrobova krtolastih biljaka (duzina lanca 30-44 molekula
glukoze) ucestvuju u formiranju polimorfa B-tipa. C-tip strukture ¢ine amilopektini

duzine lanaca 26-29 molekula glukoze, tj. kombinacija A- i B-tipa (Hodségi, 2011).

3.1.2. Fenomeni zelatinizacije i retrogradacije

Rastvorljivost i mo¢ bubrenja skrobne granule su osobine koje oslikavaju jac¢inu
interakcija izmedu molekula skroba u amorfnim i kristalnim regionima. One zavise od
razlicitih faktora kao $to su sadrzaj i odnos amiloze i amilopektina, njihove molekulske
mase, stepena razgranatosti, konformacije bo¢nih grana molekula amilopektina, kao i
prisustva drugih komponenti, kao $to su lipidi i proteini (Gupta i sar., 2009; Mauro,
1996; Thomas i Atwell, 1999). Razlike u rastvorljivosti i mo¢i bubrenja izmedu skrobova
razli¢itog botani¢kog porekla mogu biti uslovljene i razlikama u morfoloskoj strukturi
granule (Thomas i Atwell, 1999).

Prilikom zagrevanja suspenzije skroba u vodi dolazi do promena u strukturi skrobne
granule (slika 5).

Povisena temperatura uz dodatni mehanicki tretman dovode do bubrenja skrobnih
granula i gubitka karakteristi¢cnog polarizacionog krsta. Granule mogu da nabubre i do
veli¢ine nekoliko puta vece od prvobitne, sto je posledica gubitka kristalne uredenosti
(topljenje kristalne strukture) i apsorpcije vode (Collado i Corke, 2003). Bubrenje skroba
poreklom iz zitarica prvenstveno je posledica prisustva amilopektina, dok amiloza

deluje kao reduktor ili inhibitor bubrenja (Tester i Morrison, 1990).
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Slika 5. Sematski prikaz strukturnih promena suspenzije skroba tokom termo-
mehanickog tretmana (preuzeto iz Bornet i sar., 1997)

U toku bubrenja polimeri niske molekulske mase, prvenstveno molekuli amiloze,
poc¢inju da prelaze iz granule u okolni medijum. Nakon dostizanja maksimuma
bubrenja, dolazi do razrusavanja skrobne granule, daljeg dispergovanja polimera i
linearne orijentacije polimera u polju delovanja smicajne sile.

Gore opisani fenomeni u literaturi se sre¢u pod nazivima Zelatinizacija i pastiranje. lako
se ova dva pojma ¢esto upotrebljavaju kao sinonimi prilikom opisivanja promena koje
nastaju tokom zagrevanja skrobne suspenzije u vodi, prema Atwell i sar. (1988), pod
Zelatinizacijom se podrazumeva prva faza promena (bubrenje, topljenje kristalnih
podrudja, rastvaranje skroba), dok se pastiranje odnosi na slede¢u fazu koja obuhvata
nastavak bubrenja granula, izlazak makromolekula iz granule u okolni medijum i
eventualno razrusavanje granule.

U toku hladenja dolazi do ponovne asocijacije molekula amiloze i amilopektina.
Molekuli amiloze, koji su u toku bubrenja i razrusavanja skrobne granule presli u
vodenu fazu, orijentiSu se paralelno jedan u odnosu na drugi i povezuju vodoni¢nim
vezama. Taj proces naziva se retrogradacija i podrazumeva ponovno uspostavljanje
uredene, kristalne strukture (Thomas i Atwell, 1999). Ponovna asocijacija molekula
skroba dovodi do obrazovanja jakih gelova koji predstavljaju dvofazni sistem u kojem
kontinualnu fazu ¢ine molekuli amiloze organizovani u trodimenzionalnu strukturu sa
zarobljenom vodenom fazom, dok disperznu fazu ¢ine ostaci nabubrelih granula koji se
uglavnom sastoje od amilopektina (Collado i Corke, 2003). Prilikom ¢uvanja skrobnih
gelova, posebno u uslovima niske temperature (frizider, zamrzivac¢) dolazi do daljeg

povezivanja molekula vodoni¢nim vezama, "skupljanja" strukture i gubitka kapaciteta
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zadrZzavanja vode. Otpustanje vode tokom starenja naziva se sinerezis. Dok molekuli
amiloze imaju glavnu ulogu u inicijalnoj fazi (nekoliko sati) obrazovanja strukture
skrobnog gela, molekuli amilopektina odgovorni su za dugoro¢no (nekoliko dana ili
nedelja) obrazovanje strukture (Miles i sar., 1985).

Promene u strukturi skrobne granule dovode do promena u viskozitetu suspenzije.
Uredaj koji se koristi za pracenje promena viskoziteta naziva se viskoamilograf. Uz
pomo¢ viskoamilografa viskozitet se odreduje u funkciji vremena i temperature,
merenjem torzije prouzrokovane promenama u strukturi skrobne suspenzije koja se
rotira odredenom brzinom u posudi snabdevenoj mesalicom u obliku viljuske koja
sprecava sedimentaciju granula. Pradenje promena viskoziteta suspenzije uz pomocé
viskoamilografa izuzetno je korisno prilikom odredivanja ponasanja skroba pri
razli¢itim uslovima, kao i razlike u ponasanju skrobova razli¢itog botanickog porekla ili
razli¢itih modifikata skroba. Osim Brabenderovog viskoamilografa, koji predstavlja
standardan metod (ICC 169, AACC 6101) u prehrambenoj industriji, postoje i druge
vrste uredaja za pracenje promena u viskozitetu skrobne suspenzije kao sto je Rapid visco
analyser (RVA). Naime, u odnosu na tradicionalni viskoamilograf, RVA karakterisu
sledece prednosti: krace vreme analize i manja koli¢ina uzorka. Medutim, i pored
odredenih nedostataka, kao sto su nedovoljno definisana geometrija, vreme trajanja
analize i dr., Brabenderov viskoamilograf i dalje se smatra industrijskim standardom za
pracenje karakteristika skrobne paste (Thomas i Atwell, 1999; Collado i Corke, 2003).
Pored navedenih uredaja, za pracenje Zelatinizacije, koristi se i diferencijalna skenirajuca
kalorimetrija (DSC), koja beleZi razlike u promeni entalpije izmedu uzorka i referentnog
materijala pri zagrevanju. Prema DSC metodu, fenomen Zelatinizacije smatra se
analognim fenomenu topljenja kristalne strukture. Ovaj metod karakterisu male koli¢ine
uzorka (nekoliko miligrama) i odsustvo gubitka vode iz sistema, posto su posudice sa

uzorkom hermeticki zatvorene (Collado i Corke, 2003).

3.2. Modifikovani skrobovi

Upotreba nativnog skroba u proizvodima savremene prehrambene industrije
ogranicena je nedostacima u pogledu njegovih fizickih i hemijskih osobina. Pre svega,
skrobne granule su nerastvorljive u hladnoj vodi i da bi se dobila skrobna disperzija,

uzorak je potrebno kuvati. Viskozitet skuvanog nativnog skroba cesto je previsok da bi
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se takav skrob upotrebio u odredenim proizvodima. Pored toga, reoloske karakteristike
nekih skrobnih disperzija, kao $to su skrobovi iz krompira, tapioke ili voskastog
kukuruza, uti¢u na krajnji proizvod, daju¢i mu gumastu, nerastresitu teksturu i tako
narus$avaju njihovu senzorsku prihvatljivost. Mnogi nativni skrobovi imaju izrazenu
tendenciju ka gubitku viskoziteta i moci uguséivanja nakon kuvanja, posebno u
prisustvu kiselina u prehrambenim proizvodima. Disperzije skrobova koji sadrze
amilozu, kao $to su kukuruzni i pseni¢ni, pri hladenju formiraju krut, opalescentan gel,
tj. dolazi do retrogradacije. Pri skladiStenju, usled starenja, struktura ovih gelova moze
da oslabi, pa tako dolazi do izdvajanja vode, tj. sinerezisa. Sa druge strane, disperzije
skroba iz voskastog kukuruza, koji sadrzi vrlo malu koli¢inu amiloze, formiraju slabe
gelove, pri ¢emu dolazi do linearne asocijacije segmenata amilopektina. Duzim
skladistenjem na temperaturi blizu ili ispod njihove tacke mrznjenja, takvi gelovi
pokazuju odsustvo transparentnosti i sinerezisa (Wurzburg, 2006).

Modifikovani skrobovi kreirani su tako da koriguju jedan ili vise nedostataka, koji
umanjuju prednosti i ograni¢avaju upotrebu nativnog skroba u prehrambenim
proizvodima. Najc¢es¢e modifikovani skrobovi za komercijalnu upotrebu su skrobovi iz
normalnog kukuruza, tapioke, krompira i voskastog kukuruza (Lineback, 1999).
Funkcionalnost skroba moze biti promenjena putem fizickih ili hemijskih modifikacija.
Metodi fizicke modifikacije obuhvataju dejstvo slede¢ih faktora na skrobnu granulu:
temperatura/vlaga, pritisak, sile smicanja i UV-zracenje. Pod fizickom modifikacijom
podrazumeva se i podvrgavanje granule mehanickom trenju u cilju promene njene
veli¢ine. Ces¢i vid modifikacije skroba je hemijska modifikacija. Najéesce koriséeni
postupci hemijske modifikacije su: kiselinsko tretiranje granule, umrezavanje, oksidacija
i supstitucija, ukljucujuéi esterifikaciju i eterifikaciju (Cui, 2005). Modifikacijom skroba

poboljsava se jedna ili vise funkcionalnih osobina, od kojih su najvaznije:

Snizavanje viskoziteta
Povecanje stabilnosti disperzije

Poboljsanje obrazovanja gela i njegove jacine

vV V V V

PoboljSanje parametara Zzelatinizacije (sniZena temperatura, skraceno vreme
kuvanja, manji pad viskoziteta nakon dostizanja maksimuma)
Poboljsano dispergovanje u hladnoj vodi

Uvodenje novih osobina putem funkcionalnih grupa
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Dakle, modifikovani skrobovi koriste se za poboljSanje: viskoziteta sistema, stabilnosti
tokom skladistenja, integriteta cestica, procesnih parametara, teksture, izgleda i
sposobnosti emulgovanja (Lineback, 1999).

Proizvodnja modifikovanih skrobova (koris¢ene hemikalije, koli¢ina ugradena u skrob,
dozvoljena koli¢ina zaostatka) regulisana je od strane americke organizacije FDA (Food
and Drug Administration) i navedena u americkom Zakoniku o federalnim propisima
(Code of Federal Regulations - 21CFR 172.892). Modifikovani prehrambeni skrobovi, pre
pustanja u promet, moraju biti odobreni od strane FDA kao prehrambeni aditivi. U
Evropi, njihova upotreba regulisana je Evropskom regulativom o prehrambenim
aditivima (European Parliament and Council Directive - No 95/2/EC). Upravo zbog
vremena i troskova potrebnih za dobijanje odobrenja, potrebno je mnogo godina pre

nego $to se razviju i proizvedu novi modifikati skroba (Wurzburg, 2006).

3.2.1. Hemijski modifikovani skrobovi
Najceséi tip modifikacije nativnog skroba je njegovo tretiranje sa malom koli¢inom
prethodno odobrenog hemijskog reagensa. Hemijska modifikacija moZze se izvesti na tri

nivoa strukture skroba (Cui, 2005):

» U suspenziji, kada je skrob dispergovan u vodenoj fazi, hemijska reakcija odvija
se u vodenoj sredini do postizanja Zeljenih osobina. Suspenzija se dalje filtrira,
ispira i su$i na vazduhu

» U skrobnoj pasti, gde se vrsi Zelatinizacija skroba u maloj koli¢ini vode, uz
pomo¢ hemijskih reagenasa i uz meSanje, a po zavrsetku reakcije dobijeni
proizvod se sus$i na vazduhu

» U ¢vrstom stanju, gde se suve granule skroba vlaZze uz pomo¢ razblaZzenih,
vodenih rastvora hemikalija, su$e na vazduhu, i kona¢no postaju reaktivni

dejstvom visokih temperatura (npr. =100 °C).

Vrste hemijski modifikovanih skrobova, njihove osobine i primena sumirani su u tabeli

1 (Cui, 2005; Murphy, 2000; Thomas i Atwell, 1999; Wurzburg, 2006).
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Sematski prikaz strukturnih promena prilikom hemijskih modifikacija skroba prikazan

je na slici 6.

UmreZavanje Supstitucija

X —kovalentno vezan

agens umrezavanja Monofunkcionalne
H — vodoni¢na veza hemijske grupe sa
bIoklrajuum efektom

Oksidacija Kiselinska konverzija
(e}
I \/
X > — o
o ——
~_ 7
fin l N2\
-COOH ¢

(o)
t \{ Pirokonverzija

. Q-/
\/\\_,téc
d(\—-J /Q

Hidroliza Repolimerizacija

”@g‘ﬁ@

Slika 6. Hemijski modifikovani skrobovi

3.2.1.1. Sukcinati skroba i skrob-natrijum-oktenilsukcinat

Kod vecine prehrambenih modifikata skroba, stepen supstitucije je prili¢no nizak da bi
doslo do bilo kakve promene u hidrofilnom karakteru skroba. Medutim, kada se skrob
supstituiSe sa 1-oktenilsukcinat anhidridom ili sukcinat anhidridom (Ci2HisOs) u inace
hidrofilni polimer skroba, uvodi se hidrofobna jedinica u obliku oktenil grupe (slika 7) i
kreira se nova grupa modifikovanih skrobova koja ima amfifilni karakter, a time i novu
funkcionalnu osobinu - stabilizator emulzija (Wurzburg, 2006, Sweedman i sar., 2013).
Skrobovi modifikovani sa oktenilsukcinat anhidridom nazivaju se OSA skrobovi.

Upotreba OSA skrobova u hrani, uslovi modifikacije i deklarisanja definisani su u
americkom Zakoniku o federalnim propisima (US Code of Federal Regulation), kao i
evropskom Regulativom o prehrambenim aditivima (European Directive on food

additives). Prema E-sistemu numerisanja ovi skrobovi oznacavaju se kao E1450. Njihov
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kvalitet definisan je u Zborniku Svetske zdravstvene organizacije (Combined Compendium
of Food Additive Specifications, 1997) (Prilog 1) i Pravilnikom o kvalitetu i uslovima
upotreba aditiva u namirnicama i drugim zahtevima za aditive i njihove meSavine

(2003) (Prilog 2).

o .. N.
¢=0
Q CH,
CH,OH o _ H,GO-C-CH-CH,-CH=CH-CH,CH,CH,CH,CH,
o C-CH- n- oktenil hidrofobni deo
o_ | —
-0 - C-CH, o O
o
hidrofilni deo

Slika 7. Reakcija skroba sa anhidridom oktenil-sukcinata

Reakcija dobijanja skrob-oktenilsukcinata patentirana je od strane Caldwell i Wurzburg
(Caldwell, 1952; Caldwell i Wurzburg, 1953). Taj patent zasticen je od strane kompanije
National Starch (danas Ingredion) koja je na osnovu njega razvila ostale patente za
proizvodnju ovih skrobova (Sweedman i sar., 2013). Danas se komercijalno proizvedeni
OSA skrobovi mogu kupiti od velikog broja proizvodaca i uglavnom predstavljaju
modifikovane skrobove dobijene iz voskastog kukuruza kao sto su N-Creamer™, Purity
Gum™, CAPSUL™, Hi-CAP™ (National Starch); CLEARGUM® CO (Rogquette), C*EmTex
06328 i C*EmCap (Cargill); C Mira-Cap™ (Tate and Lyle); ili obi¢nog kukuruza kao
DRYFLO™ (National Starch); i tapioke kao CLEARAM™ (Roguette), C*EmTex 75320
(Cargill).

Najcesce koriséeni nacin sinteze OSA skrobova je vodenjem reakcije u vodenoj sredini u
blago alkalnim uslovima gde je skrob u obliku granule. U takvim uslovima, skrob-
natrijum-oktenilsukcinat dobija se suspendovanjem 100 delova skroba u 150 delova
vode koja sadrzi 2 do 5 delova natrijum karbonata. Suspenziji se zatim uz snazno
mesanje dodaje 0,1 do 0,3 delova anhidrida oktenil ¢ilibarne kiseline. MeSanje se
nastavlja 12 h na sobnoj temperaturi, a pH se podeSava na 7 uz pomo¢ razblaZzenog
rastvora hlorovodoni¢ne kiseline. Na kraju se dobijeni skrob filtrira, ispira i susi (Cui,
2005). Blago alkalni uslovi dovode do redukcije obrazovanja vodoni¢nih veza izmedu
molekula skroba tako $to uticu na formiranje alkoksi grupa sa -OH grupama, Sto
podsti¢e bubrenje granule i difuziju OSA molekula unutar nabubrelih granula

(Sweedman i sar., 2013). Ovakav nacin vodenja reakcije dovodi do neravnomerne
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distribucije supstituisanih grupa izmedu granula i preteznog lociranja OS grupa na
povrsini granule, Sto je potvrdeno FTIR mikrospektroskopijom, Ramanovom
konfokalnom mikroskopijom i fotoelektronskom spektroskopijom X-zracima (Bai i sar.,
2009; Wetzel i sar., 2010; Shrogen i sar., 2000; Huang i sar., 2010). Takode, prema He i
sar. (2006) sadrzaj amiloze pozitivno utice na efikasnost reakcije sto ukazuje da se
modifikacija sa OSA preteZno odigrava u amorfnim delovima granule.

Pored osnovnog, gore opisanog nacina sinteze, predlozeno je i nekoliko modifikacija
reakcije, kao $to je enzimski predtretman kako bi se povecala mikro poroznost granule i
olaksalo prodiranje reagensa u unutrasnjost granule (Huang i sar., 2010; Bai i sar., 2011).
Pored toga, Viswanthan (1999), a zatim i Bhandari i Singhal (2002), predlozili su sintezu
OSA skroba u piridinu umesto u vodi, $to je uticalo na povecanje reaktivnosti granule,
ali i dobijanje OSA modifikata koji ne moZze da se upotrebi u prehrambene svrhe. Sa
druge strane Biswas i sar. (2006) i Rivero i sar. (2009) vrsili su modifikaciju uz pomo¢
mikrotalasa, $to je znac¢ajno ubrzalo reakciju.

Za razliku od skrob-natrijum-oktenilsukcinata, skrob-aluminijum-oktenilsukcinat dobija
se esterifikacijom suspenzije skroba sa 2% anhidridom oktenil ¢ilibarne kiseline kako bi
se stvorio polu-estar - skrob-natrijum-oktenilsukcinat, a zatim se vrsi reakcija
karboksilatnog jona sa aluminijum sulfatom kako bi nastao skrob-aluminijum-
oktenilsukcinat, koji se zatim filtrira, ispira i susi (Wurzburg, 2006).

Prema vazeéim regulativama, maksimalna koli¢ina anhidrida okteniléilibarne kiseline,
koja se moze upotrebiti za dobijanje modifikovanoh skroba, je 3%. Maksimalni stepen
supstitucije je, dakle, 0,02, sto odgovara jednoj oktenil monosukcinatnoj grupi na svakih
50 anhidrovanih glukoznih jedinica (Wurzburg, 2006).

Iako je metod OSA modifikacije predlozen 50-tih godina proslog veka, interes za
istrazivanjem OSA skrobova naglo je porastao u poslednjih nekoliko godina, sto se
moze uociti na histogramu datom na slici 8.

Kao i ostali supstituisani skrobovi, i skrob-oktenilsukcinat ometa linearizaciju amiloze i
razgranatih delova amilopektina, i tako stabilizuje skrob, sprecavajuci Zeliranje i
pastiranje. Ovi skrobovi takode imaju povisenu vrednost maksimuma (pika) viskoziteta
i nize vrednosti temperature zelatinizacije (Wurzburg, 2006). OSA modifikacija takode
poboljSava stabilnost skrobova pri procesima zamrzavanje-odmrzavanje, kako je
dokazano u slucaju modifikacije skrobova iz pirinc¢a, voskastog kukuruza i amarantusa

(Sweedman i sar., 2013).
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Broj publikacija / patenata

vvvvvvvvvv

P20 I R IR R P R R R

Godina
Slika 8. Broj publikacija (bele kockice) i patenata (crne kockice) sa OSA skrobovima

(preuzeto iz Sweedman i sar., 2013)

Jedna od posebno znacajnih osobina koje skrob dobija nakon OSA modifikacije je to da
postaje sporo svarljiv ili ¢ak rezistentan. Prema Han i BeMiller (2007) modifikacija sa
OSA povecava nivo sporo svarljivih i rezistentnih skrobova u vedem iznosu od
modifikacija hidroksipropilovanja, acetilovanja ili umreZavanja, $to ima pozitivan uticaj
na ishranu (Wolf i sar., 1999). Han i BeMiller (2007) su takode zakljucili da toplotni
tretman OSA skroba iz voskastog kukuruza snizava nivo rezistentnog skroba i povecava
nivo sporo svarljivog skroba, §to je od veceg nutritivnog znacaja.

Zahvaljujuci osobini da je amfifilan, OSA skrob ima Siroku primenu u prehrambenoj
industriji, posebno pri emulgovanju, inkapsulaciji, proizvodnji filmova, premaza i
gelova. Koristi se kao zamenjiva¢ za akacija gumu, mast, proteine (Sweedman i sar.,
2013). Niskoviskozni derivati skrob-oktenilsukcinata rastvorljivi u hladnoj vodi koriste
se kao emulgatori i stabilizatori aroma i ulja koja sluze za dobijanje mutnih
bezalkoholnih napitaka, pri ¢emu zamenjuju do tada koris¢enu akacija gumu. Visoko-
viskozne modifikacije koriste se kao stabilizatori koncentrovanih emulzija tipa majoneza
(Wurzburg, 2006).

Primeri primene OSA skrobova u prehrambenim proizvodima dati su u tabeli 2.
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Tabela 2. Primeri primene OSA modifikovanih skrobova u proizvodima prehrambene

industrije (preuzeto iz Sweedman i sar., 2013)

Polje primene Primena OSA skroba Literaturni izvor
Pekarski proizvodi Poboljsiva¢  viskoziteta u (KaoiLeow, 2005)
pekarskim proizvodima
Zamena za gluten (Paulus i sar., 2005)
Pivo Modifikator teksture pene (Marotta i sar., 1971)
Mle¢ni proizvodi Modifikator teksture u siru i (Barey i Bouron, 2011)
mle¢nim proizvodima
Aditiv u mle¢nim  (Klemaszewski, 2009)
proizvodima

Zamena za kazein

(Zwiercan i sar., 1986)

Sastojci prehrambenih
proizvoda

Zamena za mleko u prahu za (Barndtisar., 1984)

kafu

Zamena za mast (Chiu i Mason, 1998)
(Whistler, 1995)

Stabilizator bez ukusa i mirisa  (Shah i Tan, 2004)

Poboljsivac stabilnosti  (Ganz i Harris, 1968)

proizvoda na procese

zamrzavanje/ odmrzavanje

Inkapsulator ulja

(Dihora i Chapman, 1999)

(Marotta i sar., 1969)
U penastim proizvodima koji (Piatko i Perks, 2008)
se lupaju a ne sadrze proteine
Stabilizacija emulzija sa (Diguet isar., 2012)
resveratrolom kao
antioksidansom
Kod termicki inhibiranih (Thomas i sar., 2001)
skrobova
Nutraceutici Kontrolisano otpustanje (Funda, 2011)
probiotika
Dodaci ishrani (Euber, 2000)
Inkapsulacija bioaktivnih  (Gregson i Sillick, 2012a)
komponenti
Hipoalergijski dodaci ishrani ~ (Mahmoud, 1987)
Zastitna inkapsulacija (Gregson i Sillick, 2012b)
Rezistentni skrob (Brown i sar., 2006)
(Shi i Trzasko, 1997)
(Huber i Yu, 2011)
Kobasice Creva za kobasice (Joly i sar., 2004)
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Medutim, primena OSA skrobova nije ogranicena samo na prehrambenu industriju veé
se oni koriste i u kozmeticke i farmaceutske (za kontrolisano otpustanje bioaktivnih

komponenti) svrhe, kao i u proizvodnji ambalaznih materijala (Sweedman i sar., 2013).

3.2.2. Fizicki modifikovani skrobovi

Fizi¢ka modifikacija skroba se primenjuje kako bi se promenila struktura granule skroba
prevodedi nativni skrob u skrob rastvorljiv u hladnoj vodi ili u skrobove malih granula
kristalne strukture. Skrob rastvorljiv. u hladnoj vodi se priprema u procesu
prezelatinizacije skrobne suspenzije nakon koga sledi proces susenja u bubnju ili spreju.
Usled procesa prezelatinizacije integritet granule skroba se gubi, a viskozitet skrobne
paste se redukuje. Tako modifikovan skrob je rastvorljiv u hladnoj vodi. Skrobovi malih
granula (pre¢nika < 5 pm) se mogu koristiti kao pogodne zamene za mast.

Procesi tretiranja toplota-vlaga kao i tzv. "annealing" proces prouzrokuju naglu
migraciju ili reorganizovanje molekula amiloze u skrobnim granulama kako bi se
formirale intermolekularne veze izmedu molekula amiloze i/ili izmedu molekula
amiloze i molekula amilopektina.

Fizi¢ka modifikacija skroba putem ekstrudiranja je proces kod koga se koristi otopljena
faza visoke koncentracije ¢vrstih delova kako bi se promenile osobine skroba
zadrzavajuéi pri tome njegovu makromolekularnu strukturu (Thomas i Atwell, 1999;

Cui, 2005).

3.3. Reoloske osobine testa sa dodatkom modifikovanih skrobova

Reologija, kao grana fizike, je nauka koja proucava proticanje i deformaciju materije kao
odgovor na primenjeni napon ili deformaciju. Prema reoloSkom ponasanju materijali se
mogu podeliti na njutnovske i nenjutnovske (Steffe, 1996; Schramm, 2004). Vecina
prehrambenih proizvoda ispoljava osobine nenjutnovskih sistema (Abang Zaidel i sar.,
2010). Testo spada u jedno od najsloZenijih reoloskih sistema. Ono je viskoelasti¢ni
sistem, koji pri proticanju ispoljava pseudoplasti¢no i tiksotropno ponasanje (Weipert,

1990). Kompleksno reolosko ponasanje testa posledica je njegove sloZene strukture.
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3.3.1. Strukturna svojstva odgovorna za specifiéno reolosko ponasanje testa

Struktura testa nastaje u procesu mesenja brasna i vode. Hemijski sastav pSeni¢nog
brasna c¢ine skrob (75-80%), proteini (6-18%) i ostale manje zastupljene komponente kao
Sto su voda, lipidi, prosti Seceri, neskrobni polisaharidi ili vlakna (arabinoksilani, p-
glukani i glikoproteini), mineralne materije. Kod p3enice, kao i kod je¢ma i razi,
razlikuju se dva tipa skrobnih granula: vece A i manje B granule (Peng i sar., 2000). U
pSenici A skrobne granule su vece od 10 pm u precniku i imaju oblik sociva, dok je
pre¢nik B granula manji od 10 pm i pribliZzno sferanog oblika (Peng i sar., 2000).

Prema tradicionalnoj Osborn klasifikaciji, pSeni¢ni proteini se prema rastvorljivosti dele
u Cetiri grupe: albumini i globulini, rastvorljivi u vodi i rastvorima soli; glijadini,
rastvorljivi u 70-90% etanolu, ali ne i u vodi i glutenini, rastvorljivi u rastvorima kiselina
i baza, ali nerastvorljivi u neutralnim alkoholnim rastvorima i rastvorima soli (Horvat i
sar., 2006). Albumini i globulini (15-20% od ukupne koli¢ine proteina) (Veraverbeke i
Delcour, 2002), prema bioloskim i funkcionalnim svojstvima, pripadaju grupi rezervnih
proteina endosperma zrna, iako i ve¢ina metaboli¢ki aktivnih proteina aleuronskog sloja
i klice (enzimi i inhibitori enzima) takode pripada toj grupi (Gianibelli i sar., 2002).
Glijadini i glutenini (80-85% od ukupne koli¢ine proteina) (Veraverbeke i Delcour, 2002)
glavne su komponente glutena. Prema primarnoj strukturi, glijadini se dele na ®5-, ®1,2-
, a- i y-podgrupe, a glutenini na visokomolekularne (HMW) i niskomolekularne (LMW)
podjedinice (Horvat i sar., 2006).

Tokom mesenja brasna sa vodom dolazi do hidratacije proteina brasna i formiranja
glutenskog kompleksa - viskoelasti¢nog proteina odgovornog za formiranje strukture
testa (Dobraszczyk, 2003). Na pocetku meSenja glutenini, koji su dugacki polimeri,
isprepletani su medusobno i nasumicno orijentisani. Kako se mesenje nastavlja, lanci
glutenina teZze da se orijentiSu u pravcu sila smicanja i istezanja. U toj fazi, mreza
glutena je razvijena i umrezena intermolekulskim kovalentnim disulfidnim vezama. Pri
optimalnom razvoju testa interakcije izmedu umreZenih polimera su jake i takvo testo
ispoljava maksimalni otpor na deformaciju. Kada se testo mesi duze, vise od njegovog
optimuma razvoja dolazi do raskidanja disulfidnih veza i glutenini postaju
monomerni protein glijadin obrazuje matriks unutar polimerne mreZe glutenina (Abang

Zaidel i sar., 2010). Dok gluteninska frakcija doprinosi jacini i elasti¢nosti testa (Weipert,
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2006), glijadinska frakcija predstavlja punilac izmedu gluteninskih polimera i ima ulogu
plastifikatora, tj. doprinosi viskoznom ponasSanju i rastegljivosti glutena (Kuktaite,
2004). Sematski prikaz glutenina i glijadina i ponaganje u toku operacije mesenja dati su

na slici 9.

Dugi gluteninski
lanci sa
intermolekulskim
kovalentnim
disulfidnim vezama

Gluten
(glijadin + glutenin)

B3

Glijadin

Male gluteninske
podjedinice nastale
cepanjem
disulfidnih veza

Ostale nekovalentne
veze:

- vodonicne

- Hidrofobne
interakcije

Glutenin

Slika 9. Sematski prikaz strukture glutena i njegovih frakcija, glijadina i glutenina
(preuzeto iz Weipert, 2006) i molekulska interpretacija razvoja glutena (a) pocetak
mesenja, (b) optimalni razvoj, (c) prekomerno mesenje (preuzeto iz Letang i sar., 1999)

Skrobne granule uklopljene su u makromolekulsku strukturu hidratisanog glutena i
formiraju agregate. Ove dve nezavisne strukture i njihova interakcija odgovorni su za
reolosko ponasanje testa (Song i Zheng, 2007).

Kao sto se moze zakljuciti viskozitet i konzistencija testa, tj. njegove reoloske osobine,
zavise od koli¢ine vode, ali i od intenziteta meSenja. Pored toga, reoloske osobine zavise
i od sadrZaja proteina, kao i odnosa glijadina i glutenina (Weipert, 2006).

U proizvodnji hleba, nakon operacije meSenja sledi operacija fermentacije. Porast
zapremine testa u toku fermentacije kao i zapremina krajnjeg proizvoda rezultat su
procesa proizvodnje i zadrzavanja gasa u toku fermentacije. Produkcija gasa u toku

fermentacije moze se kontrolisati koli¢inom kvasca i fermentabilnih Secera,
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temperaturom i vremenom fermentacije, dok zadrzavanje gasa zavisi od konzistencije i
viskoziteta testa. Pod optimalnom konzistencijom podrazumeva se ona koja je dovoljno
jaka da testo bude obradivo (ne slabi tokom mes$enja) i zadrzi oblik, a da sa druge strane
bude dovoljno rastegljivo i dozvoli ugljen dioksidu formiranom tokom fermentacije da
rasiri strukturu i izazove narastanje (Weipert, 2006).

Distribucija gasnih mehurova i dalja promena strukture glutenskog kompleksa vrsi se i
u toku operacije oblikovanja testa (Dobraszczyk i Morgenstern, 2003). Tokom pecenja
hleba dolazi do koagulacije glutena i otpustanja vode koja u toku i nakon pecenja (u
sredini hleba) biva preuzeta od strane Zelatiniziranih skrobnih granula $to dovodi do
promena u viskozitetu i konzistenciji testa (Weipert, 2006). Procesi Zelatinizacije,

pastiranja i retrogradacije skroba detaljno su opisani u poglavlju 3.1.2.

3.3.2. Reoloske osobine testa

Operacije uklju¢ene u formiranje testa i njegovu konverziju u hleb uti¢u na reoloske
osobine testa, koje predstavljaju veoma osetljiv indikator promena u strukturi testa
(Song i Zheng, 2007). Stoga je medu tehnolozima reologija prepoznata kao korisna
tehnika u kontroli kvaliteta brasna. Reoloska merenja koriste se za pracenje ponasanja
testa u toku celog proizvodnog procesa, tj. za karakterisanje mehanickih osobina testa,
molekulske strukture i sastava, kao i uticaja razli¢itih dodataka i aditiva (Dobraszczyk i
Morgenstern, 2003). Postoji veliki broj uredaja i testova za odredivanje reoloskih osobina
testa koji se mogu podeliti u dve grupe: empirijski (deskriptivni, imitativni,
konvencionalni) i fundamentalni (osnovni) (Weipert, 1990).

Empirijski reoloski metodi uvrsteni su kao standardni metodi od strane Medunarodnog
udruzenja za nauku i tehnologiju zita (ICC), Ameri¢kog udruzenja hemicara Zita
(AACC), Medunarodne organizacije za standardizaciju (ISO), kao i u razli¢ite druge
nacionalne standarde i propise, pa tako i u Pravilnik o metodama fizi¢kih i hemijskih
analiza za kontrolu kvaliteta zita, mlinskih i pekarskih proizvoda, testenina i brzo
smrznutih testa (1988). Razvijeni su empirijski reoloski uredaji za pracenje reoloskog
ponasanja testa u toku mesSenja, oblikovanja, fermentacije i pecenja. Tako na primer,
farinograf (Brabender, Nemacka) i miksograf (Brabender, Nemacka) pruzaju informacije
o modi upijanja vode i ponadanju testa u toku mesenja, dok se reolosko ponasanje u toku

oblikovanja odreduje uz pomoc¢ ekstenzografa (Brabender, Nemacka), alveografa
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(Chopin Technologies, Francuska) i u skorije vreme i dodatka za analizator teksture po
Kieffer-u (Stable Micro Systems Ltd, Velika Britanija), koji prate ponasanje testa u toku
rastezanja (jacinu testa, tj. otpor rastezanju i rastegljivost). PonaSanje testa u toku
fermentacije (razvoj i zadrZavanje gasa) mogu se pratiti uz pomo¢ reofermentometra
(Chopin Technologies, Francuska) i maturografa (Brabender, Nemacka). Za pracenje
zelatinizacije skroba i u svrhu indirektnog odredivanja aktivnosti a-amilaze, koriste se
tehnike kao $to su amilograf (Brabender, Nemacka) i broj padanja po Hagberg-u (Perten
Instruments, Svedska). Principi, postupak i opis parametara dobijenih pri izvodenju
ovih testova su dati u standardnim metodima, kao i od strane Dapcevi¢ Hadnadev i sar.
(2011).

Vecina gore navedenih instrumenata zadrZzala je isti izgled i princip od 1930-tih, kada su
prvi put razvijeni (Janssen i sar., 1996; Weipert, 2006). Jedan od najnovijih empirijskih
reoloskih uredaja, miksolab (Chopin Technologies, Francuska), pokazuje odredene
prednosti u odnosu na ostale uredaje. Uz pomo¢ miksolaba moguce je pratiti ponasanje
testa i u toku meSenja i zagrevanja, tj. omoguceno je odredivanje doprinosa obe frakcije
(proteina i skroba) ne reoloske osobine testa. Stoga, miksolab metod simulira proces
pecenja hleba, od trenutka zamesa do kraja pecenja.

Iako nezamenljivi u laboratorijama za kontrolu kvaliteta i industriji, uredaji za
empirijska reoloska merenja imaju dosta nedostataka, kao $to su: interpretacija rezultata
u relativnim jedinicama koje nisu u SI sistemu $to uti¢e na nemogucénost definisanja
fundamentalnih reoloskih parametara kao $to su napon, deformacija, moduo, viskozitet;
primena velikih sila deformacije i nefleksibilnost u definisanju njenog nivoa; potreba za
velikim koli¢inama uzorka (Dobraszczyk i Morgenstern, 2003; Janssen i sar., 1996;
Weipert, 1990).

Princip rada uredaja fundamentalne reologije (pracenje odgovora materijala na
primenjenu silu) slican je principu funkcionisanja uredaja za empirijsku reologiju sa
razlikom $to su pojedini nedostaci otklonjeni. Pre svega, intenzitet sile moguce je
prilagoditi i tako opisati osobine materijala pod razli¢itim nivoima opterecenja ili
napona. Naime, prema Bloksma (1990) brzine smicanja razli¢itih uredaja i operacija u
procesu proizvodnje hleba su: 10-100 s (mikseri), 10 s? (farinograf i miksograf), 0,1-1 s
(ekstenzograf i alveograf), 104-103 s (narastanje u toku fermentacije), 10 s (porast
tokom pecenja u pecnici). Osim pomenutog, dobijene vrednosti viskoziteta, kao i zadate

vrednosti sile deformacije ili naprezanja izraZzavaju se u apsolutnim fizi¢kim jedinicama,
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Sto omogucava poredenje rezultata dobijenih upotrebom reometara razlic¢itih
proizvodaca. Jo$ jedna prednost fundamentalne reologije je primena male koli¢ine
uzorka (oko 10 g testa), Sto je korisno pri ispitivanju sorti dobijenih oplemenjivanjem
kod kojih je koli¢ina uzorka ograni¢ena (Weipert, 2006).

Princip rada reometra za odredivanje reoloskih svojstava testa zasniva se na primeni
odredene brzine smicanja, napona smicanja ili deformacije i pracenju ponaSanja
materijala koji se nalazi izmedu dve paralelne ploce, konusa i ploce, cirkularnom zazoru
izmedu dva koaksijalna cilindra i drugo. Danasnji reometri konstruisani su tako da
mogu da rade na vise rezli¢itih nac¢ina (CR - "control rate", CS - "control stress", CD -
"control deformation"), tj. kontrolisu vrednost primenjene brzine smicanja, napona
smicanja i deformacije. Stoga je na jednom uredaju moguce izvodenje veéeg broja
testova: krive proticanja, dinamickih oscilatornih merenja, krive puzanja i relaksacije
napona.

Na osnovu krive proticanja moze se zakljuciti da testo od pseni¢nog brasna karakterise
postojanje prinosnog napona i da viskozitet sistema opada sa povecanjem iznosa
deformacije, tj. da testo pokazuje pseudoplasticno ponasanje $to je prouzrokovano
orijentacijom molekula i agregata u pravcu proticanja. To znaci da ce testo ispoljiti visu
vrednost viskoziteta u toku izlaganja niskim silama deformacije, kao $to je rastezanje
prouzrokovano procesom fermentacije, nego tokom mesenja ili testiranja u farinografu i
ekstenzografu (Weipert, 2006). Prethodna konstatacija ukazuje na prednost
fundamentalne reologije u odnosu na empirijsku u pogledu mogucénosti varijacije sile
deformacije. Drugim re¢ima, sa uredajima visokih deformacija moguce je odrediti samo
mehanicke osobine testa, ali ne i reoloske (Weipert, 2006).

Medutim, naj¢es¢e primenjivani fundamentalni reoloski testovi za ispitivanje ponasanja
testa i glutena su testovi malih deformacija, u koje spadaju dinamicki oscilatorni testovi
(eng. "dynamic oscillation test"), krive puzanja i oporavka (eng. "creep and recovery") i
testovi relaksacije napona (eng. "stress relaxation") (Abang Zaidel i sar., 2010).

Dinamicki oscilatorni testovi ¢esto se koriste za definisanje viskoelasti¢nih materijala.
Princip ovih testova zasniva se na primeni sinusoidalnog oscilatornog napona ili
deformacije u vremenu. Ako se podvrgava sinusoidalnoj deformaciji (y = yo sin ot),
viskoelasti¢ni materijal odgovara sinusoidalnim naponom (r = 79 sin ®t), koji zavisi od
osobina materijala (Abang Zaidel i sar., 2010). Elasticna komponenta naziva se elasti¢ni

modul ili modul ¢uvanja (G'), dok se viskozna komponenta naziva viskozni modul ili
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modul gubitaka (G"). Odnos viskoznog i elasticnog modula naziva se tangens faznog
ugla (tan 0).

Kod svih testa G' je vec¢i od G" (Edwards i sar., 2003; Dobraszczyk i Morgenstern, 2003;
Weipert, 1990). Testa sa vecom vrednos¢u G' smatraju se ja¢im testima. Takode,
materijale sa ve¢im stepenom umreZzenosti karakterise manja vrednost tan 6. Amemiya i
Menjivar (1992) su zaklju¢ili da se glutenska mreZa na testiranim frekvencijama ponasa
kao umreZzeni polimer. Uthayakumaran i sar. (2002) su otkrili da su elasti¢ni i viskozni
moduli testa visi od modula ¢istog glutena, $to ukazuje na to da sadrzaj skroba u brasnu
doprinosi viskoelasti¢nosti testa.

Princip testa puzanja i oporavka zasniva se na primeni inicijalne konstantne vrednosti
napona u fazi puzanja i pracenju porasta deformacije u sistemu u funkciji vremena, a
zatim nakon odredenog vremena (u fazi oporavka), sistem se oslobada napona, $to
prouzrokuje opadanje deformacije do odredene vrednosti koja zavisi od osobina
materijala (Rao i Skinner, 1986). Testovi puzanja i oporavka su veoma korisni u
proucavanju osobina materijala u uslovima malih sila smicanja, dugackih vremena
testiranja ili drugih realnih uslova u kojima se sistem ispituje. Posto testovi puzanja i
oporavka mogu biti ponovljeni nekoliko puta uzastopno, uz variranje temperature
nezavisno od napona, moguce je prili¢no precizno imitirati realne uslove.

Puzavost viskoelasticnog materijala, kao $to je testo, uglavnom se opisuje upotrebom
Burgers-ovog modela, koji se sastoji od cetiri elementa, dve opruge i dva klipa povezana
tako da model ¢ine Maxwell-ova (opruga i klip povezani u seriji) i Kelvin-ova (opruga i
klip povezani paralelno) komponenta. Sematski prikaz Burgers-ovog modela i kriva
puzanja i oporavka prikazani su na slici 10.

Wang i Sun (2002) su utvrdili da maksimalna vrednost na krivi puzanja i oporavka
ukazuje na ¢vrstocu testa, tj. da jaca testa sa veCom otpornosé¢u na deformaciju imaju

manju vrednost maksimuma puzanja od meksih testa.
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Slika 10. Sematski prikaz Burgers-ovog modela i kriva puzanja i oporavka

3.3.3. Pregled postupaka pripreme testa za fundamentalna reoloSka merenja

Pregledom literature moZze se ustanoviti da postoje razli¢iti pristupi u pripremi testa za
fundamentalna reoloska ispitivanja. Skendi i sar. (2009) koristili su princip konstantne
konzistencije, tj. pripremali su testo u farinografskoj mesilici koriste¢i koli¢inu vode
potrebnu za postizanje maksimuma konzistencije. Vreme meSenja odgovaralo je
vremenu razvoja testa. Sa druge strane, Van Bockstaele i sar. (2011) mesili su testo
koris¢enjem koli¢ine vode koja odgovara 95% farinografske moci upijanja vode, ali se
mesenje odigravalo u alveografskoj mesilici i vreme meSenja je bilo konstantno.
Edwards i sar. (1999) koristili su princip koji se sastojao od dodavanja iste koli¢ine vode
(50%) u mesilicu miksografa, ali je vreme mesSenja odgovaralo vremenu razvoja testa
plus 1 min.

Uopsteno, povecanje koli¢ine vode u testu dovodi do smanjenja elasticnog modula kod
pSeni¢nog testa (Autio i sar., 2001) i testa dobijenog iz durum brasna (Edwards i sar.,
1999), kao i do povecanja maksimuma puzanja (Edwards i sar., 1999) sto se tumaci
efektom promene koncentracije konstituenata sistema.

Prema Balestra (2009) uticaj vode na dinamicke viskoelasti¢ne osobine testa moze se
interpretirati na dva razli¢ita nac¢ina. Naime, koli¢ina vode iznad odredene grani¢ne
vrednosti ne utie na strukturu testa, ve¢ deluje kao inertni punilac. Stoga, variranje
sadrzaja vode u testu proporcionalno menja njegove dinamicke osobine, a i voda moze
da deluje kao lubrikant koji poboljsava fenomen relaksacije testa. Prema drugoj teoriji,
molekuli vode ponasaju se kao plastifikatori koji snizavaju temperaturu Zelatinizacije

testa. U tom slucaju porast sadrzaja vode u testu menja njegov dinamicki odgovor, s
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obzirom da se dinamika relaksacije ubrzava na nacin slican onom koji se srece kod
amorfnih sintetskih polimera pri porastu temperature (Masi i sar., 1998).

Sa druge strane, treba imati u vidu da mo¢ upijanja vode predstavlja jednu od osnovnih
karakteristika glutena. Upotreba optimalne koli¢ine vode omogucava formiranje
razvijenije glutenske strukture usled povecane mobilnosti molekula glutena
(Dhanasekharan i sar., 2001). Prema Uthayakumaran i sar. (2002) hidratacija glutena
znacajno utice na njegovo ponasanje u reoloskim testovima malih deformacija i
posledica je koncentracionih efekata, a ne uloge vode kao plastifikatora. Stoga da bi se
odredio uticaj nekog dodatka na kvalitet glutena bez limitirajuceg uticaja vode potrebno
je vrsiti ispitivanja upotrebom optimalne koncentracije vode, koja odgovara moci
upijanja vode sistema (Rosell i Foegeding, 2007). Takode, pri izvodenju testova probnog
pecenja prema metodima ICC i AACC zames testa vrsi se upotrebom optimalne kolic¢ine

vode prethodno odredene na farinografu ili slicnom instrumentu.

3.3.4. Uticaj modifikovanih skrobova na reoloske osobine testa

Dodatkom razli¢itih vrsta aditiva moguce je modifikovati reoloske osobine testa, a time i
kvalitet krajnjeg proizvoda. Uticaj dodatka pojedinih modifikovanih skrobova na

reoloske osobine testa dat je u tabeli 3.

Tabela 3. Pregled uticaja hemijski modifikovanih skrobova na reoloske osobine testa

Vrsta modifikovanog skroba  Vrsta uzorka Uticaj Literatura
Hidroksipropilskrob iz Pseni¢no brasno  Skracuje vreme razvoja testa Miyazaki i
tapioke + glutensko brasno na farinografu sar. (2005a,
P y . 2008)
Povecava iznos razrusavanja
tokom Zelatinizacije
Fosfatiran umreZen skrob iz Pseni¢no brasno  Skracuje vreme razvoja testai =~ Miyazaki i
tapioke + glutensko brasno smanjuje mo¢ upijanja vode sar. (2005a,
Snizava vrednost 2008)
maksimalnog viskoziteta i
iznos razrusavanja tokom
Zelatinizacije
Acetilovan skrob iz tapioke +  PSeni¢no brasno Smanjuje mo¢ upijanja vode Miyazaki i

glutensko brasno sar. (2005a,

Povecava iznos razrusavanja
13 2008)

tokom Zelatinizacije
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UmreZeni skrob iz Pseni¢no brasno  Daje jace testo (prema Hung i
krompira+glutensko brasno ekstenzografskim Morita
parametrima i testu (2004)
kompresije), povecanog
stabiliteta (farinografskog)
Povecava vrednost
maksimalnog viskoziteta
Hidroksipropilskrob iz Model sistem Ne utice znacajno na entalpiju =~ Goesaert i
pSenice testa Zelatinizacije testa sar. (2008)
(gluten/skrob =
16/84)
UmreZeni skrob iz pSenice Model sistem Ne uti¢e znacajno na entalpiju =~ Goesaert i
testa Zelatinizacije testa sar. (2008)
(gluten/skrob =
16/84)
Acetilovan diskrobadipat Bezglutenska Ne uti¢e znacajno na jacinu Witczak i
mesavina testa sar. (2012)
Ne uti¢e na parametre
Zelatinizacije
Hidroksipropildiskrobfosfat Bezglutenska Povecava jac¢inu testa Witczak i
mesavina . sar. (2012)
Ne uti¢e na parametre
Zelatinizacije
Dekstrini (DE = 3-40) PSeni¢no brasno  Smanjuju mo¢ upijanja vode -  Miyazaki i
Sto je manja DE vrednost, niza  sar. (2004)

je mo¢ upijanja vode.

Dekstrini sa DE 3-11
povecavaju stabilitet testa, dok
sa DE 25-40 smanjuju stabilitet.

U koncentraciji od 2,5% porast
DE vrednosti dekstrina dovodi
do opadanja modula
elasti¢nosti i koeficijenta
viskoziteta, dok koncentracija
od 7,5% prouzrokuje suprotan
efekat.

3.4. Kvalitet i starenje hleba sa dodatkom modifikovanih skrobova

Zapremina hleba i karakteristike sredine hleba (elasti¢nost sredine, finoca i ujednac¢enost
pora) dva su osnovna parametra kvaliteta hleba. Oba su uslovljena kvalitetom i izborom
sirovina (brasno, kvasac, ostali dodaci, aditivi, itd.) i na¢inom vodenja procesa, tj.
parametrima procesa proizvodnje (Weipert, 2006).

Cvrstoca sredine hleba, kao bitan pokazatelj kvaliteta, uveliko zavisi od poroznosti

sredine. Kvalitetan hleb odlikuje sredina sa velikim brojem finih pora, pravilne
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strukture. Pore sredine hleba poti¢u od gasnih mehurova inkorporiranih tokom mesenja
testa, kao i od gasova nastalih tokom fermentacije hleba (Liu i Scanlon, 2003). Prema van
Vliet (1999) broj pora koje se formiraju tokom mesSenja je 1012-104 sa veli¢inama 10-100
pm, dok samo 1% od tog broja preostaje nakon pecenja u sredini hleba, sto ukazuje da
veliki broj pora nestaje tokom fermentacije, oblikovanja i pecenja. Nestajanje pora tokom
operacija, koje se deSavaju nakon zamesa, posledica je Ostwald-ovog zrenja (porast
vecih pora na ustrb manjih, koje imaju vec¢u povrsinsku energiju, a time i ve¢u Gibbs-
ovu energiju $to povecava teznju molekula na povrsini pore da difunduju i spoje se sa
vecom porom) i koalescencije pora usled pucanja medupovrsinskog filma (Hayman i
sar., 1998a). Stabilnost pora zavisi prvenstveno od mehanickih i strukturnih osobina
medupovrsinskog filma (opni) koji razdvaja pore (Scanlon i Zghal, 2001). Mehanicke
osobine opni, a time i formiranje i zadrzavanje mehurova gasa zavisi od molekulske
mase i raspodele molekulske mase glutena (Hussain i Lukow, 1997). Medutim, i skrobne
granule imaju vaznu ulogu u formiranju ¢vrste faze sredine hleba. U tek zameSenom
testu skrobne granule uklopljene su u proteinski matriks (Rojas i sar., 2000). Skrobne
granule, ¢iji je pre¢nik vecdi od debljine opne koja okruzuje poru, teze da destabilisu
zidove pora (van Vliet i sar., 1992) i time olakSavaju koalescenciju pora tokom pecenja
(Hayman i sar., 1998b). Nasuprot tome, male granule skroba (B granule) teze da
stabilizuju zidove pora, tako da hlebovi pripremljeni od psSeni¢nog brasna sa malim
granulama imaju finu strukturu pora (Hayman i sar., 1998b). Tokom pecenja integritet
pojedinih granula skroba biva narusen usled Zzelatinizacije, dok pojedine granule,
posebno manje, ostaju ocuvane. lako zidove pora ¢ini dvojna mreza proteina i
zelatiniziranih granula, skrobna komponenta je ta koja primarno odreduje strukturu
sredine hleba (Liu i Scanlon, 2003). Tokom pecenja formira se sunderasta struktura
sredine hleba transformacijom pora u testu u mrezu delimi¢no povezanih pora (Cilliers i
Sadr-kazemi, 1999). Struktura pora i zidova pora na makro- i mikro-molekularnom
nivou (Liu i Scanlon, 2003) prikazana je na slici 11.

Struktura sredine hleba ocenjuje se vizuelno od strane treniranih senzorskih ocenjivaca
(Liu i Scanlon, 2003) ili digitalnom analizom slike sredine hleba (Dapc¢evi¢ Hadnadev i

sar., 2013a).
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Slika 11. Makro- i mikro-molekularna struktura sredine hleba (preuzeto iz Liu i

Scanlon, 2003)

U smislu prihvatljivosti od strane potro$aca i struktura i mehanicke osobine sredine
hleba imaju vaznu ulogu. Naime, hleb bi trebalo da ima pore ¢iji su zidovi $to tanji, a da
pri tom budu dovoljno jaki da mogu da se oporave nakon pretrpljene deformacije kao
Sto je pritisak (Cauvain i sar., 1999). Na izgled strukture i teksturu sredine hleba, osim
sirovinskog sastava i procesnih parametara, uti¢u i promene tokom starenja hleba (Liu i
Scanlon, 2003).

Pojam starenje hleba odnosi se na sve fizicke i hemijske promene koje se desavaju u
proizvodu nakon pecenja. Starenje hleba ¢ini proizvod manje prihvatljivim od strane
potrosaca (Koksel, 2009; Pateras, 2007), a ovaj fenomen uti¢e i na velike ekonomske
gubitke pekarske industrije (Maarel i sar., 2002). Prema Stampfli i Nerste (1995) i Pateras
(2007) potrosaci povezuju starenje sa nekim tipi¢nim senzorskim promenama kao $to su
gubitak arome, prelazak kore iz hrskave u zilavu i meku, povecanje ¢vrstoce i
mrvljivosti sredine hleba i smanjenje vlaznosti sredine hleba. Porast ¢vrstoce sredine
hleba je jedna od promena koja se najc¢esce koristi za pracenje njegovog starenja
(Dapcevi¢ Hadnadev i sar., 2013a). Ostale promene, kao $to su gubitak arome, smanjenje
modi upijanja vode, koli¢ina rastvorljivog skroba i njegova podloZnost enzimima, porast
kristali¢nosti i mutnoce skrobnog gela i promene u profilu difrakcije X-zracima takode
se mogu iskoristiti za pracenje starenja proizvoda koji sadrze skrob (D’Appolonia i

Morad, 1981).
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Starenje hleba je kompleksan proces i uglavnom se sastoji od dva osnovna potprocesa:
1) migracije vlage iz sredine ka kori hleba i 2) o¢vrs¢avanja zidova pora sredine hleba
kao posledice retrogradacije skroba.

Tokom skladistenja kora hleba, koja inicijalno ima oko 12% vlage, apsorbuje vlagu iz
unutrasnjosti sredine, ¢iji je inicijalni sadrZaj vlage oko 45%. Prema Czuchajowska i
Pomeranz (1989) u periodu od 100 h skladistenja sadrZaj vode u kori poraste od 12 do
28%, dok se u sredini hleba smanji od 45 do 43,5%. Medutim, u zoni ispod kore
promena vlage sredine iznosi od 45 do 32%.

Medutim, ¢ak i da nema gubitka vlage, hleb bi stario. Razlog tome je fenomen
retrogradacije. Naime, kada se Zelatinizirani skrob nade u okolini u kojoj je temperatura
niza od temperature Zelatinizacije, deSavaju se dva kineticki razli¢ita procesa: 1) prvo
dolazi do asocijacije molekula amiloze u uredeniju strukturu povezivanjem lanaca
vodoni¢nim vezama, a zatim 2) kratki lanci amilopektina rekristaliSu pri ¢emu je taj
proces znatno sporiji od retrogradacije amiloze (Ledn i sar., 1997). Prema modelu datom
od strane Schoch i French (1947) brza asocijacija amiloze u hlebu uti¢e na pocetnu
¢vrstocu, ali nema dalju ulogu u povecanju ¢vrstoce sredine. Nasuprot tome, povecanje
¢vrstoce posledica je promena u orijentaciji bo¢nih lanaca amilopektina. U svezem hlebu
bo¢ni lanci amilopektina su u sklupcanoj konformaciji, sa ogranic¢enim sadrzajem
dostupne vode. Ti lanci postepeno agregiraju, opruzaju se jedan u odnosu na drugi i
povezuju se intra-molekulskim vezama, $to uti¢e na povecdanje ¢vrstoce sredine hleba
(Pateras, 2007).

U cilju usporavanja procesa starenja u formulaciju za pripremu testa dodaju se
emulgatori, Seceri, biljne masti, enzimi i hidrokoloidi. U najnovijoj literaturi sve cesce se
kao poboljsivac¢i koriste modifikovani skrobovi. Uticaj razli¢itih vrsta hemijski

modifikovanih skrobova na kvalitet hleba dat je u tabeli 4.

Tabela 4. Pregled uticaja hemijski modifikovanih skrobova na kvalitet hleba

Vrsta modifikovanog skroba  Vrsta uzorka Uticaj Literatura

Hidroksipropilskrob iz tapioke  Hleb od Smanjuje specifi¢nu Miyazaki i

+ glutensko brasno pseni¢nog brasna zapreminu hleba sar. (2005a,
2005b, 2008)

Smanjuje tvrdoc¢u sredine
hleba

Pokazuje nizu entalpiju
retrogradacije
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Fosfatiran umreZeni skrob iz Hleb od Smanjuje specifi¢énu Miyazaki i
tapioke + glutensko brasno pSeni¢nog brasna zapreminu hleba sar. (2005a,
Povecava tvrdocu sredine 2005b, 2008)
hleba
Ubrzava retrogradaciju
Acetilovan skrob iz tapioke + Hleb od Smanjuje specifi¢énu Miyazaki i
glutensko brasno pSeni¢nog brasna zapreminu hleba sar. (2005a,
" oL 2005b, 2008)
Neznatno uti¢e na inicijalnu
tvrdoc¢u sredine hleba
Ubrzava retrogradaciju
UmreZen skrob iz Hleb od Povecava zapreminu hleba  Hung i
krompira+glutensko brasno pSeni¢nog brasna Smanjuje tvrdoéu sredine Morita
(2004)
hleba
Hidroksipropilskrob iz pSenice  Model sistem Smanjuje zapreminu hleba  Goesaert i
hleba C . sar. (2008)
_ Smanjuje inicijalnu tvrdoéu
(gluten/skrob = . S
16/84) sredine hleba, ali ne i
kinetiku povecanja tvrdoce
Povecava veli¢inu pora
sredine hleba
UmreZzen skrob iz pSenice Model sistem Ne uti¢e na zapreminu Goesaert i
hleba hleba sar. (2008)

ggg}lgzn/ skrob = Povecava tvrdoc¢u sredine
) hleba
Ne utice na strukturu
sredine hleba
Acetilovan diskrob adipat Bezglutenski Povecava specificnu Ziobro i sar.
hleb zapreminu hleba (2012)
Smanjuje veli¢inu pora
sredine hleba
Smanjuje tvrdocu sredine
hleba odredenu nakon 2. i
3. dana
Hidroksipropildiskrobfosfat Bezglutenski Povecava specificnu Zjobro i sar.
hleb zapreminu hleba (2012)

Smanjuje veli¢inu pora
sredine hleba

U najvecoj koncentraciji
(15%) smanjuje tvrdocu
sredine hleba odredenu
nakon 2. i 3. dana
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Dekstrin Hleb od
pSeni¢nog brasna

Smanjuju specifi¢nu Miyazaki i
zapreminu hleba. sar. (2004)

Povecavaju tvrdocu sredine
hleba pri visim
koncentracijama.

Dekstrini sa DE 3-11
povecavaju vrednost
entalpije retrogradacije, dok
sa DE 19-40 smanjuju
entalpiju retrogradacije.

Kao metodi za pracenje starenja hleba koriste se termalna analiza, naj¢esce diferencijalna

skenirajuca kalorimetrija - DSC, kao i metod pracenja promena ¢vrstoée sredine hleba

(Hallberg i Chinachoti, 2002). S obzirom da je skrobna komponenta odgovorna za

starenje hleba, postoje brojni metodi za pracenje retrogradacije skroba koji su sumirani u

preglednom radu Abd Karim i sar. (2000).
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Materijal i metodi

4.1. Materijal

PSeni¢no brasno koris¢eno u disertaciji dobijeno je od Fidelinka a.d. Subotica i njegove
karakteristike bile su sledece: sadrzaj vode 12,9%, proteina 11,9% (izraZeno na s.m.),
pepela 0,73% (izraZzeno na s.m.), vlaznog glutena 24,7% i skroba 85,3% (izrazeno na
s.m.).

Karakteristike tri komercijalno dostupna OSA skroba, poreklom iz voskastog kukuruza,

proizvodaca Cargill, Francuska navedene su u tabeli 5.

Tabela 5. Komercijalni OSA skrobovi

Naziv Komercijalni naziv Naziv koriséen u Sadrzaj
disertaciji vode (%)

Skrob-natrijum-oktenilsukcinat C*EmTex 06328 OSA-ST 11,50

Prezelatinizirani skrob-natrijum- C*EmTex 12688 Pregel OSA-ST 8,88

oktenilsukcinat

Hidrolizovani skrob-natrijum- C*EmCap 12633 Hydrol OSA-ST 8,26

oktenilsukcinat su$en u spreju

Ostali sastojci koris¢eni u ovoj disertaciji bili su: kuhinjska so (So produkt, Srbija),
kvasac (Kvas d.o.o., Hrvatska) i jestivo rafinisano ulje od kikirikija (Olitalia, Italija) koji
su nabavljeni u lokalnom supermarketu. Kao konzervans u pojedinim sistemima

korigéen je natrijum-azid (Lachema, Cegka).
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4.2. Frakcionisanje brasna

U cilju ispitivanja interakcija OSA skrobova sa pojedinacnim komponentama brasna,
kao i sprovodenja eksperimenata na model sistemima testa, izvrSeno je frakcionisanje

brasna na dve osnovne komponente: skrob i gluten, prema Semi datoj na slici 12.

mesenje i

BRASNO + VODA — odmaranje

A\

ispiranje (rastvor
NacCl)

v

separacija i
prosejavanje @ —>
suspenzije skroba

—> suSenje glutena —> GLUTEN

centrifugiranje

suspenzije skroba —> SKROB

Slika 12. Sema frakcionisanja bragna na gluten i skrob

Osobine tako dobijenih komponenti bile su sledece:
» nativnog glutenskog brasna - sadrzaj vode 10,0%, proteina 87,7% (izraZzeno na
s.m.), skroba 12,1% (izrazeno na s.m.), kapacitet vezivanja vode 2,2 g/g
» pSeni¢nog skroba - sadrzaj vode 13,6%, proteina 0,35% (izraZeno na s.m.), skroba

98,6% (izrazeno na s.m.), viskozitet 8% gela 250 AJ.

4.3. Priprema model sistema
4.3.1. Priprema model sistema nativno glutensko brasno - OSA skrob

Model sistemi nativno glutensko brasno - OSA skrob pripremani su u odnosu 90/10,
80/20 i 70/30 (racunato na masu suvog uzorka). Kao kontrolni uzorci koriséeni su:
nativnho glutensko brasno bez dodatka OSA skrobova, kao i glutensko brasno sa
dodatkom 10, 20 i 30% pSeni¢nog skroba. Priprema hidratisanog glutena, kao i me$avina

gluten-skrob, vréena je u mesilici miksolaba, prema postupku datom u tabeli 6.
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Tabela 6. Vrednosti parametara miksolab mesilice koris¢enih za pripremu model
sistema gluten/OSA skrob

Podeseni parametri Vrednosti
Masa testa 75g

Mo¢ upijanja vode 90%
Vlaga sistema 14%
Brzina mesenja 80 o/min
Temperatura mesilice 30 °C
Vreme meSenja 15 min

Tako pripremljene hidratisane mesavine, ostavljane su da odstoje 1 h u plasti¢noj posudi
u termostatu na 30 °C, kako bi pre izvodenja reoloskih ispitivanja doslo do relaksacije

uzorka usled stresa unetog prilikom mesenja.

4.3.2. Priprema model sistema p$eni¢ni skrob - OSA skrob

Uticaj dodatka OSA skrobova na osobine pSeni¢nog skroba pracen je pripremanjem 1, 4
i 8% gelova u kojima je 0, 10 i 20% pSeni¢nog skroba zamenjeno OSA skrobovima.
Ispitivanja sa vedim procentom zamene nisu prikazana jer je u slucaju dodatka Hydrol
OSA-ST dolazilo do prevelikog slabljenja strukture gela Sto je onemogucavalo
sprovodenje pojedinih analiza.

Skrobni gelovi (za odredivanje reoloskih svojstava, teksture i kinetike sinerezisa)
pripremani su u Brabenderovom amilografu (Brabender, Nemacka), zagrevanjem 4 ili
8% (rac¢unato na masu osu$enog uzorka) suspenzije skroba i mesavina skroba sa OSA
skrobovima. Suspenzije su zagrevane od 30 do 95 °C brzinom od 1,5 °C/min, a zatim
zadrzavane na 95 °C jo$ 15 min. Tako pripremljene paste razlivene su u posudice
pre¢nika 40 mm, hladene na sobnu temperaturu, zatvarane i ¢uvane na 4 °C. Kako bi se
uzorci sacuvali od mikrobioloskog kvarenja pri pripremi im je dodavan natrijum-azid u
koli¢ini od 0,02%. Pre testiranja uzorci su temperirani na sobnu temperaturu u trajanju

od1,5h.

4.3.3. Priprema model sistema testo - OSA skrob

Model brasna koji je sluZio kao kontrolni uzorak pripreman je mesanjem 16,5% nativnog
glutenskog brasna i 83,5% pseni¢nog skroba. Uticaj OSA skrobova pracen je tako sto je

deo peni¢nog skroba (2,5; 51 10%) zamenjen OSA skrobom.
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Testo, od tako dobijenih model sistema brasna, zameseno je u mesilici miksolaba, prema
postupku datom u tabeli 7, posto je prethodnim ispitivanjima zaklju¢eno da se pri tom
odnosu koli¢ina vode u sistemu/vreme mesenja postize konzistencija od 1,1+0,05 Nm

Sto odgovara optimalnoj konzistenciji testa.

Tabela 7. Vrednosti parametara miksolab mesilice koris¢enih za pripremu testa od
model sistema brasna

Podeseni parametri Vrednosti

Masa testa 75g

Mo¢ upijanja vode 50%*

Vlaga sistema 14%

Brzina mesenja 80 o/min

Temperatura mesilice 30 °C

Maksimalno vreme mesenja 15 min

Optimalno vreme mesenja Do postizanja konzistencije 1,1+0,05 Nm

*Vrednost od 50% izabrana je kako bi se rezultati dobijeni na model sistemima mogli uporediti sa
rezultatima dobijenim na realnim sistemima pripremanim na konstantnu hidrataciju (poglavlje 4.4.1.)

Nakon zamesa, testo je ostavljano da odstoji 10 min u plasti¢noj posudi u termostatu na
30 °C, kako bi pre izvodenja reoloskih ispitivanja doslo do relaksacije uzorka usled

stresa unetog prilikom mesenja.

4.4. Priprema realnih sistema
4.4.1. Priprema testa od psSeniénog brasna sa dodatkom OSA skroba

Nakon ispitivanja ponasanja OSA skrobova u model sistemima i interakcija sa osnovnim
komponentama brasna, pristupilo se ispitivanju uticaja OSA skrobova na reoloske
osobine i strukturu testa pripremljenog od pSeni¢nog brasna u kojem je 2,5; 5 i 10%
brasna bilo zamenjeno OSA skrobom. Za potrebe fundamentalnih reolosgkih ispitivanja
testo je pripremano na dva nacina: na konstantnu hidrataciju (u mesilici alveografa) i na
konstantnu konzistenciju (u mesilici miksolaba) (tabela 8).

Nakon zamesa, testo je ostavljano da odstoji 10 min u plasti¢noj posudi u termostatu na
30 °C, kako bi pre izvodenja reoloskih ispitivanja doslo do relaksacije uzorka usled

stresa unetog prilikom mesSenja.
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Tabela 8. Priprema testa za fundamentalna reoloska ispitivanja

Brasno ili brasno + OSA skrob

Vrednosti parametara u mesilici miksolaba Vrednosti parametara u mesilici alveografa
Masa testa: 75 g Masa brasna: 250 g

Mo¢ upijanja vode: optimalna Mo¢ upijanja vode: konstantna - 50%*
Temperatura mesilice: 30 °C Temperatura mesilice: 24 °C

Vreme mesenja: do postizanja Vreme mesenja: 8 min

maksimuma konzistencije od 1,1+0,06 Nm

*Prema metodi ICC 121 (ICC Standards, 2011) mo¢ upijanja vode prilikom pripreme testa u alveografskoj
mesilici je fiksirana na 50%

4.4.2. Priprema testa za probno pecéenje

Sirovinski sastav testa: 300 g pSeni¢nog brasna ili 300 g mesavine pSeni¢nog brasna i
OSA skroba (brasno je zamenjeno sa 2,5; 5 ili 10% OSA skroba) korigovano na 14%
vlage, 2,5% svezeg kvasca i 2% soli ra¢unato na ukupnu masu brasna i vode koja je
potrebna da se dostigne konzistencija od 500 FJ.

Testo je meseno u 300 g farinografskoj mesilici do postizanja maksimuma konzistencije
(500 FJ) plus 1 min, kako bi se dobro homogenizovalo. UmeSeno testo preneto je u
plasticnu posudu, oblikovano u loptu i stavljeno u termostat temperature 30 °C da
fermentise 60 min, uz premesivanje nakon 45 min. Nakon fermentacije u masi testo je
podeljeno na cetiri komada 4x100g, ru¢no oblikovano i stavljeno u kalupe (90x60 mm
gornja povrsina, 80x50 mm dno i 50 mm visina kalupa) koji su preneti u termostat za
zavrsnu fermentaciju. Uslovi zavrsne fermentacije bili su: 35 °C, relativna vlaga vazduha
85%, optimalno vreme fermentacije (do momenta kada udubljenje nastalo prilikom
blagog utiskivanja prsta u testo ostaje). Hleb je pecen u laboratorijskoj pe¢i MIWE (Miwe
condo, Nemacka) uz doziranje pare, na 225 °C do gubitka mase od 9%. Nakon pecenja
hlebovi su hladeni na sobnu temperaturu u toku 2 h, pakovani u polietilenske kese i

¢uvani u termostatu na 23 °C kako bi se pratile promene tokom starenja.

4.5. Fundamentalni reoloski testovi

Reoloska svojstva sistema ispitana su uz pomo¢ reometra HAAKE Mars (Thermo
Scientific, Nemacka). Vrsene su sledece vrste testova: a) odredivanje krivih proticanja; b)
dinamicki oscilatorni testovi; ) test puzanja i oporavka; d) "temperature sweep" test i e)

pracenje promene viskoziteta tokom Zelatinizacije i retrogradacije.
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Krive proticanja odredene su histerezisnim postupkom koji je podrazumevao pracenje
promene napona smicanja (1) sa povecanjem brzine smicanja (y) od 0 do 200 s?,
zadrzavanje na 200 s, a zatim smanjenje do 0 s, pri ¢emu je svaki od koraka trajao 120
s. Ova vrsta reoloskog testa koris¢ena je za sledece sisteme:
> 5% suspenzija OSA skrobova: Za viskozne uzorke koriS¢ena je merna
geometrija cilindar Z20 DIN, dok je za slabo viskozne uzorke koriS¢en pribor
DGA41 (cilindri sa dvostrukim zazorom). Ispitivanja su vrsena u tri ponavljanja na
30x0,1 °C.
> Model sistem psSenic¢ni skrob-OSA skrob (4% paste): Koris¢ena je merna
geometrija cilindar Z20 DIN. Merenja su vrSena na temperaturi 23+0,1 °C, u tri
ponavljanja, nakon 1 i 7 dana skladistenja. Dobijene krive proticanja fitovane su

Herschel-Bulkley-evim modelom:

T=10+Ky" 1)

gde su: 1o - prinosni napon (Pa), K - koeficijent konzistencije (Pa s), n - indeks

proticanja.
Dinamicki oscilatorni testovi: "Stress sweep" test upotrebljen je kao preliminarni test za
odredivanje linearnog viskoelasticnog regiona. Ovaj test podrazumeva variranje
amplitude napona smicanja pri konstantnoj frekvenciji (Steffe, 1996). Koris¢ena je merna
geometrija nazubljena ploca/ploca PP35S (pre¢nika 35 mm) kako bi se sprecilo
proklizavanje uzorka. Uzorak je komprimovan brzinom od 0,3 mm/min tako da je
razmak izmedu ploc¢a bio 1,5 mm, pri ¢emu je visak uzorka odstranjen, a na izloZene
ivice naneto je parafinsko ulje u cilju spre¢avanja gubitka vlage u toku merenja. Nakon
toga, uzorak je ostavljen 10 min kako bi doslo do relaksacija uzorka usled stresa unetog
spustanjem gornje ploce. Promena elasti¢nog (G') i viskoznog (G") modula pracena je u
rasponu nhapona smicanja od 0,1 do 1000 Pa, pri frekvenciji od 1 Hz. Vrednost napona
smicanja koja je bila u linearnom viskoelasticnom regionu, odnosno u oblasti gde ne
dolazi do promena G” i G” sa promenom amplitude oscilovanja, koris¢ena je za
izvodenje "frequency sweep" testa u rasponu frekvencija od 0,1 do 10 Hz. Ovom vrstom

reologkih testova okarakterisani su slededi sistemi:
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> Model sistem nativno glutensko brasno - OSA skrob: Kod ovih sistema
vrednost napona smicanja u linearnom viskoelastic(nom regionu bila je 5 Pa.
Merenja su vrsena u tri ponavljanja, na temperaturi od 30+ 0,1 °C.

> Model sistem pSeni¢ni skrob - OSA skrob: Za dinamicke oscilatorne testove
koriSceni su 8% geli koji su seceni Zicom na debljinu od 2 mm i paZljivo stavljani
na donju plo¢u. Kao zastita od isusSivanja tokom merenja, umesto parafinskog
ulja, na ovu vrstu uzoraka postavljen je teflonski poklopac (solvent trap).
"Frequency sweep" test sproveden je pri naponu smicanja od 10 Pa koji je bio u
linearnom viskoelasti¢cnom regionu. Oba merenja vrsena su u tri ponavljanja, na
temperaturi od 23+0,1 °C, nakon 1 i 7 dana skladistenja.

»> Model i realni sistemi testo - OSA skrob: Za razliku od prethodna dva sistema
uzorak je komprimovan do zazora izmedu ploca od 1 mm. "Stress sweep" test
izvoden je u rasponu napona smicanja od 1 do 700 Pa, pri frekvenciji od 1 Hz, a
"frequency sweep" pri naponu od 2 Pa ¢ija je vrednost bila u linearnom
viskoelasticnom regionu. Merenja su vrSena u tri ponavljanja, na temperaturi od
30+ 0,1 °C.

Rezultati "frequency sweep" testa, tj. zavisnost modula od frekvencije (logaritamski

prikaz) modelovani su jednac¢inom stepenog zakona:
6= K'f" ©

G =K'fr 3)

gde su K' i K" - koeficijenti koji odgovaraju vrednosti modula G', odnosno G" na 1 Hz

(Peressini i sar., 2000), a n' i n" - koeficijenti koji predstavljaju nagib krive
(Sivaramakrishnan i sar., 2004).

Test puzanja i oporavka (eng. "creep-recovery") sastojao se od faze puzanja u toku koje je
na uzorak primenjena vrednost napona smicanja u linearnom viskoelasti¢cnom regionu u
trajanju od 300 s i faze oporavka gde je pracen oporavak uzorka nakon uklanjanja
napona smicanja (t = 0 Pa) tokom 900 s. Test puzanja i oporavka sprovoden je na istom

uzorku kao i "frequency sweep" test, posto je "frequency sweep" nedestruktivan test koji

podrazumeva primenu malih deformacija koje ne ostec¢uju strukturu uzorka (Edwards i
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sar., 1999). Sva merenja su vrSena u tri ponavljanja na temperaturi od 30+0,1 °C. Test je
primenjen na uzorcima:
> Model i realni sistemi testo - OSA skrob: pri ¢emu je vrednost napona
smicanja u fazi puzanja kod model sistema iznosila 15 Pa, a kod realnih sistema 7
Pa
Krive puzanja i oporavka, tj. zavisnost deformacije (y) od vremena, ili popustljivosti
materijala (J) od vremena, pri ¢emu se popustljivost izrazava kao | = y/1, gde je y
deformacija, a T primenjena vrednost napona tokom faze puzanja, fitovane su Burgers-

ovim modelom. Dok se za fazu puzanja koristila jednacina:

J(@®) = Jo + Jm - (1 = exp(=t/2)) + t/no (4)

za opisivanje faze oporavka koristila se jednacina:

](t) =Jmax —Jo—Jm (1 — exp(—t//l)) (5)

gde je: Jo - trenutna (pocetna) popustljivost materijala (Pa?l), . - viskoelasti¢na
popustljivost (Pa?), Juu - maksimalni iznos popustljivosti u fazi puzanja (Pa?l), A -
srednja vrednost vremena oporavka sistema (s), 770 - njutnovski viskozitet (Pas). Deo
krive koja opisuje oporavak sistema moze se opisati i slede¢im parametrima: J,/Jmax -
udeo elasticne komponente (odnosi se na deo strukture koja se oporavila nakon
prestanka delovanja napona) (%) i J/Jma — udeo viskozne komponente (odnosi se na deo
strukture koja se nije oporavila nakon prestanka delovanja napona (%), tj. izgubljeni
iznos deformacije) (Lazaridou i sar., 2007; Nasser i James, 2008).

Sematski prikaz znacenja parametara dat je na krivoj puzanja i oporavka (slika 13).
"Temperature sweep" test je podrazumevao promenu temperature od 30 do 90 °C,
brzinom od 6 °C/min, pri naponu smicanja od 5 Pa i frekvenciji od 1 Hz, a zatim
vra¢anje na temperaturu od 30 °C pri istim uslovima. Sva merenja su vrSena u tri
ponavljanja. Test je sproveden na model sistemima nativno glutensko brasno - OSA

skrob na istom uzorku kao i "frequency sweep" test.
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A

J (Pa™) |napon=konstantan napon =0

Slika 13. Sematski prikaz krive puzanja i oporavka sa prikazom vrednosti parametara
modela (jednacina 4) (preuzeto iz Dapcevi¢ Hadnadev i sar., 2013b)

Pradenje promene viskoziteta tokom Zelatinizacije i retrogradacije vrseno je uz pomo¢
sledec¢eg pribora: posude cilindra Z43S koja je bila nazubljena kako bi se sprecilo
proklizavanje u toku merenja i propelerskog rotora FL2B (slika 14) specijalno
konstruisanog za skrobne suspenzije, sa prorezima koji poboljSavaju meSanje i

sprecavaju taloZenje na dnu posude.

Slika 14. Propelerski rotor FL2B

Ovim testom ispitivane su 8% suspenzije (ra¢unato na masu osuSenog uzorka) OSA
skroba, pseni¢nog skroba i model sistema pSeni¢ni skrob/OSA skrob (poglavlje 4.3.2.)
pri ¢emu je koli¢ina dodate destilovane vode bila 60 ml. Suspenzije su temperirane na 50
°C u trajanju od 3 min, a zatim zagrevane do 95 °C brzinom od 1,5 °C/min, nakon ¢ega

je temperatura odrzavana konstantnom (95 °C) u toku 15 min, da bi ponovo bila
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spustena na 50 °C brzinom od 1,5 °C/min i odrzavana na 50 °C u toku 15 min. Brzina
smicanja propelera u toku merenja bila je 6 s1. Kako bi se sprecilo isparavanje vode u
toku merenja, koriS¢ena je zastita od isparavanja ('solvent trap" za Z40 geometriju).

Merenja su vr$ena u tri ponavljanja.

120
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Slika 15. Promena viskoziteta suspenzije skroba sa temperaturom

Dobijena je kriva promene viskoziteta u funkciji vremena i temperature (slika 15) sa koje
su ocitani slede¢i parametri: T, - temperatura pocetka Zelatinizacije (°C), tj. temperatura
u trenutku porasta viskoziteta usled pocetka bubrenja skrobnih granula; PV -
maksimalna vrednost viskoziteta (Pas), tj. viskozitet suspenzije pri kojem je veéina
granula dostigla maksimum bubrenja; HPV - minimalna vrednost viskoziteta nakon
faze zagrevanja (Pas), koja se oznacava kao stabilnost ili viskozitet tople paste (eng. "hot
paste stability/hot paste viscosity/holding strength/trough viscosity") (Aishat i sar., 2007;
Thomas i Atwell, 1999; Sandhu i Singh, 2007), a koristi se za izracunavanje iznosa
razru$avanja. Iznos razruSavanja (Pas) (eng. "breakdown") (Thomas i Atwell, 1999)
jednak je razlici PV-HPV; dok je CPV - maksimalna vrednost viskoziteta u fazi hladenja
(Pas), krajnji viskozitet ili viskozitet hladne paste (eng. "cold/final paste viscosity") (Aishat
i sar., 2007) koji se koristi za izra¢unavanje iznosa retrogradacije. Iznos retrogradacije

(Pas) (eng. setback) (Thomas i Atwell, 1999) predstavlja razliku izmedu viskoziteta
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hladne i tople paste (CPV-HPV). Pored iznosa retrogradacije izra¢unat je i totalni iznos

retrogradacije (Pas) kao CPV-PV.

4.6. Empirijski reoloski testovi
4.6.1. Odredivanje termo-mehani¢kih osobina testa primenom miksolaba

Reolosko ponasanje testa sa dodatkom OSA skrobova tokom meSenja i zagrevanja
praceno je pomoc¢u miksolaba (Chopin Technologies, Francuska), primenom "Chopin+"
protokola prema ICC 173 (ICC Standards, 2011), u tri ponavljanja, pri ¢emu su praceni
slede¢i parametri krive (slika 16): MUV - mo¢ upijanja vode (%); CI - inicijalna
maksimalna konzistencija (Nm) koja sluzi za odredivanje mo¢i upijanja vode; vreme
razvoja (min); stabilitet testa (min); C2 - minimalna vrednost torzije na pocetku
zagrevanja (Nm); C3 - maksimalna vrednost (pik) torzije u fazi zagrevanja (Nm);
stabilnost skrobne paste, tj. odnos minimuma torzije nakon perioda zagrevanja (C4) i
maksimuma torzije u fazi zagrevanja (C3), C4/C3; i iznos retrogradacije tj. razlika
izmedu maksimuma torzije nakon perioda hladenja na 50 °C (C)) i torzije u tacki (C4),

C5-C4 (Nm).
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Slika 16. Prikaz parametara miksolab krive
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4.6.2. Odredivanje alveografskih pokazatelja kvaliteta testa

Jacina i rastegljivost testa sa dodatkom OSA skrobova pracena je primenom alveografa
(Chopin Technologies, Francuska), prema metodu opisanom u ICC 121 (ICC Standards,
2011) u tri ponavljanja. Pri tom su praceni slede¢i parametri krive (slika 17): W - rad
deformacije (10 J); P - Zilavost testa (mm H>O), tj. maksimalni pritisak potreban za

deformaciju uzorka; L - rastegljivost testa (mm), tj. duzina krive; odnos P/L.

A
Y

Slika 17. Prikaz parametara alveografske krive

4.6.3. Pracenje reoloske promene testa i produkcije gasa tokom fermentacije

Uz pomo¢ reofermentometra pracena je zapremina gasa nastala kao posledica aktivnosti
kvasca, kao i reolosko ponasanje testa u toku fermentacije. Testo za reofermentometar
pripremano je isto kao i testo za probno pecenje (poglavlje 4.4.2). Nakon toga, 315 g testa
stavljeno je u posudu reofermentometra podesenu na 30 °C, i optereceno tegovima
ukupne mase 2000 g. Posuda je ¢vrsto zatvorena, a rezultati praceni tokom 180 min, u
dva ponavljanja.

Dobijene su krive koje imaju izgled predstavljen na slici 18.

Iz krive razvoja testa dobijeni su parametri: Hm - maksimalni razvoj testa (%); %H =
(Hm-h)/Hm - pad visine testa u periodu od momenta postizanja maksimuma (Hm) do
momenta zavrSetka fermentacije (h) (%); T1 - vreme postizanja maksimalnog razvoja
testa (h); T2 - vreme za koje Hm opadne za 10% (h). Iz krive oslobadanja gasa dobijeni su
parametri: H'm - maksimum krive oslobadanja gasa (mm); T'l - vreme dostizanja
maksimuma krive oslobadanja gasa (h); Tx - vreme pocetka oslobadanja CO: (h); Vcoz -
koli¢ina oslobodenog gasa (ml); koef. retencije CO> (%) - odnos zapremine gasa
zadrZanog u testu (retenciona zapremina) i ukupne zapremine gasa oslobodenog tokom

fermentacije.
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Razvoj testa
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Slika 18. Prikaz parametara i izgleda krivih dobijenih pomocu reofermentometra

4.7. Odredivanje rastvorljivosti, mo¢i bubrenja i kapaciteta vezivanja vode

Rastvorljivost (R), mo¢ bubrenja (MB) i kapacitet vezivanja vode (KVV) granula
psSeni¢nog skroba supstituisanih OSA skrobovima, odredivani su uz pomoé
modifikovanog metoda opisanog od strane Segura-Campos i sar. (2010). Odmereno je
0,3 g (suve materije) skroba (1) u epruvetu za centrifugu i dodato 30 ml vode, tako da
se dobije 1% suspenzija skroba. Uz pomo¢ magnetne mesalice, uz konstantno mesanje,
suspenzija je drzana na temperaturi od 80+0,5 °C u vodenom kupatilu u trajanju od 30
min. Suspenzija je zatim ohladena na sobnu temperaturu, a nakon toga centrifugirana
na 2200 g u trajanju od 15 min. Gornji sloj tecnosti (supernatant) je dekantovan u
prethodno izmerenu posudu, a ostatak koji je ¢inila masa nabubrenih granula izmeren
na analiti¢koj vagi (m2). Dekantovani supernatant susen je u susnici na 105 °C u trajanju
od 4 h, tj. do konstantne mase (m3). Rastvorljivost, mo¢ bubrenja i kapacitet vezivanja

vode izra¢unavani su prema slede¢im jednacinama:

R(w) =™ * 100/ (6)

MB (g/9) = (ms X 100)/m1 X (100 — R) (7)
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KVV (9/9) =""/m, 8)

Sva merenja vrSena su u tri ponavljanja.

4.8. Analiza strukture sistema skeniraju¢om elektronskom mikroskopijom

Strukturne osobine sistema pracene su pomocu skenirajuceg elektronskog mikroskopa
JSM-6460LV (SEM, JEOL Ltd., Japan) na 25 kV. Praskasti uzorci direktno su fiksirani na
aluminijumski nosa¢ dok su uzorci testa pre posmatranja pripremani tako sto su mali
komadi potapani u 3% rastvor glutaraldehida u trajanju od 2 h, a zatim dehidrirani u
seriji rastvora acetona (25, 50, 75, 80 i 100%) sukcesivnim potapanjem uzorka 20 min u
svakom od rastvora. Na kraju su prebaceni u 100% rastvor acetona iz koga je vrseno
superkriti¢no susenje pomoc¢u CPD 030 BAL-TEC Critical Point Dryer (BAL-TEC AG,
Lihtenstajn). Tako pripremljeni dehidrirani uzorci testa fiksirani su na aluminijumskim
nosacima i prevuceni tankim slojem zlata rasprSenog po povrsini, nakon cega se
pristupilo posmatranju na elektronskom mikroskopu pri razli¢itim uvecéanjima 500 -

5000x.

4.9. Odredivanje strukture diferencijalnom skenirajuéom kalorimetrijom

Promene u kristalnoj strukturi ¢istih skrobova, kao i meSavina nativnog pSeni¢nog
skroba sa OSA skrobovima, tokom Zelatinizacije i retrogradacije pracene su
diferencijalnom skeniraju¢om kalorimetrijom (DSC) pomoc¢u uredaja Q20 (TA
Instruments, SAD). Kalorimetar je kalibrisan uz pomo¢ standarda indijuma. Pripremane
su suspenzije skroba tako da je odnos skrob:voda bio 1:2, koje su pustane da hidratisu
1,5 h uz konstantno mesanje na magnetnoj mesalici. Uzorci (oko 6 mg suve materije) su
uzimani mikropipetom direktno iz vrtloga homogenisuce suspenzije, odmeravani u
aluminijumske DSC posude i hermetic¢ki zatvarani. Zatim su uzorci zagrevani brzinom
od 10 °C/min u rezimu porasta temperature od 25 do 90 °C. Prazna DSC posuda sluzila
je kao referentna. Nakon toga, Zelatinizirani uzorci ¢uvani su 14 dana na 4 °C, posle ¢ega
se pristupilo pracenju krive retrogradacije zagrevanjem uzoraka u istom rezimu kao za

Zelatinizaciju. Merenja su vrsena u duplikatu.
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4.10. Odredivanje specificne zapremine hleba

Nakon pecenja (2 h) izmerena je masa hleba, kao i zapremina postupkom istiskivanja
semenki prosa (Kaluderovi¢ i Filipovi¢, 1998). Specifi¢na zapremina (cm?/g) rac¢unata je

kao srednja vrednost odnosa zapremine i mase cetiri hleba.

4.11. Odredivanje boje kore i sredine hleba

Boja kore i sredine hleba odredena je u pet ponavljanja upotrebom kolorimetra Minolta
Chroma Meter CR-400 (Konica Minolta Sensing Inc., Japan) (pre¢nik kontaktne povrsine
8 mm). Boja je odredena 2 h nakon pecenja. Pre merenja izvrSena je kalibracija
standardom bele boje. Rezultati su prezentovani prema CIELab sistemu boja, gde su
koordinate definisane na sledeci nacin: L* je koordinata svetlo¢e boje (gde 0 oznacava
crno, a 100 belo), a* je crveno-zelena koordinata (gde a*+ oznacava crvenu i a*- oznacava
zelenu boju) i b* je Zuto-plava koordinata (gde b*+ oznacava zutu i b*- oznacava plavu).
Na osnovu navedenih parametara izra¢unati su indeks beline (WI) sredine hleba, indeks

tamnjenja (BI) kore hleba i ukupna razlika boje (AE):

WI =100 — J(100 — L)% +a*? + b*? )
BI = [100 - (x — 0,31)]/0,17 (10)
gde je:

x = (a*+1,75-L7)/(5645 L + a* — 3,012 b*) (11)
AE = /(Lo — L2 + (ap — a")? + (bo — b")? (12)

gde Lo, ap i byo predstavljaju parametre boje kontrolnog uzorka. Prema Francis i
Clydesdale (1975) ako je:

» AE <1 -razlika u boji nije uocljiva ljudskim okom;

» 1< AE <3 -razlika u boji nije znacajna za ljudsko oko

» AE >3 - razlika u boji je uocljiva ljudskim okom.
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4.12. Digitalna analiza slike preseka hleba

Digitalna analiza slike sredine hleba izvodena je na uzorcima hleba ¢uvanim 24 h u
kontrolisanim uslovima (hlebovi upakovani u polietilenske kese na temperaturi 23 °C).
Hleb je secen uz pomo¢ elektricnog noza na kriske debljine 10 mm. Dve centralne kriske
od tri razli¢ita uzorka hleba skenirane su na skeneru CanoScan LiDE 100 (Canon Inc.
korporacija) rezolucije 300 dpi. Obrada slike vrSena je u programu Image]

(http:/ /rsbweb.nih.gov/ij/). Deo slike je isecen kako bi se dobilo najve¢e moguce vidno

polje (40x50 mm) i konvertovan u 8-bitnu sliku. Diferencijacija pora od zidova pora
(odredivanje "threshold"-a) vrSena je primenom Otsu algoritma (slika 19) posto se on

pokazao kao objektivan u sluc¢aju preseka hleba (Gonzales-Barron i Butler, 2006).

| 2% 3
i gy
W% ’5“&!3?;4!’:‘-_'3 Pl

Slika 19. Konverzija slike uz pomo¢ Otsu algoritma

Parametri koji su dobijeni digitalnom analizom bili su: broj pora po kvadratnom
centimetru (gustina pora), srednja vrednost povrsine pora (mm?) i odnos povrsine pora i
ukupne povrsine sredine hleba (%). Pod porom se podrazumevala povrsina veca od 0,01
mm?, po$to ova povrsina odgovara cestici pre¢nika 0,1 mm $to je minimalna vrednost

razdaljine koju ljudsko oko moZe da uoci (Archunan, 2004).

4.13. Praéenje promene sadrzaja vlage sredine hleba tokom starenja

Vlaga sredine hleba odredivana je 2, 24 i 72 h nakon pecenja, u tri ponavljanja,
dvofaznim postupkom opisanim u metodu ICC 110/1 (ICC Standards, 2011). Sadrzaj

vlage izrac¢unat je prema sledecoj formuli:
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Ukupni sadrzaj vlage (%) = 100 - (1 — %) (13)

0 2
gde je: mo - pocetna masa uzorka (g), m; - masa uzorka nakon prvog stepena susenja (u
termostatu) (g), m2 - masa samlevenog uzorka osu$enog u prvom stepenu (g), ;3 - masa

uzorka nakon susenja u drugom stepenu (u susnici) (g).

4.14. Praéenje promene teksture sistema tokom starenja

Tekstura sredine hleba i model sistema (8% skrobnih gelova) odredivana je primenom
TPA (Texture Profile Analysis) testa uz pomo¢ teksturometra TA.XT2 Texture Analyser
(Stable Micro Systems, Engleska) opremljenog mernom celijom od 30 kg i mernim
priborom P/75 (aluminijumska plo¢a pre¢nika 75 mm).

Merenja teksture sredine hleba radena su u pet ponavljanja nakon 2, 24 i 72 h na
kriskama (pre¢nika 35 mm i visine 10 mm) uzetim iz sredisnjeg dela hleba.

Skrobni geli, testirani na promenu teksture tokom starenja (1, 2, 3, 5 i 7 dana),
pripremani su tako $to su seceni na valjke visine 10 mm i pre¢nika 30 mm, kako bi bili
manjeg precnika od prec¢nika ploce, Sto je uslov za obavljanje testova kompresije
(Bourne, 2002). Merenja su izvodena u tri ponavljanja.

Podesavanja teksturometra su bila sledeca: brzina kretanja mernog dela pre analize 1
mm/s, a u toku i nakon obavljene analize 5 mm/s i vreme ¢ekanja izmedu prvog i
drugog ciklusa kompresije 5 s. Iznos deformacije kod uzoraka sredine hleba bio je 75%,
dok je kod uzoraka skrobnog gela iznos deformacije bio 40% (kako ne bi doslo do
ostecenja tj. pucanja gela).

Dobijeni TPA profil prikazan je na slici 20.
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Slika 20. Primer TPA profila

Sa TPA profila mogu se ocitati slede¢i parametri: lomljivost (eng. "fracturability") -
vrednost sile pri kojoj dolazi do pucanja materijala, a koja se na profilu uocava kao prvi
znacajan pik (N); ¢vrstoca (eng. "hardness") - maksimalna vrednost sile tokom prve
kompresije (prvog zagriza) (N); kohezivnost (eng. "cohesiveness") - odnos povrsina 211,
koji ukazuje na to koliko dobro proizvod izdrzava drugu deformaciju u odnosu na to
kako se ponasao u toku prve; adhezivnost (eng. "adhesiveness") - vrednost povrsine 3, tj.
rad potreban da se pribor odvoji od uzorka; naknadna elasti¢nost (eng. "springiness") -
visina koju uzorak povrati tokom vremena izmedu kraja prve deformacije i pocetka
druge deformacije; gumastost (eng. "gumminess") - predstavlja proizvod c¢vrstoca x
kohezivnost, koristi se kod poluc¢vrste hrane (N); otpor Zvakanju (zvakljivost) (eng.
"chewiness") - predstavlja proizvod gumastost x naknadna elasti¢nost i koristi se kod
¢vrste hrane (N); inicijalna elasti¢nost (eng. "resilience") - opisuje koliko se dobro uzorak
"bori da povrati svoj prvobitni oblik" (Bourne, 2002, Koksel, 2009). Za opisivanje
teksture sredine hleba koriS¢eni su parametri (¢vrstoca, kohezivnost, naknadna i
inicijalna elasti¢nost, otpor zvakanju) koji su prikladni za takvu vrstu uzorka koji ne

ispoljava pucanje/lomljenje pod dejstvom sile i ne pokazuje adhezivnost.
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Zavisnost ¢vrstoce skrobnog gela od vremena skladistenja modelovana je Avrami-jevom

jednac¢inom (Devesa i Martnez-Anaya, 2003; Jiang i sar., 2005):

_ (Hoo—H¢) _ —kt"
6 = Hach) = e (14)

gde je: 0 - frakcija rekristalizacije koja jo$ treba da se dogodi, Ho, H., H; su ¢vstoce gela
(N) u nultom, beskona¢nom i t vremenu, k je konstanta brzine starenja (dan?) i n je

Avrami-jev eksponent.

4.15. Odredivanje kinetike sinerezisa kao mere starenja sistema

Uzorci za odredivanje sinerezisa (4% skrobne paste) pripremani su u Brabenderovom
amilografu prema proceduri opisanoj u poglavlju 4.3.2. Tako pripremljene paste
razlivene su u epruvete za centrifugu u koli¢ini od 40 ml, hladene na sobnu
temperaturu, zatvarane i ¢uvane na 4 °C u toku 1, 2, 3, 5 i 7 dana. Pre odredivanja
sinerezisa uzorci su temperirani na sobnu temperaturu u trajanju od 1,5 h.

Sinerezis je odredivan u tri ponavljanja kao procenat vode izdvojene nakon

centrifugiranja uzorka na 3000 ob/min, u trajanju od 20 min.

4.16. Statisticka obrada podataka

Sva merenja izvodena su u ponavljanjima i predstavljena u obliku srednje vrednosti.
Analiza varijanse i Tukey-jev test izvedeni su pomocu softvera Statistica 10.0 (Statsoft,

Tulsa, USA). Srednje vrednosti smatrane su znacajno razli¢itim pri vrednosti p < 0,05.
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Rezultati i diskusija

5.1. Struktura i osobine OSA skrobova

Hemijski modifikovani skrobovi, koris¢eni u disertaciji, bili su skrob-natrijum-
oktenilsukcinati (OSA skrobovi) poreklom iz voskastog kukuruza. Karakteristika
skrobova izolovanih iz voskastog kukuruza je da sadrze manje od 1% amiloze (Jane,
2009), te se stoga takvi OSA skrobovi mogu smatrati OSA modifikovanim
amilopektinskim lancima organizovanim u strukturu granule. Ono po ¢emu su se ovi
skrobovi razlikovali bila je dodatna modifikacija izvr$ena na granuli OSA skroba, koja je
uticala na funkcionalne i morfoloske osobine ispitivanih OSA skrobova, $to se moze
uociti na slici 21. Osobine OSA skrobova zavisile su kako od osobina pocetnog nativnog
skroba iz voskastog kukuruza, tako i od osobina nastalih tokom modifikacija izvrsenih

na granuli skroba voskastog kukuruza.

OSA-ST
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Na granulama OSA-ST skroba (slika 2la), osim n-OSA modifikacije, izvrSeno je i
izbeljivanje granule (tretiranjem skroba malim koli¢inama oksidacionog sredstva) uz
pomo¢ natrijum-hipohlorita, sto dovodi do neznatne hemijske modifikacije skroba
(Wurzburg, 2006). Granule OSA-ST skroba bile su nerastvorljive u hladnoj vodi i njihov
integritet bio je oc¢uvan uprkos modifikacijama. Granule su bile nepravilnog oblika,
karakteristi¢nog za skrob iz voskastog kukuruza (Pérez i sar., 2009), veli¢ine 5-15 pm.
Oc¢uvana arhitektura granule mozZe se uociti i na DSC profilu (slika 22) OSA-ST skroba,
prema kojem je vrednost entalpije topljenja kristalne strukture granule iznosila 12,87
J/g. Tokom zagrevanja 8% suspenzije OSA-ST skroba (slika 23) uocava se brz porast
viskoziteta tokom bubrenja granula, uzak opseg viskoziteta pika, izrazen pad
viskoziteta usled razaranje granula i izlaska polimera u okolni rastvor i slab rast
viskoziteta kao posledice ponovne asocijacije polimera, $to su karakteristike skrobova iz

voskastog kukuruza (Thomas i Atwell, 1999).
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Slika 22. DSC profili OSA skrobova

58



Doktorska disertacija Tamara Dapcevi¢ Hadnadev

100 200 100
8% OSA-ST 8% Pregel OSA-ST
150 1804
190 Temperaturni{ 90
160 1 profil
[2]
© 4 480 i 480
g 100 140
< 120
:03 1 470 470
N 50 | 100
2 I\
L A 460 | 4160
£ 1 80
°1 i 150 07 150
T T T T T T 40 T T T T T T
0 1000 2000 3000 4000 5000 6000 0 1000 2000 3000 4000 5000 6000
0,35 100

8% Hydrol OSA-ST

490
0,30

180

n (Pas)

0,25

470

160

Viskozitet
o
S

0,15 150

0 1000 2000 3000 4000 5000 6000

Vreme (s)
Slika 23. Promene viskoziteta 8% suspenzija OSA skrobova sa temperaturom

Kod granula Pregel OSA-ST skroba, osim esterifikacije, izvr$ena je i fizicka modifikacija
prezelatinizovanja susenjem u bubnju, $to je prouzrokovalo razaranje skrobne granule i
uslovilo da su ove granule nepravilnog, plocastog oblika (slika 21b). Granule Hydrol
OSA-ST skroba bile su sfernog oblika (slika 21c) i o¢uvanijeg integriteta u odnosu na
granule Pregel OSA-ST, ali usled bubrenja u toku susenja u spreju, ove granule bile su
oko 6 puta veceg pre¢nika od granula OSA-ST skroba. Narusena kristalna struktura
granula Pregel i Hydrol OSA-ST skrobova registrovana je i pomocu kalorimetra i
viskozimetra (slike 22 i 23), i ovi skrobovi nisu obrazovali pik u toku zagrevanja.

Narusavanjem kristalicnosti granule tehnikama susenja u bubnju i spreju, dobijeni su
skrobovi koji su rastvorljivi u hladnoj vodi, sto je bila posledica amorfnosti strukture
ovih skrobova. Disorganizacija amilopektinskih lanaca Pregel OSA-ST imala je za

posledicu da su granule tog skroba bubrile u hladnoj vodi i obrazovale viskozne gelove.
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Slika 24. Krive proticanja OSA skrobova rastvorljivih u hladnoj vodi
(zbog male vrednosti napona smicanja kriva proticanja Hydrol OSA-ST predstavljena je
i u manjoj razmeri)
Krive proticanja 5% rastvora Pregel i Hydrol OSA-ST skrobova (slika 24) pokazale su da
Pregel OSA-ST ispoljava pseudoplasti¢no proticanje, kao posledicu orijentacije lanaca
amilopektina u polju delovanja sile smicanja. Nasuprot tome, 5% rastvor Hydrol OSA-
ST ponasao se kao tipi¢na njutnovska tec¢nost. Vrednost viskoziteta Hydrol OSA-ST
rastvora bila je znacajno manja od viskoziteta Pregel OSA-ST rastvora. Razlog tome bila
je ¢injenica da je na Hydrol OSA-ST izvrSena i enzimska hidroliza, $to je dovelo do
razgradnje molekula amilopektina i smanjenja prose¢ne molekulske mase ovih OSA

skrobova, a posledi¢no i do smanjenja viskoziteta njihovih rastvora (Wurzburg, 2006).

5.2. Uticaj OSA skrobova na reoloske i strukturne osobine glutena

Kako bi se ispitao uticaj OSA skrobova na promene u strukturi glutena, osim skenirajuce
elektronske mikroskopije, prac¢eno je i reolosko ponasanje glutena primenom testova
malih deformacija, kao $to su dinamicka oscilatorna merenja koja su postala precizna i
neizbezna tehnika u ispitivanju strukturnih i reoloskih osobina psSeni¢nog testa i
proteina, zbog svog karakteristicnog odziva i osetljivosti ¢ak i na male promene u
strukturi sistema (Song i Zheng, 2007).

Rezultati odredivanja uticaja razli¢itih vrsta i koncentracija OSA i nativnog skroba na
promene elasti¢nog i viskoznog modula sa amplitudom napona smicanja prikazani su u

tabeli 9.
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Tabela 9. Vrednosti parametara "stress sweep" testa za model sistem gluten/skrob

Kontrolni (gluten) 380e 3038cdef 1482de 0,488de
PSeni¢ni skrob

10% 144¢ 374218 1620¢f 0,434abc
20% 55b 2656bcde 1198be 0,452¢de
30% 212 229(0abed 1055P 0,460cde
OSA-ST

10% 2344 44228 780¢ 0,4032>
20% 2344 3391 ef 1473de 0,434abc
30% 2344 46368 1812f 0,392a
Pregel OSA-ST

10% 380e 3130def 1400¢de 0,448bcd
20% 380e 2554bede 1172be 0,459¢de
30% 380e 2162abe 10092p 0,466¢de
Hydrol OSA-ST

10% 2344 2804bede 1361 0,486d
20% 2344 20650 1012ab 0,490de
30% 144¢ 15922 7902 0,496

Rezultati predstavljaju srednju vrednost tri ponavljanja; vrednosti oznacene istim malim slovom
u koloni nisu statisti¢ki znac¢ajno razlic¢ite (p > 0,05).

G' - elasti¢ni modul, G" - viskozni modul, tan 6 = G"/ G'.

Posmatrajuci linearni viskoelasti¢ni region primecuje se da dodatak pSeni¢nog skroba
dovodi do naglog opadanja limita napona smicanja, tj. prinosnog napona koji oznacava
granicu izmedu linearnog i nelinearnog ponasanja sistema. Istrazivanja drugih autora
takode dovode do zaklju¢ka da je nelinearna viskoelasti¢nost testa posledica porasta
udela skrobne frakcije (Yang i sar., 2011; Uthayakumaran i sar., 2002). Uticaj skrobne
komponente na nelinearnu viskoelasti¢nost sistema dovodi se u vezu sa strukturnim
promenama unutar samog sistema. Sa jedne strane, dodatak skrobnih granula u
hidratisanu glutensku mrezu dovodi do porasta vrednosti elasticnog i viskoznog
modula (Song i Zheng, 2007). Taj efekat porasta modula primecuje se samo kod sistema
sa 10% pSeni¢nog skroba. Sa druge strane, skrobnim granulama pripisuje se i osobina da
smanjuju konzistenciju strukture formirane od strane glutena, te stoga testa sa veéim
sadrzajem skroba pokazuju slabiju otpornost na primenjenu deformaciju (Watanabe i
sar., 2002). Naime, sa porastom udela skrobne frakcije dolazi do agregacije granula i
formiranja strukture koja se preplice sa ve¢ postoje¢om mrezom formiranom od strane
hidratisanog glutena, $to dovodi do nelinearnog viskoelasticnog ponasanja testa. Sa
porastom koncentracije skroba, dolazi do razbijanja agregata skrobnih granula i lokalnih

efekata segregacije usled razlika u viskoelasti¢nosti prostornih struktura glutena i
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skroba (Yang i sar., 2011), sto dovodi do naglog pada vrednosti modula u uzorcima sa
veéim udelom pseni¢nog skroba (201 30%).

Za razliku od pseni¢nog skroba, dodatak OSA-ST i Pregel OSA-ST nije doveo do naglog
smanjenja iznosa linearnog viskoelasti¢nog regiona sa porastom koncentracije OSA
skroba, sto ukazuje na postojanje interakcija u sistemu koje su drugacije prirode od onih
prisutnih u sistemu gluten/p3eni¢ni skrob. Medutim, dodatak Hydrol OSA-ST u
koncentraciji od 30% uticao je na smanjenje iznosa linearnog viskoelasti¢nog regiona u
odnosu na uzorke sa 10 i 20% Hydrol OSA-ST, tj. sistem je ispoljavao povecanu
popustljivost na velike vrednosti napona smicanja.

Rezultati "frequency sweep" testa (slike 25-28), kao i rezultati "stress sweep" testa, pokazali
su da gluten, kao i gluten supstituisan razli¢itim koncentracijama skroba, ispoljava
viskoelasti¢ni karakter sa dominantnim vrednostima elastiécnog modula (G') u odnosu
na vrednosti viskoznog modula (G") u opsegu primenjenih frekvencija i napona
smicanja. Dobijeni rezultati u saglasnosti su sa rezultatima objavljenim od strane drugih
autora (Santos i sar., 2005; Yang i sar., 2011, Uthayakumaran i sar., 2002). Vrednosti
faznog pomeraja (tan 6 = G"/G') takode su ukazivale na postojanje strukture resetke,
kao posledice medumolekulskih interakcija izmedu proteina glutena, kao i interakcija

gluten-skrob.
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Slika 25. Viskoelasti¢ne osobine model sistema gluten/ pseni¢ni skrob
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Slika 26. Viskoelasti¢ne osobine model sistema gluten/ OSA-ST
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Slika 27. Viskoelasti¢ne osobine model sistema gluten/Pregel OSA-ST
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Slika 28. Viskoelasti¢ne osobine model sistema gluten/Hydrol OSA-ST

Na slikama 25-28 uocava se i porast modula sa porastom frekvencije, i ta zavisnost

modula od frekvencije (logaritamski prikaz) fitovana je jednac¢inom stepenog zakona (2)

63



Doktorska disertacija Tamara Dapcevi¢ Hadnadev

i (3). Pri tom su dobijeni parametri K' i K", koji predstavljaju koeficijente koji odgovaraju
vrednostima modula G', odnosno G" na 1 Hz (Peressini i sar., 2000), i n' i n" koeficijenti,
koji predstavljaju nagib krive (Sivaramakrishnan i sar., 2004) i stoga pruZzaju informaciju
o zavisnosti modula od frekvencije (tabela 10). Teorijski, nagib u slucaju postojanja
trodimenzionalne strukture resetke uzorka iznosi 0. Medutim, u slucaju realnih sistema,
male vrednosti nagiba takode ukazuju na strukturu reSetke koja se sastoji od smese
visoko umrezenog materijala sa pojedinim neumrezenim delovima strukture (Rosell i

Foegeding, 2007).

Tabela 10. Vrednosti parametara stepenog zakona primenjenog na rezultate "frequency
sweep" testa za model sistem gluten/skrob

K’ n' K" n"
Kontrolni 3602f 0,264b 1632fs 0,404¢
Psenic¢ni skrob
10% 3778t 0,242ab 1615¢fs 0,375abe
20% 2662bcd 0,256P 1200b¢ 0,390pec
30% 2496bc 0,255b 1128bc 0,377abe
OSA-ST
10% 43668 0,236ab 1789sh 0,373ab
20% 3708¢ 0,235ab 1534ef 0,374ab
30% 4939h 0,222a 1964h 0,354a
Pregel OSA-ST
10% 3420ef 0,258b 1508def 0,388bc
20% 2932¢de 0,258p 1302¢d 0,381abe
30% 2525bed 0,259 1116b¢ 0,376abe
Hydrol OSA-ST
10% 3025de 0,267° 1415de 0,397be
20% 2270p 0,268P 1088p 0,387bc
30% 17254 0,266 821a 0,399bc

Rezultati predstavljaju srednju vrednost tri ponavljanja; vrednosti oznacene istim malim slovom
u koloni nisu statisticki znacajno razlicite (p > 0,05)

K' i K" - koeficijenti koji odgovaraju vrednosti modula G', odnosno G" na 1 Hz, n' i n" -
koeficijenti koji predstavljaju nagib krive

Na osnovu vrednosti n' i n" (tabela 10) uoc¢ava se izrazeniji porast G" sa frekvencijom u
odnosu na G', sto je dovelo do toga da i parametar tan ¢ raste sa porastom frekvencije. S
obzirom da je zavisnost od frekvencije bila najizraZenija kod kontrolnog uzorka (glutena
bez dodatka skroba), u pojedinim slucajevima (slike 25 i 27) vrednost tan 6 kontrolnog

uzorka pri manjim frekvencijama bila je niza od vrednosti tan 6 uzorka sa 30% OSA

skroba, dok se ta zavisnost pri vis$im frekvencijama menjala.
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Prema rezultatima "frequency sweep" testova, uticaj dodatka skrobova na viskoelasti¢ne
osobine glutena bio je jace izraZen u prisustvu vec¢ih koncentracija skroba, dok kod
dodatka skroba u koncentraciji od 10%, efekat porasta ili smanjenja modula nije bio
statisti¢ki znacajan (p > 0,05). Jedini izuzetak bio je sistem sa Hydrol OSA-ST, kod kojeg
je uticaj dodatka OSA skroba bio uocljiv ve¢ pri malim koncentracijama. Porast udela
pseni¢nog skroba doveo je do smanjenja modula elasti¢nosti, sto je bilo u saglasnosti sa
istrazivanjima Uthayakumaran i sar. (2002). Naime, Uthayakumaran i sar. (2002) su
vrsili ispitivanje promena u reoloskom ponaSanju smesa glutena i skroba razlic¢itih
koncentracija, koje su bile pripremljene na dva nacina: upotrebom konstantne kolic¢ine
vode i optimalne koli¢ine vode koja odgovara modi upijanja vode sistema. Kada su
smede bile pripremane sa optimalnom koli¢inom vode, porast koncentracije skroba
vodio je do porasta modula elasti¢nosti. Nasuprot tome, priprema sa konstantnom
koli¢inom vode uticala je da porast koncentracije skroba u smesi izazove smanjenje
modula elasti¢nosti.

Dodatak OSA skrobova izazvao je drugaciji efekat na viskoelasticnost glutena od
pSeni¢nog skroba, $to potvduje znacajnu ulogu skroba u formiranju strukture testa.
Cinjenica da dodavanje razli¢itih skrobova istoj koli¢ini i vrsti glutena dovodi u
pojedinim slucajevima do porasta, a u pojedinim do smanjenja vrednosti elasti¢nog
modula, dovodi do zaklju¢ka da su promene u reoloskom ponaSanju posledica
interakcija skrob-voda, skrob-gluten, kao i kombinacije pomenutih interakcija (Petrofsky
i Hoseney, 1995).

Dodatak OSA-ST skroba u gluten, nasuprot dodatku pseni¢nog skroba, doveo je do
povecanja vrednosti oba modula (slika 26), kao i vrednosti koeficijenata K' i K". Pored
pomenutog, prisustvo OSA-ST skroba smanjilo je zavisnost modula od primenjene
frekvencije. Vece vrednosti elasticnog modula i koeficijenta K' i manja zavisnost od
frekvencije ukazuju na vecu krutost sistema. Veca otpornost sistema na primenjene male
vrednosti deformacije posledica je interakcija gluten-OSA-ST, kao i formiranja prostorne
strukture izmedu granula OSA skroba i zaostalih granula p$eni¢nog skroba.

Pored pomenutog, kod sistema sa 20% OSA-ST primecen je pad vrednosti modula G' i
G" u odnosu na sisteme sa 10 i 30% OSA-ST. Prema istrazivanjima Fitzsimons i sar.
(2008) nekontinualne varijacije u reoloSkom ponasanju mogu se interpretirati kao

posledica interakcija izmedu komponenti sistema.
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Na osnovu izgleda SEM mikrofotografije moze se primetiti da dodatak OSA-ST ne
ometa kontinualnost glutenske mreze (slika 29c).

Nasuprot tome, OSA skrobovi koji su bili rastvorljivi u hladnoj vodi (Pregel OSA-ST i
Hydrol OSA-ST) dovodili su do slabljenja strukture glutena. I kod drugih emulgujuc¢ih
polisaharida i proteina, kao $to su HPMC (Rosell i Foegeding, 2007) i sojini proteini
(Roccia i sar., 2009), primecen je efekat smanjivanja vrednosti elasticnog modula

glutena.

Slika 29. Mikrostruktura glutena (a), glutena sa 30% pSeni¢nog skroba (b), glutena sa
30% OSA-ST (c), glutena sa 30% Pregel OSA-ST (d), glutena sa 30% Hydrol OSA-ST (e)

Prema izgledu mikrostrukture sistema (slike 29d-e) kod uzoraka koji su sadrzali Pregel
OSA-ST i Hydrol OSA-ST kontinualnost glutenske mreZe bila je prekinuta. Dok je u
slucaju Pregel OSA-ST doslo do interferencije unutar glutenske mreze i obrazovanja
poroznije mreZze, u slu¢aju Hydrol OSA-ST doslo je i do razblazivanja glutenske mreze
koja je bila manje gustine. Posto su poroznije mreze karakteristika slabijih testa, rezultati

analize strukture glutena bili su u saglasnosti sa rezultatima reoloskih istrazivanja.
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Termoreolosko ponasanje glutena (slike 30-33) u prisustvu pSeni¢nog i OSA skroba
praceno je pri konstantnim vrednostima frekvencije i napona smicanja koji je bio u

linearnom viskoelasti¢cnom regionu.
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Slika 30. Promena elasti¢nog (G') i viskoznog (G") modula sa temperaturom u model
sistemu gluten/ pSeni¢ni skrob
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Slika 31. Promena elasti¢nog (G') i viskoznog (G") modula sa temperaturom u model
sistemu gluten/ OSA-ST
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Slika 32. Promena elasti¢nog (G') i viskoznog (G") modula sa temperaturom u model
sistemu gluten/Pregel OSA-ST
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Slika 33. Promena elasti¢nog (G') i viskoznog (G") modula sa temperaturom u model
sistemu gluten/Hydrol OSA-ST

Tokom zagrevanja od 30 do 69 °C doslo je do smanjivanja vrednosti elasti¢cnog modula
glutena, nakon cega je, tokom daljeg zagrevanja, doslo do porasta vrednosti modula.
Ove promene bile su posledica odigravanja dva fenomena: toplotne denaturacije
glutena i Zelatinizacije skroba (Dreese i sar., 1988). Porast temperature doveo je do
odmotavanja makromolekula proteina i pada vrednosti elasti¢nog i viskoznog modula
(Rosell i Foegeding, 2007; Hayta i Schofield, 2004, Domenek i sar., 2002). Takva
konformacija glutena dovela je do vece izlozenosti hidrofobnih zona proteina i
povoljnijih uslova za nastanak hidrofobnih interakcija, ali i reorganizacije disulfidnih
veza, Sto je dovelo do agregacije proteina (Domenek i sar., 2002) i porasta elasti¢nog

modula. Istovremeno sa koagulacije glutena u prostoru izmedu skrobnih granula dolazi
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i do transfera vode iz glutena do granula skroba (zaostalih u glutenu nakon separacije u
koli¢ini od 12,1% rac¢unato na suvu materiju) i njihovog bubrenja, sto takode dovodi do
povecanja vrednost modula (Dreese i sar., 1988). Stoga je sa porastom koncentracije
skroba u sistemima sa pSeni¢nim skrobom i OSA-ST dolazilo do pomeranja minimuma
na vrednost temperature od 64 °C i izraZenijeg porasta modula na temperaturama visim
od 64 °C. Nasuprot tome, dodatak Pregel OSA-ST i Hydrol OSA-ST granula doveo je do
pomeranja minimuma temperature na 73 °C i slabije izrazenog porasta elasti¢nog
modula. S obzirom da su skrobovi Pregel OSA-ST i Hydrol OSA-ST ve¢ Zelatinizirani i
da ne ispoljavaju maksimalni viskozitet, blagi porast modula bio je posledica promena u
strukturi samog glutena, kao i bubrenja granula pSeni¢nog skroba zaostalih nakon
separacije.

Prilikom hladenja od 90 do 30 °C doslo je do ravnomernog porasta G' kod svih
ispitivanih uzoraka. Prema Rosell i Foegeding (2007) povecanje modula kod glutena
mogao bi biti posledica postojanja privlacnih sila (vodoni¢nih, van der Walsovih)
izmedu lanaca glutena. Osim pomenutog, povecanje G' u toku hladenja bilo je i

posledica retrogradacije skroba.

5.3. Uticaj OSA skrobova na reoloske i strukturne osobine gela pSeniénog

skroba

Uticaj dodatka OSA skrobova (slika 34b-d) na osobine pSeni¢nog skroba (slika 34a)
pracen je pripremanjem gelova u kojima je 0, 10 i 20% pSeni¢nog skroba zamenjeno OSA
skrobovima. Ispitivanja sa procentom zamene od 30% nisu prikazana jer je u slucaju
dodatka Hydrol OSA-ST dolazilo do prevelikog slabljenja strukture gela S$to je

onemogucavalo sprovodenje pojedinih analiza.

5.3.1. Rastvorljivost, mo¢ bubrenja i kapacitet vezivanja vode

Uticaj OSA skrobova na rastvorljivost, mo¢ bubrenja i kapacitet vezivanja vode
pSeni¢nog skroba sumirana je u tabeli 11. Rastvorljivost pSeni¢nog skroba statisticki je
znacajno (p < 0,05) bila promenjena u prisustvu OSA-ST i Hydrol OSA skroba, dok su
mo¢ bubrenja i kapacitet vezivanja vode, kao parametri koji ukazuju na sposobnosti
skrobne granule da upije vodu i poveca zapreminu, statisti¢ki znac¢ajno (p < 0,05) rasli sa

prisustvom i porastom koncentracije OSA-ST i Pregel OSA-ST skrobova.
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Slika 34. Mikrostruktura granula pseni¢nog (a), OSA-ST (b), Pregel OSA-ST (c) i Hydrol
OSA-ST (d) skroba

Dodatak OSA-ST skroba doveo je do smanjenja rastvorljivosti i pove¢anja mo¢i bubrenja
i kapaciteta vezivanja vode skroba. Razlog tome je ¢injenica da je OSA-ST po svojoj
strukturi amilopektin za kog je karakteristicno vece bubrenje granule, a time i veca
otvorenost strukture, sto omogucava brzu dalju penetraciju vode (Gupta i sar., 2009) i

slabije sile asocijacije unutar granule (Ikegwu i sar., 2009).

Tabela 11. Uticaj OSA skrobova na rastvorljivost, mo¢ bubrenja i kapacitet vezivanja

vode model sistema pSeni¢ni skrob/OSA-skrob

Uzorak Rastvorljivost Mocé bubrenja Kapacitet vezivanja vode
(%)

Kontrolni (pseni¢ni 9,58¢ 12,242 11,062

skrob)

OSA-ST

10% 7,402 14,48bc 13,420

20% 7,82ab 20,724 19,10¢

Pregel OSA-ST

10% 9,47¢ 15,26¢ 13,820

20% 9,16bc 20,244 18,38¢

Hydrol OSA-ST

10% 17,064 13,4820 11,182

20% 24,18¢ 14,20bc 10,762

Rezultati predstavljaju srednju vrednost tri ponavljanja; vrednosti oznacene istim malim slovom
u koloni nisu statisticki znacajno razlicite (p > 0,05)
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Osim pomenutog, OSA-ST je i hemijski modifikovan u reakciji esterifikacije, a Bhosale i
Singhal (2007) su dokazali da modifikacija sa OS uti¢e na narusavanje kristalne
strukture, Sto dovodi do povecdanja kapaciteta vezivanja vode.

Za razliku od OSA-ST skroba, Pregel OSA-ST i Hydrol OSA-ST su rastvorljivi u hladnoj
vodi, pa se u takvim sistemima mogao ocekivati porast parametra rastvorljivosti.
Medutim, samo je prisustvo Hydrol OSA-ST dovelo do porasta rastvorljivosti sistema,
dok je prisustvo Pregel OSA-ST statisticki neznacajno (p > 0,05) smanjilo rastvorljivost,
ali je znacajno povecalo mo¢ bubrenja sistema. Obzirom na osobine koje je ispoljavao
Pregel OSA-ST, njegovo ponaSanje moZe se tumaciti i primenom teorija razvijenih za
ponasanje hidrokoloida. Tako, Rosell i sar. (2011) tumace razlike u uticaju hidrokoloida
na rastvorljivost pirin¢anog skroba interakcijama izmedu amiloze i hidrokoloida, koji
ostaju asocirani sa skrobnom granulom i na taj nacin doprinose smanjenju koli¢ine
materije rastvorljive u vodi. Prema Song i sar. (2006) uticaj hidrokoloida na mo¢
bubrenja sistema moZze biti i artefakt. Naime, povecanje viskoziteta kontinualne faze
moZe ometati sedimentaciju nabubrelih granula tokom centrifugiranja.

Medutim, iako je Pregel OSA-ST znacajno povecao viskozitet kontinualne faze (slika 23,
str 59), on nije uticao na ometanje sedimentacije, ve¢ je njegovo prisustvo dovelo do
porasta moci bubrenja, $to je verovatno bilo posledica strukture njegove granule, ¢ija je
arhitektura bila znacajno ostecena i stoga lakse vezivala vodu i bubrila. Za razliku od
Pregel OSA-ST, Hydrol OSA-ST je usled pretrpljene hidrolize bio rastvorljiv u vodi, a
blagi porast moci bubrenja pri koncentraciji od 20% verovatno je bio posledica bubrenja

ostatka granula koje su bile ostec¢ene usled susenja u spreju, a koje su izbegle hidrolizu.

5.3.2. Zelatinizacija i retrogradacija skroba

Viskozitetni profili pSeni¢nog skroba, samog, kao i sa dodatkom OSA skrobova,
prikazani su na slici 35, dok su statisticki obradene vrednosti parametara krive sumirani

u tabeli 12. Profili ¢istih OSA skrobova prikazani su u poglavlju 5.1. (slika 23, str 59).
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Slika 35. Profili pastiranja pSeni¢nog skroba sa dodatkom razlicitih OSA skrobova

Prema istrazivanjima Crosbie (1991) vrednost maksimalnog viskoziteta (PV) u dobroj je
korelaciji sa parametrom mo¢ bubrenja, sto je i potvrdeno u ovom radu, s obzirom da su
smeSe sa OSA-ST i Pregel OSA-ST pokazivale porast oba parametra u odnosu na
kontrolni uzorak - pSeni¢ni skrob. Ova dva OSA skroba uticala su i na porast
viskoziteta tople (HPV) i hladne (CPV) paste, kao i na smanjenje temperature
zelatinizacije kontrolnog uzorka. Opste je poznato da su sadrzaj amiloze i parametri
krive viskoziteta (PV, HPV, CPV) u negativnoj korelaciji (Sweedman i sar., 2013; Sasaki,
2005), te je stoga dodatak OSA-ST skroba koji se sastoji od amilopektinskih lanaca doveo
po porasta viskoziteta uzorka. OSA-ST ispoljio je i ostale osobine karakteristicne za
skrobove voskastog kukuruza, kao $to su sniZenje vrednosti temperature Zelatinizacije i
povecanje iznosa razrusavanja. Medutim, smanjenje iznosa retrogradacije,
karakteristi¢éno za ovu vrstu skrobova, izostalo je. Razlog tome je ¢injenica da OSA-ST
ispoljava osobine i skroba voskastog kukuruza i hemijski modifikovanog skroba, tj.
skroba supstituisanog natrijum-oktenilsukcinatom. Inkorporacija OS grupa dovodi do
prekida linearnosti amiloze i razgranatih delova amilopektina, $to utice na porast
viskoziteta paste i smanjenje temperature Zelatinizacije. To znaci da je u sluc¢aju OSA-ST
skroba porast parametara viskoziteta i pomeranje temperature Zelatinizacije ka nizim
vrednostima bila posledica i porekla skroba i njegove modifikacije. Medutim, nagli
porast viskoziteta skrobne paste pri hladenju bio je posledica OSA modifikacije (Segura-

Campos i sar., 2010).
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Tabela 12. Vrednosti parametara viskozitetnog profila pSeni¢nog skroba sa dodatkom
OSA skrobova

Kontrolni 86,35¢ 12,31¢ 2,29¢ 9,14b 6,85¢
(pSeni¢ni skrob)

OSA-ST

10% 71,72b 30,684 8,014 21,384 13,37¢
20% 71,84b 51,86¢ 12,77¢ 31,80e 19,04f
Pregel OSA-ST

10% 76,97¢ 31,294 8,244 18,17¢ 9,944
20% 63,802 55,02f 19,58¢ 19,12¢ -0,462
Hydrol OSA-ST

10% 85,984 6,25 0,98 5,772 4,79b
20% 86,33¢ 3,902 0,432 4,412 3,98p

Rezultati predstavljaju srednju vrednost tri ponavljanja; vrednosti oznacene istim malim slovom
u koloni nisu statisti¢ki znac¢ajno razlicite (p > 0,05)

Tg - temperatura Zelatinizacije, PV - maksimalni viskozit, PV-HPV - iznos razrusavanja, CPV-
HPYV - iznos retrogradacije, CPV-PV - totalni iznos retrogradacije

Pored toga, krive Zzelatinizacije pSeni¢nog skroba sa dodatkom OSA-ST imale su
karakteristican profil sa malim pikom na temperaturi od 58 °C, koji odgovara
maksimumu bubrenja granula OSA-ST, a naredni, ve¢i pik, maksimumu bubrenja
granula pSeni¢nog skroba.

Sa druge strane, porast vrednosti parametara viskoziteta sa dodatkom Pregel OSA-ST
nije bio posledica izraZenijeg bubrenja granula OSA skroba, posto su one vec¢ bile
Zelatinizirane. Ponasanje sistema pSeni¢ni skrob/Pregel OSA-ST moZze se tumaciti
¢injenicom da je on po prirodi dvofazan, pri ¢emu je Pregel OSA-ST, kao komponenta
rastvorljiva u vodi, rasporedena u kontinualnoj fazi. Tokom bubrenja granula pseni¢nog
skroba smanjuje se sadrzaj vode, koja je na raspolaganju Pregel OSA-ST, i njegova
prividna koncentracija raste. Time raste viskozitet kontinualne faze, a i ukupni
viskozitet suspenzije. Slican fenomen zapaZen je i pri ispitivanju uticaja p-glukana
(Banchathanakij i Suphantharika, 2009), kao i wuticaja guar i ksantan gume
(Achayuthakan i Suphantharika, 2008) na Zelatinizaciju skroba. Banchathanakij i
Suphantharika (2009) takode navode da rezultujué¢i porast viskoziteta dovodi do
povecanog uticaja sila smicanja na sistem, u odnosu na iste koje su delovale na sistem
suspenzija skroba u vodi. To prouzrokuje gubitak integriteta granula i pad viskoziteta
tople paste, kao i oslobadanje molekula skroba iz granule u okolni rastvor, pri ¢emu se

prvo oslobada amiloza (Banchathanakij i Suphantharika, 2009). Prema Banchathanakij i
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Suphantharika (2009) porast viskoziteta hladne paste kod uzorka sa dodatkom [3-
glukana u odnosu na kontrolni uzorak pirin¢anog skroba bio je posledica interakcija
izmedu B-glukana i oslobodenih molekula skroba.

Nasuprot OSA-ST i Pregel OSA-ST, dodatak Hydrol OSA-ST doveo je do opadanja
vrednosti parametara viskozitetnog profila. Razlog tome je smanjena molekulska masa
Hydrol OSA-ST. Naime, viskozitet opada sa smanjenjem molekulske mase, u slu¢aju da
su svi ostali parametri sistema konstantni (Sweedman i sar., 2013). Prilikom ispitivanja
uticaja kiselinske hidrolize na viskozitetne profile skroba voskastog kukuruza koji je
nakon toga OSA modifikovan (Song i sar., 2010), kao i profile skroba tapioke i pirinca
(Thirathumthavorn i Charoenrein, 2006), doslo se do istog zakljucka. Takode je
utvrdeno da OSA skrobovi hidrolizovani kiselinom imaju povisen viskozitet tople paste
usled prisustva OS grupa i veceg uticaja stepena supstitucije na ponasanje sistema u
odnosu na stepen hidrolize (Sweedman i sar., 2013). Stoga su Hydrol OSA-ST pokazivali
nize vrednosti iznosa razrusavanja u poredenju sa kontrolnim uzorkom.

Uticaj dodatka OSA skrobova na Zzelatinizaciju (tabela 13) i retrogradaciju (tabela 14)

pSeni¢nog skroba ispitan je i upotrebom diferencijalne skenirajuce kalorimetrije.

Tabela 13. Uticaj OSA skrobova na Zelatinizaciju pSeni¢nog skroba

Kontrolni (pSenic¢ni skrob) 9,82e 57,12p 62,720
OSA-ST

10% 7,644 56,42 62,12

20% 5,58b¢+0,492 56,63+70,64 62,2a+74,2d
Pregel OSA-ST

10% 7,274 58,0b¢ 63,0°

20% 6,94¢d 58,4¢ 63,6°
Hydrol OSA-ST

10% 8,47de 57,7b¢ 63,2bc

20% 5,19v 58,5¢ 63,8¢

Rezultati predstavljaju srednju vrednost dva ponavljanja; vrednosti oznacene istim malim
slovom u koloni nisu statisti¢ki znacajno razlicite (p > 0,05)

AH; - entalpija Zelatinizacije, To - temperatura pocetka Zzelatinizacije, T, - temperatura
maksimuma Zelatinizacije

Prema Sasaki (2005) skrobovi sa veéim sadrzajem amiloze imaju ve¢i udeo amorfnih
regiona u odnosu na kristalna podrucdja, $to sniZava temperaturu pocetka zelatinizacije i
endotermnu entalpiju Zelatinizacije. Na osnovu toga, dodatak OSA-ST skroba koji se

sastoji skoro u potpunosti od molekula amilopektina trebao bi da dovede po povecanja

temperature pocetka Zelatinizacije i entalpije topljenja kristalnih regiona.
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Tabela 14. Uticaj OSA skrobova na retrogradaciju pSeni¢nog skroba

Kontrolni (pSeni¢ni skrob) 2,31de 52,84 63,02
OSA-ST

10% 2,244 52,82 63,90
20% 2,42¢ 53,12 63,60
Pregel OSA-ST

10% 2,10¢ 52,62 62,92
20% 1,83b 52,62 62,82
Hydrol OSA-ST

10% 2,07¢ 54,3b 63,6P
20% 1,09a 54,3b 63,8P

Rezultati predstavljaju srednju vrednost dva ponavljanja; vrednosti oznacene istim malim
slovom u koloni nisu statisticki znacajno razlic¢ite (p > 0,05)

AH, - entalpija retrogradacije, Ty, - temperatura pocetka topljenja retrogradiranog skroba, T} -
temperatura maksimuma topljenja retrogradiranog skroba

Medutim, dodatak OSA-ST skroba uticao je na smanjenje energije potrebne za topljenje
kristalne strukture, dok smanjenje temperature pocetka Zelatinizacije nije bilo statisticki
znac¢ajno (p > 0,05). Razlog tome moZze biti ¢injenica da OSA-ST osim lanaca
amilopektina sadrzi i bo¢ne OS grupe C¢ije prisustvo slabi interakcije izmedu
makromolekula skroba i omogucava bubrenje i topljenje granula na nizim
temperaturama i sa nizim iznosom energije (Sweedman i sar., 2013). Osim pomenutog,
Sasaki (2005) je utvrdio da u mesavinama skrobova koje sadrze isti odnos amiloze i
amilopektina kao i skrob dobijen ukr$tanjem voskaste i ne-voskaste psenice dolazi do
smanjenja entalpije i temperature Zelatinizacije. Razlog tome su razlike u homogenosti
sistema. U takvim sistemima prvo dolazi do topljenja granule sa vedim sadrzajem
amiloze (granule pSeni¢nog skroba), a zatim do topljenja granule skroba voskastog
kukuruza, $to je u ovom radu prouzrokovalo i pojavu drugog endotermnog pika na
temperaturi 70,6 °C, koji je odgovarao toplijenju OSA-ST skroba sto se uocava
poredenjem sa vrednostima temperature topljenja na slici 22, str. 58.

Pregel OSA-ST i Hydrol OSA-ST skrobovi, takode su smanjivali iznos entalpije
Zelatinizacije, Sto se i moglo ocekivati, s obzirom da je zbog pretrpljenih fizickih
modifikacija integritet njihovih granula bio naruSen (slika 34) te ih je karakterisalo
odsustvo kristalne strukture (slika 22, str. 58). Medutim, njihovo prisustvo ometalo je
prodiranje vode u granule pSeni¢nog skroba, Sto je uticalo na povecanje temperature

pocetka Zelatinizacije.
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Nakon ¢uvanja Zelatiniziranih granula na temperaturi od 4 °C tokom 14 dana, pracene
su karakteristicne temperature i promena entalpije retrogradiranog skroba (tabela 14).
Retrogradirani uzorci pokazivali su niZe vrednosti temperature i entalpije u poredenju
sa vrednostima tokom Zelatinizacije, Sto ukazuje da je struktura izgradena tokom
¢uvanja imala slabiju kristalicnost od prvobitne strukture sistema. S obzirom da su
uzorci bili ¢uvani u duzem vremenskom periodu (duZe od dva dana), doslo je i do
rekristalizacije molekula amilopektina (Sasaki, 2005). Stoga skrobovi sa ve¢im sadrzajem
amilopektina vise rekristaliu u toku duZeg perioda ¢uvanja, i potrebna je veca energija
za topljenje formirane kristalne strukture (Sasaki, 2005). Prema rezultatima iz tabele 14,
mozZe se uociti da dodatak OSA-ST ne dovodi do znacajnih promena u rekristalizaciji
iako je dodatkom OSA-ST povecan udeo amilopektina u uzorku. Takode se uocava da
dodatak Pregel OSA-ST i Hydrol OSA-ST dovodi do smanjenja retrogradacije pSeni¢nog
skroba, $to je verovatno bilo posledica postojanja sternih smetnji usled prisustva OS
grupa. Dobijeni rezultati ukazuju na to da bi dodatak ovih OSA modifikata skroba

mogao da utice na usporavanje starenja hrane koja sadrzi pseni¢ni skrob.

5.3.3. Promene reoloskih osobina skrobnog gela tokom starenja

Krive proticanja 4% pasti pSeni¢nog skroba i pSeni¢nog skroba sa dodatkom OSA

skrobova nakon 1i 7 dana ¢uvanja na 4 °C prikazane su na slikama 36-39.
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Slika 36. Krive proticanja 4% paste pSeni¢nog skroba
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Slika 37. Krive proticanja 4% paste pSeni¢nog skroba sa dodatkom 10 i 20% OSA-ST
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Slika 38. Krive proticanja 4% paste pSeni¢nog skroba sa dodatkom 10 i 20% Pregel OSA-
ST
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Slika 39. Krive proticanja 4% paste pSeni¢nog skroba sa dodatkom 10 i 20% Hydrol
OSA-ST

Krive su fitovane Herschel-Bulkley-ovim modelom (1) i dobijeni parametri: prinosni
napon (7o), koeficijent konzistencije (K), indeks proticanja (1) prikazani su u tabeli 15.
Koeficijent determinacije (12) pri fitovanju uzlazne krive bio je 0,969-0,994, a pri fitovanju

silazne krive 0,997-0,998.

Tabela 15. Vrednosti parametara Herschel-Bulkley modela krivih proticanja skroba sa
dodatkom OSA skroba nakon 24 h skladistenja

Uzlazna kriva Silazna kriva

79 (Pa) K (Pas") = 2 9(Pa) KPas") n 2
Kontrolni 2,788 3,658¢ 0,3902 0,969 4,228 1,386¢ 0,586 0,998
(pSenicni skrob)
OSA-ST
10% 2,481>  5,556¢ 0,386 0,987 5990e  0,936° 0,713¢4 0,997
20% 3,7084  6,302f 0,4314 0,991 9,174f  1,103b 0,7684 0,997
Pregel OSA-ST
10% 3,7524  4,7964 0,411«d 0,974 56654 11,7504 0,613¢ 0,998
20% 5,605f  4,6634 0,465¢ 0,977 5,796d¢  3,196¢ 0,5112 0,997
Hydrol OSA-ST
10% 1,790 2,039 0,398 0,969 1,820>  0,566° 0,612¢ 0,998
20% 3,522  0,3962 0,620f 0,994 1,127 04572 0,584> 0,998

Rezultati predstavljaju srednju vrednost tri ponavljanja; vrednosti oznacene istim malim slovom
u koloni nisu statisticki znacajno razlic¢ite (p > 0,05)
To - prinosni napon, K - koeficijent konzistencije, n - indeks proticanja

Sve paste pokazivale su pseudoplasti¢no proticanje (n < 1) sa prinosnim naponom.

Medutim, dok su pojedine paste pokazivale tiksotropno proticanje, tj. razaranje
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strukture sistema u polju smicanja, pojedine su pokazivale tiksotropno proticanje samo
pri niskim brzinama smicanja, dok su pri vis$im vrednostima brzine smicanja ispoljavale
antitiksotropno ponasanje, tj. izgradnju strukture sistema pri delovanju sile smicanja.
Antitiksotropno ponasanje skrobnih pasti primeceno je i od strane Achayuthakan i
Suphantharika (2008), kao i Tecante i Doublier (1999). Prema Dintzis i sar. (1996) vece
koli¢ine amilopektina u sistemu odgovorne su za njegovo antitiksotropno ponasanje.
Pojedine uzlazne krive pasti koje su ¢uvane 7 dana imale su pik pri naponima smicanja
od 30 s, sto ukazuje na napon potreban za razrusavanje strukture sistema, nakon cega
sistem slobodno protice. Pojava pika bila je izraZenija kod uzorka koji su duze ¢uvani,
Sto su zakljucili i Banchathanakij i Suphantharika (2009). Posto takve krive nisu
odgovarale ni jednom tipicnom modelu viskoznog ponasSanja, one nisu ni bile
modelovane.

Moze se uociti da su OSA-ST i Pregel OSA-ST povecavali vrednost koeficijenta K, t;.
povecavale viskoznost sistema, dok je dodatak Hydrol OSA-ST dovodio do smanjenja
viskoziteta. Svi OSA skrobovi povecavali su vrednost parametra 7o i n pri visim
koncentracijama, t. podsticali formiranje strukture, ali smanjivali iznos
pseudoplasti¢nosti.

Povrsina histerezisne petlje kontrolnog, Hydrol OSA-ST, 10% OSA-ST i 10% Pregel
OSA-ST se povecavala sa povecanjem vremena skladi$tenja. Povrsine histerezisnih petlji
OSA-ST i Pregel OSA-ST bile su znac¢ajno manje od petlji pSeni¢nog skroba i sistema koji
je sadrzao Hydrol OSA-ST, tj. smicanje je neznatno modifikovalo njihovu strukturu, sto
ukazuje na veliku rezistentnost ovih sistema u smicajnom polju.

U cilju ispitivanja uticaja OSA skrobova na jac¢inu 8% gela pSeni¢nog skroba, kao i na
promene u jac¢ini gela tokom starenja, vrSena su dinamicka oscilatorna (slike 40-42)

merenja.
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Slika 40. Viskoelasti¢ne osobine gela pseni¢nog skroba sa dodatkom OSA-ST
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Slika 41. Viskoelasti¢ne osobine gela pseni¢nog skroba sa dodatkom Pregel OSA-ST
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Slika 42. Viskoelasti¢ne osobine gela pseni¢nog skroba sa dodatkom Hydrol OSA-ST

Viskoelasti¢no ponasanje pseni¢nog skroba sa dodatkom OSA skrobova (slike 40-42)
bilo je tipi¢no za trodimenzionalnu gel strukturu biopolimera (Clark i Ross-Murphy,
1987) gde je G' visi od G" u oblasti ispitivanih frekvencija, i G' je skoro nezavistan od
frekvencije.

Obzirom da se dodatkom OSA skrobova smanjivao udeo amiloze u sistemu takvi gelovi
su bili slabiji. Osim pomenutog, bocne OS grupe dodatno su ometale formiranje
vodoni¢nih veza izmedu molekula skroba (Sweedman i sar., 2013). Zbog manje
molekulske mase i bolje mobilnosti u kontinualnoj fazi molekuli Hydrol OSA-ST mogli
su bolje da ometaju asocijaciju izmedu molekula, te su geli sa dodatkom Hydrol OSA-ST
bili najslabiji. Tokom skladistenja, ja¢ina svih gelova je rasla, sto se odrazilo na porast

elasticnog modula.

5.3.4. Promena ¢évrstoce skrobnog gela tokom starenja

Kinetika starenja gela pracena je upotrebom TPA testa na uzorcima koji su odleZavali 1,

2,3,517 danana 4 °C. Dobijena kriva modelovana je Avrami-jevom jednacinom (14):

H,—H n
_( t)_e_kt

9_(Hm—Ho)_

i pri tom su dobijene vrednosti parametara, koje su sumirane u tabeli 16.

81



Doktorska disertacija Tamara Dapcevi¢ Hadnadev

Kao $to se moze uociti iz tabele 16, dodatak OSA skrobova uticao je na smanjenje
vrednosti H.. - Ho i konstante k, $to ukazuje da su svi OSA skrobovi usporili starenje
uzorka (Jiang i sar., 2005). Na osnovu vrednosti parametara, Hy i Hx, koji ukazuju na
pocetnu i krajnju vrednost jac¢ine gela, uocava se da su svi gelovi pripremljeni sa OSA
skrobovima bili slabiji od kontrolnog gela, sto je bilo u saglasnosti sa rezultatima

dinamickih oscilatornih merenja.

Tabela 16. Uticaj dodatka OSA skrobova na starenje gela pSeni¢nog skroba iskazano
putem parametara Avrami-jeve jednacine

Kontrolni (pseni¢ni 10,850e 13,770e 2,920¢ 0,0654 2,365¢
skrob)

OSA-ST

10% 9,4694 11,3544 1,8854 0,036P 2,286bc
20% 7,295bc 7,791P 0,4962 0,020 4,372f
Pregel OSA-ST

10% 9,248d 11,5114 2,262¢ 0,0634 2,055ab
20% 7,139 8,366bc 1,227%c 0,031b 2,6524
Hydrol OSA-ST

10% 7,569¢ 8,890¢ 1,321¢ 0,0644 1,903
20% 4,839a 6,032a 1,193b 0,043¢ 3,057¢

Rezultati predstavljaju srednju vrednost tri ponavljanja; vrednosti oznacene istim malim slovom
u koloni nisu statisticki znacajno razli¢ite (p > 0,05)

Ho, H»,, H; - ¢vstoce gela u nultom, beskona¢nom i t vremenu, k - konstanta brzine starenja i n -
Avrami-jev eksponent.

5.3.5. Promena sinerezisa tokom starenja

Sterne smetnje prouzrokovane prisustvom OS grupa (Sweedman i sar., 2013), kao i
povecan udeo amilopektinskih lanaca (Amani i sar., 2005) doveli su i do smanjenog
sinerezisa kod OSA-ST i Pregel OSA-ST u odnosu na kontrolni uzorak (slika 43).

Slicno su uodili i Sweedman i sar. (2013) prilikom ispitivanja stabilnosti OSA
modifikovanih skrobova voskastog kukuruza na procese zamrzavanje-odmrzavanje.
Medutim, dodatak Hydrol OSA-ST uticao je na izuzetno povisen sinerezis, §to je bilo u
saglasnosti sa Segura-Campos i sar. (2010). I Song i sar. (2010) su takode primetili da sa
porastom stepena hidrolize raste i sinerezis. Stoga se osobina usporavanja pojave
sinerezisa moZe ocekivati samo kod OSA skrobova koje karakterise velika molekulska

masa.

82



Doktorska disertacija Tamara Dapcevi¢ Hadnadev

I
o

N
o
1

w
[3)]
1

w
o
1

-

. _—

-
<

£ 25

2 kontrolni

g 20 1 10% 20% OSA-ST
C

s

10% 20% Pregel OSA-ST
—v— 10% —+— 20% Hydrol OSA-ST

-
(&)}
1

-
o
1

[9)]
1

0 T T T T T T T T T
1 2 3 5 7

Vreme odlezavanja ~dan™

Slika 43. Promena sinerezisa skrobnih gelova sa dodatkom OSA skrobova tokom
skladistenja

5.4. Uticaj OSA skrobova na reoloske osobine model sistema testa

Ispitivanja na model sistemima brasna, koja su se sastojala iz 16,5% nativnog glutenskog
brasna i 83,5% pSeni¢nog skroba, radena su kako bi se dobio podatak o uticaju zamene
pseni¢nog skroba OSA skrobovima, bez efekta razblazivanja ostalih komponenti brasna.
Naime, u realnom sistemu (p$eni¢nom brasnu), prilikom zamene dela brasna OSA
skrobovima, dolazi do znac¢ajnih promena u reoloskim osobinama usled razblazivanja
komponenti brasna, kao sto su gluten i oSteceni skrob (Miyazaki i sar., 2004). Poseban
problem predstavlja razblazivanje glutena koji je osnovna komponenta odgovorna za
formiranje specifi¢nih viskoelasti¢nih osobina testa (Miyazaki i sar., 2006).

Ispitivanja su vrSena zamenom 2,5; 5 i 10% pSeni¢nog skroba OSA skrobovima, a uticaj
zamene 10% skroba na rezultate "frequency sweep" testa i testova puzanja i oporavka

prikazani su na slikama 44-45.
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Slika 44. Viskoelasti¢ne osobine model sistema brasna sa dodatkom 10% OSA skrobova
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Slika 45. Krive puzanja i oporavka model sistema brasna sa dodatkom 10% OSA
skrobova

Rezultati ispitivanja reoloskih osobina na model sistemima brasna bili su u saglasnosti
sa rezultatima sprovedenim na model sistemima nativno glutensko brasno/OSA skrob,
Sto je ukazalo na ¢injenicu da uticaj OSA skroba na reoloske osobine testa nije samo
posledica razblaZzivanja komponenti sistema, veé¢ specificnih interakcija na

mikrostrukturnom nivou.
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5.5. Uticaj OSA skrobova na reoloske i strukturne osobine testa

Dodatak 2,5; 5 i 10% OSA skrobova u p3eni¢no brasno izazvao je promene u strukturi
testa (slika 46), sto je dovelo do znacajnih promena reoloskih osobina sistema koje su

pracene primenom razli¢itih tehnika empirijske i fundamentalne reologije.

X1, 0688 18xm

Slika 46. Mikrostruktura testa (a), testa sa 10% OSA-ST (b), testa sa 10% Pregel OSA-ST
(c), testa sa 10% Hydrol OSA-ST (d)

Na osnovu izgleda mikrostrukture testa uocava se da u slu¢aju dodatka OSA-ST dolazi
do povecanja broja granula skroba, koje usled agregacije formiraju strukturu, a da pri
tom ne omataju kontinualnost glutenske mreze (slika 46b). Nasuprot tome, prisustvo
Pregel OSA-ST dovelo je do pojave izraZenije poroznosti glutenske mreze (slika 46¢),
dok je prisustvo Hydrol OSA-ST uticalo na razblaZenje i slabljenje glutenske mreze

(slika 46d).

5.5.1. Empirijske reoloske osobine testa sa dodatkom OSA skrobova

Uticaj dodatka OSA skroba na termomehanicke osobine pseni¢nog brasna prikazan je na

slici 47, dok su vrednosti parametara miksolab profila sumirani u tabeli 17.
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Slika 47. Miksolab profili testa sa dodatkom OSA skrobova

Kod veéine emulgujuéih skrobova dodatak u pseni¢no brasno rezultovao je povecanjem
mod¢i upijanja vode (MUV) u odnosu na kontrolni uzorak. Izuzetak od ovakvog
ponasanja bio je sistem sa dodatkom Hydrol OSA-ST koji je pokazivao nize vrednosti
moci upijanja vode u odnosu na kontrolni uzorak. Na vreme potrebno za razvoj testa,
odnosno vreme za koje se postigne konzistencija od 1,1 Nm, znacajno je uticao dodatak
Pregel OSA-ST i Hydrol OSA-ST. Miksolab krivu testa kontrolnog pseni¢nog brasna je
karakterisalo prisustvo dva pika na konzistenicji od 1,1 Nm. Prema Weipert (2006), jaka
pSeni¢na brasna karakteriSe postojanje drugog pika u fazi razvoja testa usled glutenina
koji kao predominantni faktor jakih brasna utie na naknadno oc¢vrsc¢avanje testa.
Dodatak 5% i 10% Pregel OSA-ST i Hydrol OSA-ST uticao je na pomeranje drugog pika
ka nizim vrednostima vremena razvoja testa. Pored toga, dodatak Hydrol OSA-ST
uticao je na smanjenje konzistencije prvog pika, dok se na krivama testa sa Pregel OSA-
ST uocava postojanje ostrog pika u pocetnoj fazi razvoja testa koji se javljaja usled

trenutnog upijanja vode od strane modifikovanog skroba. Stabilitet i konzistencija testa
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u tacki C2 kao indikatori jacine testa, odnosno otpornost testa na mehanicke i termicke
uticaje, nisu se znacajno smanjivali u sistemima testa sa OSA-ST. Nasuprot tome,
dodatak Pregel OSA-ST uticao je na smanjivanje vrednosti stabiliteta i konzistencije testa
u tacki C2, dok je dodatak Hydrol OSA-ST znacajno (p < 0,05) redukovo stabilitet samo

pri zameni brasna od 10%.

Tabela 17. Miksolab parametri testa sa dodatkom OSA skrobova

Kontrolni 55,44 5,26¢d 9,70¢ 0,458 1,78¢ 0,89¢d (0,754
OSA-ST

2,5% 55,7de 4,22b 9,24c¢ 0,45fs 1,79¢ 0,89cde (0,764
5% 56,0¢ 4,64ac 9,47¢ 0,43ef 1,73¢f 0,80v 0,61bc
10% 56,1¢ 4,96¢d 9,31¢ 0,44¢<fs 1,76f 0,762 0,60bc
Pregel OSA-

ST

2,5% 58,1f 4,24 6,69 0,32¢ 1,504 0,91def (0,43
5% 59,6h 3,11a 4,432 0,27p 1,40¢ 0,87¢ 0,60bc
10% 59,08 3,122 4,702 0,212 1,152 0,94fs  0,522b
Hydrol

OSA-ST

2,5% 54,6¢ 6,39¢ 9,20¢ 0,42¢ 1,67¢ 0,93¢fs 0,764
5% 53,8 5,634 9,12¢ 0,354 1,544 0,968 0,630bc
10% 52,32 4,00p 4,652 0,25b 1,28b 1,07h 0,68cd

Rezultati predstavljaju srednju vrednost tri ponavljanja; vrednosti oznacene istim malim slovom
u koloni nisu statisticki znacajno razlicite (p > 0,05)

MUYV - mo¢ upijanja vode, C2 - minimalna vrednost torzije na pocetku zagrevanja, C3 -
maksimalna konzistencija u fazi zagrevanja, C4/C3 - stabilnost skrobne paste, C5-C4 - iznos
retrogradacije

Na mo¢ upijanja vode kao i na mehani¢ke osobine testa sa dodatkom emulgujucih
skrobova uticalo je vise faktora, kao $to su razblazivanje glutena, karakteristike nativnog
skroba i vrste modifikacije. Zamenom dela pSeni¢nog brasna skrobom smanjuje se
ukupna koli¢ina glutena, $to rezultira formiranjem slabije proteinske strukture
(Miyazaki i sar., 2006). Miyazaki i sar. (2004) su u svom istraZivanju pokazali da se
smanjivanje moc¢i upijanja vode testa, koja su sadrzala razli¢ite skrobne hidrolizate,
moZe pripisati posledici razblazivanja komponenti brasna, uklju¢ujudi gluten i oSteceni
skrob. Pored navedenog, supstitucija hidroksilnih grupa skroba oktenilsukcinatnim

grupama doprinosi izvesnoj hidrofobnosti inace hidrofilnog lanca skroba. Medutim,

utvrdeno je da nakon OSA modifikacije skroba dolazi do naru$avanja kristalne
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strukture skrobne granule (Sweedman i sar., 2013), $to moZe donekle objasniti neznatno
vece vrednosti moci upijanja vode sistema sa 5% i 10% OSA-ST.

Naknadno razruSavanje skrobnih granula uzrokovano susenjem u bubnju dovodi do
formiranja amorfne, viSe otvorene porozne strukture prezelatiniziranog OSA skroba
koja stoga moze da veze viSe vode. Majzoobi i sar. (2011) su takode prikazali da
prezelatinizirani skrob ima ve¢u moc¢ upijanja vode u odnosu na polazni nativni -
nemodifikovani skrob. Nasuprot tome, hidroliza skroba je uticala na smanjivanje
molekulske mase amilopektina i stoga na smanjivanje moc¢i upijanja vode
hidrolizovanih OSA granula. Stoga je dodatak Hydrol OSA-ST uticao na smanjivanje
modi upijanja vode, Sto je i u saglasnosti sa rezultatima dobijenim od strane Miyazaki i
sar. (2004), koji su takode ukazali na smanjivanje mo¢i upijanja vode testa sa dodatkom
hidrolizata skroba.

U toku faze zagrevanja testo sa dodatkom OSA-ST je pokazivalo iste osobine
Zelatinizacije (vrednost konzistencije testa u C3) kao i testo od isklju¢ivo pseni¢nog
brasna (kontrolni uzorak). Ova merenja nisu bila u saglasnosti sa ispitivanjima
viskozitetnog profila model sistema pseni¢ni skrob/OSA skrob, kod kojih je dodatak
OSA-ST prouzorkovao povecanje maksimalnog viskoziteta suspenzije. Razlog tome je
¢injenica da su model sistemi Zelatinizirani u suspenziji, u odsustvu drugih komponenti
brasna, te su imali dovoljnu koli¢inu vode za potpunu Zzelatinizaciju, dok se
Zelatinizacija u mesilici miksolaba odvijala u sistemu sa limitiranom koli¢inom vode.
PSeni¢no brasno sa dodatkom Pregel OSA-ST i Hydrol OSA-ST karakterisala je niza
vrednost konzistencije C3 od vrednosti uocene kod pseni¢nog brasna, i te vrednosti su
opadale sa porastom supstitucije brasna sa OSA-ST i Hydrol OSA-ST. Razblazivanje
granula pSeni¢nog skroba dodatkom skrobova koji su ve¢ Zelatinizirani rezultiralo je
smanjivanjem vrednosti konzistencije testa u C3. Medutim, razlog smanjenja
konzistencije C3 moze biti i posledica adsorpcije OSA skrobova na povr$inu granule
pseni¢nog skroba, sto dovodi do sprecavanja granule da u potpunosti preuzme vodu
otpustenu od strane glutena pri pecenju. Ova osobina Pregel i Hydrol OSA-ST
primecena je i prilikom ispitivanja na model sistemima sa p$eni¢nim skrobom
primenom DSC tehnike. Pojava da dodatak pojedinih hidrolizata skroba ili emulgatora
limitira koli¢inu vode potrebne za Zelatinizaciju skroba primecena je i od strane drugih

autora (Witczak i sar., 2010; Stampfli i Nersten, 1995).
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Miksolab krive brasna sa dodatkom vecih koli¢ina OSA-ST pokazivale su malu
stabilnost tople paste (vrednost C4/C3) u odnosu na kontrolno testo, sto je bilo u
saglasnosti sa vrednostima iznosa razru$avanja dobijenim na model sistemima sa
pseni¢nim skrobom. Medutim, dodatak skrobova koji su rastvorljivi u hladnoj vodi
(Pregel OSA-ST i Hydrol OSA-ST) uticao je na povecanje stabilnosti skrobnih pasti.
Inkorporacijom 10% Hydrol OSA-ST u pSeni¢no brasno nije doslo do pojave
razrusavanja, tj. gubitka stabilnosti skrobne paste.

Povedana vrednost konzistencije testa u tacki C4 sa dodatkom Pregel OSA-ST bila je
posledica povecdanja viskoziteta sistema, §to se moglo uociti iz krivih proticanja model
sistema pSeni¢ni skrob/Pregel OSA-ST. Nasuprot prethodnom, povecanje stabilnosti
skrobne paste testa koje sadrzi Hydrol OSA-ST nije posledica povecanja viskoziteta
sistema, nego se to verovatno moze pripisati mogucnosti Hydrol OSA-ST da ograni¢i
bubrenje skroba pSeni¢nog brasna i isticanje amiloze iz granule.

Krajnja vrednost konzistencije testa (parametra C5 na Miksolab krivoj) sa dodatkom
emulgujucih skrobova je opadala u odnosu na kontrolni uzorak, narocito kod sistema sa
vedim iznosom stepena supstitucije pseni¢nog brasna. Pored toga, dodatak emulgujuéih
skrobova uticao je na povecanje otpornosti ka retrogradaciji, sto se moze zakljuciti na
osnovu nizih vrednosti iznosa retrogradacije (vrednosti C5-C4) u odnosu na isti
parametar kod uzorka kontrolnog pseni¢nog brasna bez dodatka emulgujucih skrobova.
Ovi rezultati bili su u saglasnosti sa rezultatima odredivanja jacine gela model sistema
pSeni¢ni skrob/OSA skrob, koji su takode pokazali da dodatak OSA skrobova u
psenic¢ni skrob dovodi do sniZavanja vrednosti elasti¢nog i viskoznog modula. Sli¢no je
uocio i Hibi (2001), koji je pokazao da dodatak retrogradiranog voskastog skroba utice
na smanjenje krajnjeg viskoziteta suspenzije, kao i Witczak i sar. (2010), koji su primetili
da bezglutenske smese sa dodatkom maltodekstrina karakteri$u nize vrednosti krajnjeg
viskoziteta.

U daljem radu ispitivane su alveografske osobine testa sa dodatkom emulgujucéih
skrobova kako bi se utvrdilo reolosko ponaSanje testa u uslovima velikih iznosa

deformacija (slika 48).

89



Doktorska disertacija Tamara Dapcevi¢ Hadnadev

160

[N
o
=3

140 1,0

= =
) B
S S
N N

de
120 4 08

100 100

0,6

@

S
!

@

=}
1

P/L

=2}

=}
!

o

=}
1

04

'S

o
!

N

o
1

0,2

N

o
!

N}

o
1

P (mm H,0), L (mm), W (x 10*))
P (mm H,0), L (mm), W (x 10™J)

o
I
o

0,0

kontrolni 2,5% 5% kontrolni 2,5% 5%
OSA-ST Pregel OSA-ST

(g
.
. v
——P/L

100 A

g 3
PIL

N
o
1

P (mm H,0), L (mm), W (x 10°J)

o

kontrolni 2,5% 5% 10%
Hydrol OSA-ST

Slika 48. Vrednosti alveografskih parametara testa sa dodatkom OSA skrobova

Kao najjace testo pokazalo se testo sa dodatkom 10% OSA-ST $to se moze zakljuciti na
osnovu visih vrednosti alveografskih paramatera P i W u odnosu na kontrolni uzorak
bez dodataka emulgujucih skrobova.

Nasuprot tome, dodatak Pregel OSA-ST doveo je do porasta rastegljivosti testa (visa
vrednost L parametra) i smanjenja jacine testa (nize P i W vrednosti). Dodatak do 5%
Hydrol OSA-ST nije znacajno uticao na promenu vrednosti parametra W. Medutim,
dodatak od 10% Hydrol OSA-ST uticao je znacajno (p < 0,05) na smanjivanje vrednosti
alveografskih parametara koji ukazuju na ¢vrstocu testa kao $to su P i W parametar, i
dobijeno testo vizuelno je bilo meko i lepljivo.

Dakle, dok je zamena dela pSeni¢nog brasna sa OSA-ST rezultovala dobijanjem testa
povecane jacine i otpornosti ka deformaciji, dodatak Pregel OSA-ST i Hydrol OSA-ST
uticao je na povecanje alveografske rastegljivosti testa.

Uticaj OSA skrobova na razvoj testa tokom fermentacije, kao i sposobnost produkcije i
zadrzavanja gasova pracen je uz pomoc¢ reofermentometra. Rezultati dobijeni iz krive

razvoja testa i krive oslobadanja gasa sumirani su u tabeli 18.
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Tabela 18. Uticaj OSA skrobova na vrednosti parametara fermentacije testa u

reofermentometru
Hm %H T1 T2 H'm T'1 Tx Vcoz Koef.
(%) (%) (h) (h) (mm) (h) (h) (ml) retencije

CO; (%)
Kontrolni 42,702 11,853 225dc 295  6830> 1,002  1,050a 1594b 76,14
OSA-ST

2,5% 43952 7,352 239 >3 64,7020 2,02¢  1,0882 15222b 81,2¢d

5% 43,652 9,152 2,19« >3 64,85%> 1,81cde (9122 1556t  77,22b

10% 46,45® 12,1526 2,02¢ >3 65,0020 1,75¢d  (0,9622 15402 77,62b

Pregel

OSA-ST

2,5% 46,500 16,95> 2,36°  2,93bc 65,306 1,326 1,162 1571b  79,6b¢

5% 45,652 20,35 1,48 281P 67,60> 1,59¢  0,9622 1570> 79 4abe
10% 49,05> 19,60 1,76  2,83bc 68,60b  1,79«d 71,3962 1561b  83,3de

Hydrol

OSA-ST

2,5% 43,600 10,252 2,34de >3 67,25> 1,112 11,0122 1564>  78,63bc
5% 44,75 9,802  2,24de 2 095¢ 65,0526 1,022 0,9622 1534ab 79,0abe
10% 58,30 9,252 2,32de 2 3]a 61,500 1,92de  1,2622 14302  85,1e

Rezultati predstavljaju srednju vrednost dva ponavljanja; vrednosti oznacene istim malim
slovom u koloni nisu statisticki znacajno razlic¢ite (p > 0,05)

Hm - maksimalni razvoj testa, %H - pad visine testa u periodu od momenta postizanja
maksimuma do momenta zavrsetka fermentacije, 71 - vreme postizanja maksimalnog razvoja
testa, T2 - vreme za koje Hm opadne za 10%, H'm - maksimum krive oslobadanja gasa, T'1 -
vreme dostizanja maksimuma krive oslobadanja gasa, Tx - vreme pocetka oslobadanja CO», Vcoz
- koli¢ina oslobodenog gasa

Dodatak OSA skrobova doveo je do porasta maksimalnog razvoja testa (Hm). Najveca
vrednost Hm primecen je kod testa sa 10% Hydrol i Pregel OSA-ST &to ukazuje na to da
bi se kod ovih sistema mogle ocekivati i najvece zapremine hleba (Abd El-Hady i sar.,
1999). Ti rezultati bili su u saglasnosti i sa rezultatima alveografa prema kojima su testa
sa 10% Pregel i 5% Hydrol OSA-ST pokazivala i najvecu rastegljivost, §to prema Wang i
sar. (2002) ukazuje na to da bi takva testa mogla ispoljiti i najveci porast visine za vreme
fermentacije. Razlike u alveografskim i reofermentometrijskim podacima za uzorak sa
10% Hydrol OSA-ST bile su posledica ¢injenice da su razlike u pripremi uzoraka
(konstantna hidratacija nasuprot konstantne konzistencije) najvise uticale na ovaj sistem
jer je on ispoljio najmanju mo¢ upijanja vode, te mu je dodatak iste koli¢ine vode u
mesilici alveografa, kao i brasnima sa ve¢om mod¢i upijanja vode, doveo do obrazovanja
najslabijih testa.

Medutim, testo sa dodatkom 5 i 10% Pregel OSA-ST pokazivalo je najveci pad visine

testa (%H) u periodu od momenta postizanja maksimuma do momenta zavrSetka

91



Doktorska disertacija Tamara Dapcevi¢ Hadnadev

fermentacije koja je u ovom slucaju bila ogranicena na 3 h. Takode, vreme postizanja
maksimalnog razvoja testa (I1) kod pomenutih sistema bilo je znacajno smanjeno.
Uzimajuci u obzir vrednosti %H i T1 moZe se zakljuciti da je u slucaju Pregel OSA-ST
potrebno voditi kra¢u fermentaciju. Vrednosti T2 bile su visoke u slucaju svih
ispitivanih uzoraka. Jedini statisticki znac¢ajan (p < 0,05) pad vrednosti T2 primecen je
kod testa sa dodatkom 10% Hydrol OSA-ST.

Posmatrajuci krivu produkcije i zadrzavanja gasa, primecuje se da prisustvo OSA
skrobova nije znacajno uticalo na vreme pocetka oslobadanja CO, (Tx), kao ni na
koli¢inu oslobodenog gasa (Vcoz). Jedini izuzetak bio je uzorak sa 10% Hydrol OSA-ST
kod kojeg je primeceno znacajno (p < 0,05) smanjenje Vco:. Medutim, dodatak OSA
skrobova uticao je na povecanje procenta zadrzalog CO: u testu nakon 3 h, sto je
izrazeno koeficijentom retencije. Prema Beck i sar. (2012) produkcija gasa pekarskog
kvasca povecava veli¢inu pora, $to ukazuje da je za zadrzavanje gasa i prevenciju
rastvaranja CO, u testu potrebna dobro razvijena glutenska trodimenzionalna struktura.
Rezultati prezentovani u tabeli 18 ukazuju da prisustvo vec¢ih koncentracija Pregel i
Hydrol OSA-ST i manjih koncentracija OSA-ST dovodi do formiranja umreZene
strukture, koja kao i glutenska, moze da zadrZi gas.

Testa sa najve¢im vrednostima koeficijenta retencije CO2 (10% Pregel i Hydrol OSA-ST,
kao i 2,56% OSA-ST) ispoljila su tokom testiranja na alveografu i smanjenu vrednost
parametra P, a pojedina i povecanu vrednost parametra L u odnosu na kontrolni uzorak,
Sto ukazuje da opne formirane oko gasnog mehura nisu bile suvise jake i mogle su
dovoljno da se rastegnu i zadrze vec¢u koli¢inu gasa od opni formiranih u kontrolnom
uzorku. Nasuprot tome, kod uzoraka sa 5 i 10% OSA-ST prevelika otpornost testa ka
deformaciji, odnosno prevelika Zilavost testa (iskazana kao porast vrednosti parametra
P), prouzrokovala je ograni¢enu i sporu ekspanziju gasnih mehura nastalih u procesu
fermentacije (van Vliet i sar., 1992), §to se odrazilo na smanjenje koeficijenta retencije
gasa u odnosu na uzorak sa 2,5% OSA-ST.

Rezultati su u saglasnosti i sa istrazivanjima Kim i sar. (2001) na testu za mafine, koji su
takode pokazali da dodatak OSA skrobova povecava ugradnju gasa u testo. Dobra
sposobnost retencije gasova u testu primecena je i kod modifikata celuloze sa
emulgujuéim svojstvima (Lazaridou i sar., 2007), kao i drugih preZelatiniziranih

skrobova (Seyhun i sar., 2005).
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5.5.2. Fundamentalne reoloske osobine testa sa dodatkom OSA skrobova

U ovom radu testa za fundamentalna reoloska merenja pripremana su na dva nacina.
Prvi nacin podrazumevao je pripremu na konstantnu konzistenciju u miksolabskoj
mesilici uzimajuéi u obzir mo¢ upijanja vode testa, dok je vreme meSenja odgovaralo
vremenu razvoja testa. Drugi nacin pripreme podrazumevao je zames testa na
konstantnu hidrataciju (MUV = 50%) na alveografskoj mesilici.

Uticaj OSA skrobova na viskoelasti¢ne osobine tako pripremljenih testa analiziran je
primenom dinamickih oscilatornih testova (slike 49-50), kao i testova puzanje-oporavak

strukture (slike 51-52).
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Slika 49. Viskoelasti¢ne osobine testa sa dodatkom OSA skrobova pripremljenih na
konstantnu hidrataciju

Testovi zavisnosti modula od frekvencije kod svih analiziranih uzoraka (slike 49-50),
pokazivali su visu vrednost modula elasti¢nosti (G') u odnosu na modul viskoznosti
(G"). Stoga je vrednost tan 6 (G"/G') kod ovih sistema bila manja od 1. Medutim,
obzirom da je vrednost G' rasla sa porastom frekvencije i da su vrednosti tan & bile vece

od 0,1, moze se zakljuciti da su se ispitivani sistemi testa reoloski ponasali kao slabi
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gelovi. Takvo ponasanje tipi¢no je za testo dobijeno iz pSeni¢nog brasna (Dobraszczyk i
Morgenstern, 2003; Weipert, 1990). Sli¢cno ponasanje (dominantnu vrednost G' u odnosu
na G"i zavisnost modula od frekvencije) ispoljili su i model sistemi testa, s tim da su
zbog razlike u sastavu ispitivanih sistema, model sistemi ispoljili vise vrednosti

elasti¢nog i viskoznog modula od realnih.
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Slika 50. Viskoelasti¢ne osobine testa sa dodatkom OSA skrobova pripremljenih na
konstantnu konzistenciju

U poredenju sa kontrolnim uzorkom dodatak OSA-ST u veéim koncentracijama
dovodio je do porasta elasti¢nog i viskoznog modula sistema, tj. dobijeno testo bilo je
jace. Nasuprot tome, dodatak Pregel OSA-ST uticao je na smanjivanje vrednosti oba
modula, odnosno obrazovanja slabijih testa u odnosu na kontrolno. Ponasanje Hydrol
OSA-ST zavisilo je zna¢ajno od vrste zamesa. Dok je povecanje koncentracije Hydrol
OSA-ST u zamesu dobijenom na alveografskoj mesilici pri konstantnoj hidrataciji
dovodilo do znacajnog slabljenja testa, pri zamesu na miksolabskoj mesilici slabljenje

strukture primeceno je tek pri koncentraciji vecoj od 5%.
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Slika 51. Krive puzanja i oporavka testa sa dodatkom OSA skrobova pripremljenih na

konstantnu hidrataciju

Krive puzanje-opravak prikazane u na slici 51-52. Pri primenjenom naponu smicanja od

7 Pa koji nije prevazilazio opseg linearnog viskoelasti¢nog regiona, testo supstituisano

sa 10% OSA-ST pokazivalo je najve¢u otpornost na primenjeni napon, sto se vidi iz

smanjenja vrednosti iznosa maksimalnog puzanja (Juux). Redukcija maksimalnog iznosa

deformacije (Ju) bila je izraZenija kod testa koja su bila zame$ena na konstantnu

konzistenciju. Nasuprot tome, dodatak 5 i 10% Pregel i Hydrol OSA-ST doveo je do

porasta Ju.x odnosno povecanja rastegljivosti testa. Dok je kod zamesa na konstantnu

hidrataciju povecanje rastegljivosti bilo najizraZenije kod testa sa 10% Hydrol OSA-ST,

kod zamesa na konstantnu konzistenciju rastegljivost je bila najveca kod 10% Pregel

OSA-ST.
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Slika 52. Krive puzanja i oporavka testa sa dodatkom OSA skrobova pripremljenih na
konstantnu konzistenciju

Na osnovu prikazanih rezultata moZze se uociti da su razlike u pripremi testa najvise
uticale na sisteme sa Hydrol i Pregel OSA-ST. To se moze tumaciti ¢injenicom da su ove
dve vrste dodatka najvise uticale na promenu mo¢i upijanja vode kontrolnog uzorka
brasna. Sistem sa 10% Pregel OSA-ST, koji je imao najvec¢u vrednost mo¢i upijanja vode
(MUYV prema miksolabu 59,0%), prilikom pripreme na konstantnu hidrataciju od 50%
bio je nedovoljno hidratisan, te je pokazivao vece vrednosti modula elasti¢nosti i nize
vrednosti Juam, tj. davao je jaca testa nego u slucaju pripreme na konstantnu
konzistenciju.

Vrednosti parametara testova fundamentalne reologije kod uzoraka pripremljenih na
konstantnu hidrataciju bili su u saglasnosti sa rezultatima dobijenim u testovima
primenjene reologije, kao i rezultatima dobijenim na model sistemima. Naime, porast
vrednosti G' kako realnih tako i model sistema (glutena i testa) uglavnom je pracen
porastom vrednosti parametara P i W u alveografskom testu, a opadanjem vrednosti [y

u testu puzanja i vrednosti L u alveografskom testu i obrnuto.
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Obzirom da su rezultati reoloskog ponasanja testa u ovom radu poredeni sa rezultatima
probnog pecenja hleba, u daljem radu razmatrace se uticaj OSA skrobova na osobine

testa pripremanog na konstantnu konzistenciju (tabele 19 i 20).

Tabela 19. Uticaj dodatka OSA skrobova na vrednosti parametara "frequency sweep" testa

G' (Pa) tan o

Kontrolni 15985¢ 0,408¢
OSA-ST

2,5% 19655de 0,383
5% 19950e 0,377v
10% 24955f 0,3472
Pregel OSA-ST

2,5% 11935v 0,411¢<d
5% 10850P 0,4314
10% 63892 0,476°
Hydrol OSA-ST

2,5% 17640¢d 0,395¢¢
5% 18180cde 0,408¢
10% 12955P 0,414¢d

Rezultati predstavljaju srednju vrednost tri ponavljanja; vrednosti oznacene istim malim slovom
u koloni nisu statisticki znacajno razlicite (p > 0,05).

Vrednosti parametara o¢itane su na 10 Hz.

G' - elasti¢ni modul, G" - viskozni modul, tan 6 = G"/ G'.

Kao sto je i prethodno receno, dodatak OSA-ST povecavao je vrednost elasti¢nog
modula i posledi¢no smanjivao vrednost tan 6, dok je Pregel OSA-ST ispoljavao
suprotan efekat. Dodatak Hydrol OSA-ST pri malim koncentracijama uticao je na
ojacanje strukture, dok je dalji dodatak slabio strukturu sistema.

Rezultati testa puzanja i oporavka (tabela 20) bili su u saglasnosti. Testa supstituisana sa
OSA-ST ispoljavala su najvecu otpornost na primenjeni napon, sto se ogledalo u
redukciji iznosa Jux. Dodatak OSA-ST nije statisticki znacajno uticao (p > 0,05) na
vrednost Jo, dok je njegovo prisustvo dovodilo do smanjenja J... Najveci iznos smanjenja
Jm u fazi puzanja ispoljio je system sa 5% OSA-ST. Nagla promena vrednosti parametara
pri koncentraciji od 5% OSA-ST primecena je i kod model sistema gluten-emulgujuci

skrob, i jos tada je ukazano na mogucénost postojanja interakcija pri ovoj koncentraciji.
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Sa porastom koncentracije OSA-ST primecen je i porast vrednosti parametra 7, Sto je
bilo u saglasnosti sa ostalim parametrima krive puzanja, s obzirom da povecanje
vrednosti njutnovskog viskoziteta ukazuje na povecanje jacine testa (Edwards i sar.,
2001).

Nasuprot tome, dodatak Pregel OSA-ST uticao je na porast Jum, tj. na porast
rastegljivosti testa, kao i na smanjenje 7. Vrednosti parametara Jo i | bile su statisticki
znacajno (p < 0,05) promenjene tek pri iznosu koncentracije od 10%. Rezultati Hydrol
OSA-ST su kao i u slucaju dinamickih oscilatornih testova uticali na blago ojac¢avanje
sistema, ali samo pri niZim iznosima koncentracija (do 5%).

Tokom faze oporavka relativna vrednost elasticne deformacije (J/Jmx) uzoraka koji su
sadrzali OSA skrobove bila je veca u poredenju sa kontrolnim uzorkom, sto ukazuje da
je dodatak OSA skrobova dovodio do obrazovanja strukture koja je imala vecu
sposobnost oporavka nakon primenjenog napona smicanja.

Imajudi u vidu da jac¢ina brasna, izraZena kao visoka vrednost njutnovskog viskoziteta u
fazi puzanja, prvenstveno zavisi od gustine prisutnih veza, tj. umreZavanja strukture
(Edwards i sar., 2001) razlike u reoloskom ponaSanju sistema sa razli¢itim OSA
skrobovima bile su posledice razlika u strukturi skrobne granule. Do istih zaklju¢aka o
vezi struktura-funkcionalnost-ponasanje u procesu proizvodnje doslo se i na osnovu
rezultata testova primenjene reologije, kao i rezultata testova na model sistemima gluten
i testo, koji su ukazali da OSA-ST usled formiranja strukture sastavljene od agregata
granula doprinosi jacini testa, dok Pregel OSA-ST i Hydrol OSA-ST formiraju umrezenu
strukturu koja uti¢e na kontinualnost glutenske mreze, razblazuje je, sto i dovodi do

slabljenja strukture sistema.

5.6. Uticaj OSA skrobova na kvalitet i starenje hleba

5.6.1. Kvalitet hleba sa dodatkom OSA skrobova

Uticaj dodatka emulgujucih skrobova na boju kore hleba kao i na specifi¢cnu zapreminu

su prikazani na slici 53, dok su eksperimentalno dobijeni rezultati sumirani u tabeli 21.
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Slika 53. Spoljasnji izgled hleba sa dodatkom razli¢itih emulgujucih skrobova; A)
kontrolni, B) 10% OSA-ST, C) 10% Pregel OSA-ST i D) 10% Hydrol OSA-ST

Tabela 21. Specifi¢ne zapremine i parametri boje kore hleba sa dodatkom OSA skrobova

Kontrolni 2,412 58,19«¢ 11,39 31,22¢ 88,53 -
OSA-ST

2,5% 2,482 59,09d¢  11,47° 32,454 91,44c 1,71
5% 2,462 60,03¢ 11,51° 31,92¢ 87,30 1,61
10% 2,502 64,08¢ 9,992 55,254 82,152 6,58
Pregel OSA-ST

2,5% 2,69v 56,62bc  12,23bc  31,23¢ 93,01c 2,05
5% 2,84¢ 56,50° 14,70¢f  31,54¢ 97,604 6,10
10% 2,80¢ 52,502 13,184 28,232 92,85¢ 3,86
Hydrol OSA-ST

2,5% 2,462 58,32«d  12,10bc  31,87¢ 91,39 1,24
5% 2,68> 55,84b 13,74de  29,69° 91,35¢ 3,94
10% 2,72b 53,282 15,40f 29,68b 99434 6,49

Rezultati predstavljaju srednju vrednost Cetiri ponavljanja za parametar specifi¢cna zapremina i
pet za parametar boja kore; vrednosti oznacene istim malim slovom u koloni nisu statisticki
znacajno razlic¢ite (p > 0,05).

L* - koordinata svetloée boje (gde 0 oznac¢ava crno, a 100 belo), a* - crveno-zelena koordinata (gde
a*+ oznacava crvenu i a*- oznacava zelenu boju), b* - Zuto-plava koordinata (gde b*+ oznacava
zutu i b* oznacava plavu), Bl - indeks tamnjenja, AE - ukupna razlika boje.

Dodatkom OSA-ST dobijen je hleb svetlije kore (veca vrednost parametra L* i manja
vrednost indeksa tamnjenja, Bl pri vedim udelima emulgujeceg skroba) i sli¢ne
specifi¢ne zapremine kao kontrolni hleb. Medutim, za razliku od OSA-ST, inkorporacija
Pregel OSA-ST kao i Hydrol OSA-ST rezultirala je dobijanjem hlebova tamnije kore

(manja vrednost parametra L* i veca vrednost indeksa tamnjenja BI) i vecih specifi¢nih

zapremina u odnosu na kontrolni uzorak. Vrednosti parametra AE su ukazivale da su
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razlike u boji koje se mogu detektovati ljudskim okom bile znacajne za hlebove sa
dodatkom 10% OSA-ST kao i za hlebove sa dodatkom 5 i 10% Pregel OSA-ST i Hydrol
OSA-ST u odnosu na kontrolni uzorak bez dodatka emulgujucih skrobova.

Rezultati odredivanje specificne zapremine bili su u saglasnosti sa rezultatima
dobijenim na alveografu i reofermentometru prema kojima su dodaci Pregel i Hydrol
OSA-ST uticali na smanjenje jacine testa (parametra W), te je u takvim meksim testima
ekspanzija gasnih mehurova bila olak$ana, $to je dovelo do bolje retencije gasa tokom
fermentacije i posledi¢no do veée zapremine hleba. Rezultati su bili u sagasnosti i sa
ispitivanjima Seyhun i sar. (2005) koji su testirajuci razli¢ite skrobove utvrdili da
prezelatinizirani skrobovi uti¢u na dobijanje proizvoda najvece zapremine i tu pojavu
pripisali osobini ovih skrobova da su ve¢ Zelatinizirani i da stoga mogu lako da
formiraju strukturu i povecdaju zapreminu.

Tamnija boja kore hlebova koji su sadrzali Pregel i Hydrol OSA-ST u odnosu na hlebove
sa OSA-ST moze se objasniti pomocu rezultata testa rastvorljivosti izvrsenog na model
sistemima pSenicni skrob/OSA skrob. Prema tom testu, sistemi koji su sadrZzali Pregel i
Hydrol OSA-ST ispoljili su vecu rastvorljivost sistema na povisenoj temperaturi (80 °C)
od sistema sa OSA-ST, a povecana kolicina rastvorljivih ugljenih hidrata uticala je na
dobijanje proizvoda sa tamnijom korom (Cauvain, 2007).

Izgled preseka sredine hleba sa dodatkom razli¢itih emulgujuéih skrobova prikazan je
na slici 54, dok su parametri strukture sredine hleba sumirani u tabeli 22.

Broj pora po kvadratnom centimetru, prosecna veli¢ina pora kao i gustina pora (odnos
povrsina pora prema ukupnoj povrsini) koje su izmerene u ovim hlebovima su u dobroj
saglasnosti sa vrednostima objavljenim od strane Goesaert i sar. (2008). Na osnovu
rezultata raspodele veli¢ine pora sredine hleba (tabela 22) moZe se primetiti da nije bilo
statisticki znacajnih razlika (p > 0,05) po pitanju veli¢ine pora i gustine pora izmedu

kontrolnog hleba i hlebova sa dodatkom OSA-ST.
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Slika 54. Izgled sredine hleba sa dodatkom razli¢itih emulgujuéih skrobova; A)
kontrolni, B) 10% OSA-ST, C) 10% Pregel OSA-ST i D) 10% Hydrol OSA-ST

Tabela 22. Vrednosti parametara pora sredine kontrolnog hleba kao i hlebova sa
dodatkom razli¢itih emulgujucih skrobova

Uzorak Srednja vrednost Povrsina pora/ukupna
povrsine pora povrsina (%)
(mm?)

Kontrolni 88¢cd 0,45ab 39,0ab

OSA-ST

2,5% 8§2bed 0,462b 37,62

5% 76b 0,50bc 37,82

10% 88d 0,412 36,62

Pregel OSA-ST

2,5% 642 0,634 40,7abe

5% 642 0,674 42,6bc

10% 78be 0,48abe 37,12

Hydrol OSA-ST

2,5% 84bed 0,462bc 38,742b

5% 85bed 0,442b 37,22

10% 83bed 0,54¢ 44,7¢

Rezultati predstavljaju srednju vrednost Sest ponavljanja; vrednosti oznacene istim malim
slovom u koloni nisu statisticki znacajno razlic¢ite (p > 0,05)
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Dodatak Pregel OSA-ST uticao je na smanjenje broja pora po kvadratnom centimetru.
Sredine hlebova koji su pripremani uz dodatak 2,5 i 5% Pregel OSA-ST karakterisale su
najvece vrednosti povrsina pora. Dobijeni rezultat je u skladu sa ¢injenicom da su ovi
hlebovi ujedno imali i najveée specifi¢ne zapremine. Dodatak Hydrol OSA-ST uticao je
na srednju vrednost povrsine pora kao i na gustinu pora samo pri najvecoj ispitivanoj
koncentraciji. Ovo predstavlja veliku prednost upotrebe OSA voskastih kukuruznih
skrobova u odnosu na umrezene voskaste kukuruzne skrobove (Hung i Morita, 2004) ili
maltodekstrine (Witczak i sar.,, 2010) za koje je utvrdeno da poboljsavaju mekocu
sredine hleba, ali da sredine tako dobijenih hlebova karakterise pojava neravnomernih i
krupnih pora.

Dodatak emulguju¢ih skrobova uticao je i na povecanje ukupne razlike u boji, AE
sredine hleba u odnosu na kontrolni uzorak, $to se moZe uociti na slici 54 kao i na

osnovu rezultata merenja boje sredine hleba koji su sumirani u tabeli 23.

Tabela 23. Boja sredine kontrolnog hleba kao i hlebova sa dodatkom razlic¢itih
emulgujucih skrobova

Kontrolni 62,482 1,112b 19,82f 57,557 -
OSA-ST

2,5% 65,89bede 1,072b 19,68f 60,58b<d 3,64
5% 66,43de 1,022 19,57 def 61,39¢<d 3,78
10% 67,73¢ 0,992 19,24def 62,41cd 5,07
Pregel OSA-ST

2,5% 63,3520 INIVED 19,03de 58,752b 1,02
5% 65,29bcde 1,002 18,06¢ 60,85bcd 4,09
10% 66,11¢de 1,0620 14,962 62,944 6,14
Hydrol OSA-ST

2,5% 63,692bc 1,22b 19,57¢f 58,7320 1,29
5% 64,70abed 1,142 18,884 60,08b¢ 2,02
10% 65,38bede 1,052b 16,12b 61,80<d 4,78

Rezultati predstavljaju srednju vrednost pet ponavljanja; vrednosti oznacene istim malim slovom
u koloni nisu statisticki znacajno razlicite (p > 0,05)

L* - koordinata svetloce boje (gde 0 oznacava crno, a 100 belo), a* - crveno-zelena koordinata (gde
a*+ oznacava crvenu i a*- oznacava zelenu boju) i b* - Zuto-plava koordinata (gde b*+ oznacava
zutu i b* oznacava plavu), WI - indeks beline, AE - ukupna razlika boje.

Upotreba emulgujuéih skrobova rezultirala je hlebovima svetlijih sredina (veé¢e L* i WI
vrednosti), s tim da je najizrazaniji efekat primecen kod sistema sa OSA-ST. Nisu

uocavane znacajnije razlike u tonu crvene boje sredine hleba (pozitivha vrednost

parametra 4*) pri primeni razli¢itih emulguju¢ih skrobova dodatih u razli¢itim
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koli¢inama, dok se parametar Zute boje sredine hleba (pozitivna vrednost parametra b*)
smanjivao sa dodatkom OSA skrobova rastvorljivih u hladnoj vodi. Medutim, na
osnovu vrednosti parametra AE, razlike u boji koje su vidljive ljudskim okom se mogu

primetiti samo pri vec¢oj koncentraciji upotrebljenih emulgujucih skrobova.

5.6.2. Promene parametara kvaliteta hleba tokom starenja

U tabeli 24 su prikazane promene vlage sredine hleba sa dodatkom emulgujuc¢ih
skrobova tokom tri dana skladistenja. Vrednosti vlage sredine hlebova kretale su se od
41,95 do 43,81%, sto je u saglasnosti sa vrednostima dobijenim od strane Skendi i sar.
(2010) za hleb pripreman od 100 g testa.

Nakon hladenja na sobnoj temperaturi (2 h), hlebove pripremane sa OSA-ST i Pregel
OSA-ST karakterisala je najveca vlaga sredine, dok su kod uzoraka sa dodatkom 5110 %
Hydrol OSA-ST izmerene manje vrednosti vlage sredine hleba u odnosu na kontrolni

uzorak.

Tabela 24. Promena vlage sredine hleba tokom ¢uvanja u kontrolisanim uslovima (T =
23 °C)

2h 24 h 72 h
Kontrolni 41,95¢3 41,32e2 40,94h1
OSA-ST
2,5% 42,4643 40,8142 39,571e1
5% 42,4043 40,8742 39,481
10% 42,4043 41,8182 39,1641
Pregel OSA-ST
2,5% 42,3643 41,6912 39,541
5% 42,82e3 41,60£2 39,7561
10% 43,81£3 41,2422 39,8981
Hydrol OSA-ST
2,5% 42,3043 40,37¢2 38,73¢1
5% 41,563 40,12b2 38,45b1
10% 41,1943 38,1022 36,5741

Rezultati predstavljaju srednju vrednost tri ponavljanja; vrednosti oznacene istim malim slovom
u koloni i brojem u redu nisu statisticki znacajno razlicite (p > 0,05)

U toku ¢uvanja (72 h) vlaga sredine hleba je opadala kao posledica migracije iz sredine
hleba ka kori. Medutim, dok je kod kontrolnog uzorka vrednost vlage opala za 2,4% u
odnosu na pocetnu vrednost, vrednosti vlage uzoraka sa najve¢om koncentracijom

OSA-ST, Pregel OSA-ST i Hydrol OSA-ST opale su za 7,6%, 8,9% i 11,2%, Sto ukazuje da
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je kapacitet zadrzavanja vode sredine hlebova sa dodatkom emulgujucih skrobova bio
manji u odnosu na kontrolni uzorak.

Promene u vrednostima TPA parametara hlebova sa dodatkom emulgujucih skrobova
tokom tri dana skladiStenja prikazane su u tabeli 25. Inkorporacija emulgujuc¢ih
skrobova uticala je na smanjivanje inicijalne ¢vrstoce i otpora Zvakanju. Dodatak Pregel
OSA-ST je znacajno uticao na inicijalnu ¢vrsto¢u koja se smanjila za 33-64% u odnosu na
kontrolni uzorak. Vrsta i koli¢ina upotrebljenih emulgujuc¢ih skrobova nisu znacajno
uticali na naknadnu elasti¢nost i kohezivnost. Nasuprot tome, inicijalna elasti¢nost
hlebova sa dodatkom emulgujucih skrobova opadala je u odnosu na kontrolni uzorak.
Na iznos ¢vrstoce znacajno uti¢u zapremina i poroznost sredine hleba (Goesaert i sar.,
2008). Na primer, smanjenje ¢vrstoce hleba mozZe biti posledica povedanja ukupne
povrsine pora hleba (Skendi et al., 2010), uti¢uci tako na smanjenje sile potrebne da se
komprimuje ispitivani uzorak. Pored toga, povecana mekoca sredine hleba moze biti
posledica i vece vlage sredine hleba (Morita i sar.,, 2002). Medutim, prema nekim
istrazivanjima, vlaga sredine hleba nije povezana sa ispitivanom ¢vrsto¢om hleba (Hibi,
2001). U ovom istrazivanju, hlebove sa dodatkom Pregel OSA-ST, koje su karakterisale
vece vrednosti specificnih zapremina, srednje vrednosti povrsine pora kao i vlage
sredina, karakterisalo je i najizraZenije smanjivanje ¢vrstoce sredine hleba u odnosu na
kontrolni uzorak.

Smanjena ¢vrstoca hlebova sa dodatkom emulgujuc¢ih skrobova se moZze povezati sa
smanjenom krajnjom vrednosti konzistencije i iznosa retrogradacije koja je primecena
tokom merenja upotrebom miksolaba. Dodatak emulgujuéih skrobova redukovao je
povezivanje polimera amiloze vodoni¢nim vezama, $to je dovelo do slabije gel

strukture, a kao posledice toga i mekse sredine hleba.
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Pracenje c¢vrstoce sredine hleba je dobar indikator starenja hleba jer ¢uvanje istog
uzrokuje povecanje ¢vrstoce (Seyhun i sar., 2005). Tokom stajanja ¢vrstoca sredine hleba
je porasla, dok su elasti¢nost, kohezivnost i inicijalna elasticnost opadale (tabela 25).
Razlog povecdanja ¢vrstoce bilo je smanjivanje vlage sredine hleba, ali i fenomen
retrogradacije (Biliaderis i sar., 1995). Prema Ghiasi i sar. (1984) amilozna frakcija
retrogradira brzo tokom pocetnog hladenja hleba, dok su spore promene
amilopektinskih frakcija odgovorne za naknadno povecanje ¢vrstoce. Vrednosti ¢vrstoce
sredine hleba sa dodatkom OSA-ST i hleba sa Pregel OSA-ST nakon 24 h ¢uvanja su bile
slicne ili znacajno niZe u odnosu na ¢vrstocu kontrolnog uzorka pracenog 2 h nakon
pecenja.

Kako emulgujuci skrobovi nisu pokazivali velike kapacitete zadrzavanja vode, njihov
efekat omeksavanja se moze pripisati slabljenju retrogradirane strukture pseni¢nog
skroba, sto se i ogledalo u smanjivanju iznosa retrogradacije odredenog na miksolabu.
Razlog smanjivanja iznosa retrogradacije moze biti i formiranje amiloza-OSA
inkluzionog kompleksa, 8to su pretpostavili Thirathumthavorn i Charoenrein (2006).
DSC merenja na model sistemima ukazala su da je prisustvo Pregel i Hydrol OSA-ST
ometalo prodiranje vode u granule pSeni¢nog skroba, tj. da su oni uticali na smanjenje
bubrenja i rastvorljivosti pseni¢nog skroba u toku pecenja, sto se posledi¢no odrazilo i
na smanjenje ¢vrstoce sredine hleba (Gill i sar., 2002). Rezultati pradenja promene
¢vrstoée sredine hleba bili su u saglasnosti i sa rezultatima odredivanja promene
¢vrstoce model sistema pSenicni skrob/OSA skrob, koji su takode pokazali sa dodatak
OSA skrobova usporava pojavu retrogradacije skrobnog gela.

Na osnovu prezentovanih rezultata moze se uociti da je hleb sa 5% Pregel OSA-ST
pokazivao najmanju ¢vrstocu sredine hleba nakon 72 h skladistenja, dok je dodatak vece
koli¢ine Pregel OSA-ST znacajno uticao na pogorsanje reoloskih osobina testa u pogledu
jac¢ine testa, a time i kvaliteta hleba u smislu specifi¢éne zapremine i teksture sredine

hleba.
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Zakljucak

Pokazano je da se emulgujuéi skrobovi (skrob-natrijum-oktenilsukcinati - OSA
skrobovi) ispitivani u ovoj disertaciji: a) izbeljeni (OSA-ST), b) preZzelatinizirani (Pregel
OSA-ST) i c¢) hidrolizovan, suSen u spreju (Hydrol OSA-ST), mogu primeniti kao

poboljsivaci u proizvodnji hleba.

> Ispitivanja sprovedena na model sistemima: a) gluten sa dodatkom 10, 20 i 30%
OSA skroba i b) mesavina glutena i pSeni¢nog skroba u odnosu 16,5/83,5 u kojoj
je 2,5;5110% pseni¢nog skroba zamenjeno OSA skrobom, pokazala su da uticaj
OSA skroba na reoloske osobine testa nije samo posledica razblazivanja glutena
kao komponente odgovorne za viskoelastiéno ponasanje testa, ve¢ i specifi¢nih
interakcija na mikrostrukturnom nivou. Na osnovu rezultata ispitivanja
mikrostrukture sistema uocava se da dodatak OSA-ST dovodi do povecanja
udela skrobnih granula koje usled agregacije formiraju strukturu i uti¢u na
ojacanje glutenske mreZe i posledi¢no povecanje modula elasti¢nosti sistema.
Nasuprot tome, dodatak Pregel OSA-ST i Hydrol OSA-ST doveo je do
naru$avanja kontinualnost glutenske mreze i obrazovanja poroznije strukture $to
se odrazilo na smanjenje modula elasti¢nosti sistema.

> Model sistemi (1, 4 i 8% gelovi pSeni¢nog skroba sa dodatkom 10 i 20% OSA
skroba) pripremani u cilju pracenja uticaja OSA skroba na retrogradaciju

pSeni¢nog skroba, kao fenomena odgovornog za starenje hleba, ukazali su da
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dodatak OSA-ST i Pregel OSA-ST dovodi do povecanja viskoziteta 4% skrobnih
pasti, dok Hydrol OSA-ST snizava vrednost viskoziteta u odnosu na kontrolni
uzorak. Takode je primeéeno (primenom reoloskih dinamickih testova i testova
analize profila teksture) da dodatak OSA skrobova uti¢e na slabljenje jacine 8%
gela pSenicnog skroba. Parametri Avrami-jeve jednacine koris¢ene za
modelovanje kinetike starenja gela, tj. promene ¢vrstoce gela u toku 1, 2,3,517
dana pokazali su da OSA skrobovi smanjuju brzinu starenja skrobnog gela.
Sterne smetnje prouzrokovane prisustvom oktenilsukcinat grupa, kao i povecan
udeo amilopektinskih lanaca, doveli su i do smanjenog sinerezisa (kao jo$ jednog
pokazatelja starenja sistema) kod OSA-ST i Pregel OSA-ST u odnosu na
kontrolni uzorak. DSC merenja ukazala su da dodatak sva tri OSA skroba
dovodi do smanjenja entalpije Zelatinizacije, kao i da nakon 14 dana skladistenja
na 4 °C (period u toku kojeg dolazi do retrogradacije amilopektina) uzorci sa
Pregel i Hydrol OSA-ST pokazuju manji iznos entalpije retrogradacije u odnosu
na kontrolni uzorak.

> Dodatak od 2,5 5 i 10% OSA skrobova u testo doveo je do promena u
mikrostrukturi sistema, $to se odrazilo na promene u reoloSkom ponasanju testa.
Brasna koja su sadrzala OSA-ST ispoljavala su ve¢u mo¢ upijanja vode i dobijena
testa pokazivala su vecu otpornost na deformaciju u odnosu na kontrolni
uzorak, Sto su potvrdili i reoloski testovi malih deformacija (oscilatorni
dinamicki i testovi puzanja i deformacije) i testovi velikih deformacija (miksolab,
alveograf). Dodatak Pregel OSA-ST skrobnih granula dovelo je do obrazovanja
sistema sa najve¢om moci upijanja vode. Nasuprot tome, dodatak Hydrol OSA-
ST skroba uticao je na smanjivanje mo¢i upijanja vode pSeni¢nog brasna. Testa sa
dodatkom Pregel i Hydrol OSA-ST skroba ispoljavala su manju otpornost na sile
deformacije (nize P i W vrednosti alveografa, nize module elasti¢nosti i
viskoznosti, i vede vrednosti maksimuma popustljivosti u reoloskim testovima
puzanja i oporavka) i povecanu rastegljivost testa izrazenu kroz L parametar
alveografa. Tokom temperaturnog ciklusa zagrevanja i hladenja testa
supstituisanog OSA skrobovima u mesilici miksolaba (zagrevanje u intervalu
temperatura od 30 do 90 °C i hladenje u intervalu od 90 do 50 °C) ustanovljeno je
da dodatak Pregel i Hydrol OSA-ST dovodi do snizavanja maksimuma

konzistencije tokom Zelatinizacije i povecanja stabilnosti skrobne paste. Dodatak
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sva tri OSA skroba uticao je na smanjenje iznosa retrogradacije sistema, pri ¢emu
je najvedi uticaj ispoljio dodatak od 2,5 i 10% Pregel OSA-ST. Rezultati pracenja
ponasanja testa tokom fermentacije (reofermentometar) pokazali su da dodatak
OSA skrobova uti¢e na porast maksimalnog razvoja testa i procenta zadrzalog
COz u testu, pri ¢emu je najveci porast primecen kod testa sa 10% Hydrol i Pregel
OSA-ST.

> Promene u reoloskim osobinama sistema prouzrokovane dodatkom emulgujucih
skrobova uticale su i na kvalitet krajnjeg proizvoda (hleba). Dodatak OSA-ST
uticao je na dobijanje hleba svetlije boje kore i sli¢ne specifi¢cne zapremine kao
kontrolni hleb. Medutim, za razliku od OSA-ST, inkorporacija Pregel OSA-ST
kao i Hydrol OSA-ST rezultirala je dobijanjem hlebova tamnije kore i vecih
specifi¢énih zapremina u odnosu na kontrolni uzorak, sto je bilo u saglasnosti sa
rezultatima pracenja reoloskih osobina testa tokom fermentacije. Sredine hlebova
pripremanih uz dodatak 2,5 i 5% Pregel OSA-ST i 10% Hydrol OSA-ST
karakterisale su najvece vrednosti povrsSina pora. Ostale vrste i koncentracije
emulgujuc¢ih skrobova nisu znacajno uticale na strukturu sredine hleba
definisanu vrednostima pokazatelja kvaliteta: gustina pora, srednja vrednost
povrsine pora i odnos povrsine pora i ukupne povrsine sredine hleba. Dodatak
emulgujucih skrobova uticao je i na dobijanje hlebova svetlijih sredina. Nakon
hladenja na sobnu temperaturu (2 h nakon pecenja), hlebove pripremane sa
OSA-ST i Pregel OSA-ST je karakterisala najveca vlaga sredine. Medutim,
kapacitet zadrzavanja vode sredine hlebova sa dodatkom emulgujucih skrobova
bio je manji u odnosu na kontrolni hleb, te je nakon 72 h skladistenja hleba u
kontrolisanim uslovima kontrolni uzorak imao najvecu vlagu sredine hleba.
Pracenje starenja hleba vrseno je odredivanjem ¢vrstoce sredine hleba. Dodatak
OSA skrobova uticao je na formiranje mekse sredine hleba, $to je bilo u
saglasnosti sa rezultatima dobijenim na miksolabu, koja su pokazala da OSA
skrobovi sniZavaju iznos retrogradacije amiloze - pojave odgovorne za inicijalno
starenje proizvoda sa skrobom. Vrednosti ¢vrstoce sredine hleba sa dodatkom
OSA-ST i Pregel OSA-ST i nakon 24 h ¢uvanja bile su sli¢ne ili zna¢ajno niZe u
odnosu na ¢vrstocu kontrolnog uzorka pracenog 2 h nakon pecenja. Najvece
poboljsanje kvaliteta hleba, u smislu povecanja zapremine i produzenja svezine

sredine hleba primeceno je pri dodatku 5% Pregel OSA-ST.
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Prilog 1

Iz "Combined Compendium of Food Additive Specifications", Joint FAO/WHO Expert
Committee on Food Additives (JECFA), Rome, 1997.:

Prepared at the 49th JECFA (1997)
superseding specifications prepared at the 35th JECFA (1989),
published in FNP 49 (1990)

DEFINITION

Modified starches comprise the following:

Dextrin roasted starch: INS No. 1400

Acid treated starch: INS No. 1401

Alkaline treated starch: INS No. 1402
Bleached starch: INS No. 1403

Oxidized starch: INS No. 1404
Enzyme-treated starch: INS No. 1405
Monostarch phosphate: INS No. 1410
Distarch phosphate: INS No. 1412
Phosphated distarch phosphate: INS No. 1413
Acetylated distarch phosphate: INS No. 1414
Starch acetate: INS No. 1420

Acetylated distarch adipate: INS No. 1422
Hydroxypropyl starch: INS No. 1440
Hydroxypropyl distarch phosphate: INS No. 1442
Starch sodium octenylsuccinate: INS No. 1450

Food starches which have one or more of their original characteristics
altered by treatment in accordance with good manufacturing practice by
one of the procedures listed in Table 1. In the case of starches treated with
heat in the presence of acid or with alkali, the alteration is a minor
fragmentation. When the starch is bleached, the change is essentially in
the colour only. Oxidation involves the deliberate production of carboxyl
groups. Treatment with reagents such as orthophosphoric acid results in
partial substitution in the 2,6- or 3- position of the anhydroglucose unit
unless the 6-position is occupied for branching. In cases of cross-bonding,
where a polyfunctional substituting agent, such as phosphorus
oxychloride, connects two chains, the structure can be represented by:
Starch-O-R-O-Starch, where R = cross-bonding group and Starch refers to
the linear and/or branched structure. The article of commerce can be
specified by the parameter specific for the particular type of modification
as indicated in Column 3 of Table 1, and may also be further specified as
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C.A.S. number

DESCRIPTION

FUNCTIONAL USES
CHARACTERISTICS
IDENTIFICATION
Solubility

Microscopy

lodine stain

Copper reduction

Differentiation test

PURITY
Sulfur dioxide

Lead

to the loss on drying, sulfated ash, protein and fat.

Starch acetate: 9045-28-7
Acetylated distarch adipate: 68130-14-3
Hydroxypropy! starch: 9049-76-7
Hydroxypropyl distarch phosphate: 53124-00-8

Most modified starches are white or off-white, odourless powders.
According to the drying method these powders can consist of whole
granules having the appearance of the original native starch, or
aggregates consisting of a number of granules (pearl starch, starch-grits)
or, if pregelatinized, of flakes, amorphous powder or coarse particles.

Thickener, stabilizer, binder, emulsifier

Insoluble in cold water (if not pregelatinized); forming typical colloidal
solutions with viscous properties in hot water; insoluble in ethanol.

Passes test
See description under TESTS

Passes test
See description under TESTS

Passes test
See description under TESTS

Passes test for type of starch See description under TESTS for:

1. Hypochlorite oxydised starch
2. Specific reaction for acetyl groups
3. Positive test for ester groups

Not more than 50 mg/kg for modified cereal starches

Not more than 10 mg/kg for other modified starches unless otherwise
specified in Table 1

See description under TESTS

Not more than 2 mg/kg
Prepare a sample solution as directed for organic compounds in the Limit
Test and determine the lead content by atomic absorption spectrometry

Additional purity specifications for individual modified starches

TESTS

See column 3 of Table 1
See description under TESTS

IDENTIFICATION TESTS

Microscopy

lodine stain

Copper reduction

Modified starches which have not been pregelatinized retain their granular
structure and can be identified as starches by microscopic observation.
Shape, size and sometimes striations are characteristics of the botanical
origin. In polarized light under crossed nicol prisms the typical polarization
cross will be observed

Add a few drops of 0.1 N potassium tri-iodide to an aqueous suspension of
the sample. These starches stain with iodine in the same way as native
starches. The colour can range from dark blue to red

Place about 2.5 g of the sample previously washed with water, in a boiling
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Differentiation test

PURITY TESTS

flask, add 10 ml of dilute hydrochloric acid (3%) and 70 ml of water, mix,
reflux for about three hours and cool. Add 0.5 ml of the resulting solution to
5 ml of hot alkaline cupric tartrate TS. A copious red precipitate is
produced

To differentiate between various treated starches perform the following
tests:

1. Test for hypochlorite-oxidized starch (not for slightly oxidized potato
starch)

Principle:

Because of the carboxyl group content, hypochlorite-oxidized starch has
anionic properties. It can be dyed with positively charged dyes such as
methylene blue.

Procedure:

50 mg of the sample are kept in suspension for 5-10 min in 25 ml of a 1%
aqueous dye solution and stirred occasionally. After decantation of the
excess solution, the starch is washed with distilled water. Microscopic
inspection clearly shows colouring, if the sample is hypochlorite-oxidized
starch. By this test hypochlorite-oxidized starch is distinguished from
native and acid modified starch of the same botanical origin.

2. Specific reaction of acetyl groups
Principle:

Acetate is liberated upon saponification of acetylated starch. After
concentration the acetate is converted to acetone by heating with calcium
hydroxide. The acetone thus produced stains blue with o-
nitrobenzaldehyde.

Procedure:

About 10 g of the sample is suspended in 25 ml water to which is added
20 ml of 0.4 N NaOH. After shaking for 1 h the starch is filtered off and the
filtrate evaporated in an oven at 110°. The residue is dissolved in a few
drops of water and transferred to the test tube. Calcium hydroxide is
added and if the sample is an acetylated starch, the tube heated thereby
gives off acetone vapours. These produce a blue colour on a paper strip
soaked in a fresh saturated solution of o-nitrobenzaldehyde in 2 N NaOH.
The blue colour is more distinct when the original yellow colour of the
reagents is removed with 1 drop of a 1 in 10 solution of hydrochloric acid.

3. Positive test for ester groups

The infrared spectrum of a thin film gives a typical absorption band at
about 1720 cm™ which is an indication for ester groups. The limit of
detection is about 0.5% acetyl, adipyl or succinyl groups in the product.
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Sulfur dioxide

Scope:

The method is applicable, with minor modifications, to liquid or solid
samples even in the presence of other volatile sulfur compounds.

Principle:

The sulfur dioxide is released from the sample in a boiling acid medium
and is removed by a stream of carbon dioxide. The separated gas is
collected in dilute hydrogen peroxide where it is oxidized to sulfuric acid
and titrated with standard alkali. Alternatively, the sulfuric acid may be
determined gravimetrically.

Apparatus:

"Monier-Williams" apparatus for the determination of sulfurous acid,
constructed with standard-taper glass connections, can be obtained from
any reliable scientific glass apparatus store. It is customary, however, to
construct the apparatus with regular laboratory glassware using stopper
connections (see Figure 1).

Figure 1

SCRUBOEK

REACTION ruasg

RELCEIYER

The assembly consists of a 1000-ml two-neck round-bottom boiling flask to
which a gas-inlet tube, a 60-ml dropping funnel having a 2-mm bore
stopcock, and a sloping Allihn reflux condenser are attached. A delivery
tube connects the upper end of the condenser to the bottom of a 250-ml
conical receiving flask, which is followed by a Peligot tube.

In operation, carbon dioxide is passed through the scrubber and bubbled
through the heated reaction mixture, sweeping sulfur dioxide through the
condenser and into the receivers where it is absorbed quantitatively.

Preparation of solutions:

Sodium carbonate solution: Dissolve approximately 15 g of Na,CO; or 40
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g of Na,CO3 - 10H,0 in distilled water, and dilute to 100 ml.

Hydrogen peroxide, 3%: Dilute 10 ml of C.P. (Chemical Purity) neutral
30% hydrogen peroxide (H,0,) with distilled water to 100 ml.

Procedure:

Pass carbon dioxide from a generator or cylinder through the sodium
carbonate scrubber solution to remove chlorine, thence into the gas-inlet
tube of the boiling flask. Place 15 ml of the 3% hydrogen peroxide in the
receiving flask and 5 ml in the Peligot tube. Connect the apparatus and
introduce into the boiling flask, by means of the dropping funnel, 300 ml of
distilled water and 20 ml of concentrated hydrochloric acid. Boil the
contents approximately 10 min in a current of carbon dioxide. Weigh, to
the nearest g, 100 g of the sample and disperse in approximately 300 ml
of recently-boiled distilled water. Transfer the slurry to the boiling flask by
means of dropping funnel, regulating the sample addition rate and the gas
flow rate through the apparatus to prevent drawback of hydrogen peroxide,
inclusion of air, or burning of sample. Boil the mixture gently for 1 h in a
slow current of carbon dioxide. Stop the flow of water in the condenser just
before the end of the distillation. When the delivery tube just above the
receiving flask becomes hot, remove the tube from the condenser
immediately. Wash the delivery tube and the Peligot tube contents into the
receiving flask, and titrate with 0.1 N sodium hydroxide, using bromphenol
blue indicator (see Note).

Perform a blank determination on the reagents, and correct results
accordingly.

B-S/x0.0032<100

% sulfur dioxide =

W
in which
S = ml of 0.1 N sodium hydroxide used for the sample
B = ml of 0.1 N sodium hydroxide used for the blank

W = the weight (in grams) of the sample.

Note. A gravimetric determination may be made after titration. Acidify with
HCI, precipitate with BaCl,, settle, filter, wash, ignite, and weigh as BaSO,.

Table 1. Additional purity specifications for individual chemically modified
starches (All percentages calculated on dry substance)

Modification Process limitations End-product specifications
Dextrin roasted Dry heat treatment with Final pH 2.5-7.0
starch hydrochloric acid or ortho-

phosphoric acid

Acid treated starch | Treatment with hydrochloric acid |Final pH 4.8-7.0
or ortho-phosphoric acid or

sulfuric acid
Alkaline treated Treatment with sodium Final pH 5.0-7.5
starch hydroxide or potassium
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Bleached starch

Enzyme-treated
starch

Oxidized starch

Monostarch
phosphate

Distarch
phosphate

Phosphated
distarch
phosphate

Acetylated
distarch
phosphate

Starch acetate

Acetylated
distarch adipate

Hydroxypropyl
starch

Hydroxypropyl
distarch
phosphate

Starch sodium
octenylsuccinate

hydroxide

Treatment with peracetic acid
and/or hydrogen peroxide, or

sodium hypochlorite or sodium
chlorite, or

sulfur dioxide or alternative
permitted forms of sulfites, or

potassium permanganate or
ammonium persulfate

Treatment in an agueous
solution at a temperature below
the gelatinization point with one
or more food-grade amyolytic
enzymes

Treatment with sodium
hypochlorite

Esterification with ortho-
phosphoric acid, or sodium or
potassium ortho-phosphate, or
sodium tripolyphosphate

Esterification with sodium
trimetaphosphate or phosphorus
oxychloride

Combination of treatments for
Monostarch phosphate and
Distarch phosphate

Esterification by sodium
trimetaphosphate or phosphorus
oxychloride combined with
esterification by acetic
anhydride or vinyl acetate

Esterification with acetic
anhydride or vinyl acetate

Esterification with acetic
anhydride and adipic anhydride

Esterification with propylene
oxide

Esterification by sodium
trimetaphosphate or phosphorus
oxychloride combined with
etherification by propylene oxide

Esterification by octenylsuccinic
anhydride

Methods for additional purity specifications:

Added carbonyl group not more than 0.1%
No residual reagent

Residual sulfur dioxide not more than 50
mag/kg

Residual manganese not more than 50
mg/kg

Residual sulfur dioxide not more than 50
mg/kg

Carboxyl groups not more than 1.1%

Residual sulfur dioxide not more than 50
mag/kg

Phosphate calculated as phosphorus not
more than 0.5% for potato or wheat, and
not more than 0.4% for other starches

Phosphate calculated as phosphorus not
more than 0.5% for potato and wheat, and
not more than 0.4% for other starches

Phosphate calculated as phosphorus not
more than 0.5% for potato and wheat, and
not more than 0.4% for other starches

Acetyl groups not more than 2.5%;
phosphate calculated as phosphorus not
more than 0.14% for potato and wheat, and
0.04% for other starches; and vinyl acetate
not more than 0.1 mg/kg

Acetyl groups not more than 2.5%

Acetyl groups not more than 2.5% and
adipate groups not more than 0.135%

Hydroxypropyl groups not more than 7.0%;
propylene chlorohydrin not more than 1
mg/kg

Hydroxypropyl groups not more than 7.0%;
propylene chlorohydrin not more than 1
mg/kg; and residual phosphate calculated
as phosphorus not more than 0.14% for
potato and wheat, and not more than
0.04% for other starches

Octenylsuccinyl groups not more than 3%;
and residual octenylsuccinic acid not more
than 0.3%

Degree of substitution of starch sodium octenyl succinate
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Principle:

The Degree of Substitution is determined by alkali consumed after acidification and thorough washing of
the starch half ester.

Procedure:

Weigh out 5.0 g of sample in a 150-ml beaker. Wet out with a few ml of reagent grade isopropyl alcohol.
Add, by pipette 25 ml of 2.5 N hydrochloric acid in isopropanol, allowing the acid to wash down any
sample on the sides of the beaker. Stir for 30 min on a magnetic stir plate. Add 100 ml of 90%
isopropanol from a graduated cylinder. Stir for 10 min. Filter the sample through a Buchner funnel and
wash the filter cake with 90% isopropanol until the filtrate is negative for chloride ions. Use 0.1 N AgNO;
to check for chloride ions. Transfer the filter cake to a 600-ml beaker and rinse the Buchner funnel to
wash any starch into the beaker. Bring to a 300-ml volume with distilled water. Place for 10 min in a
boiling water bath with stirring. Titrate while hot with 0.1 N NaOH to the phenolphthalein end-point.

Calculation:

Calculate as follows:

Degreeof substituton (DS) = _D162xA
1-0.210= A,

where:

A = milliequivalents of sodium hydroxide required per g of starch octenyl succinate.
Residual octenyl succinic acid in starch sodium octenyl succinate
Extraction and Preparation of Sample Solution:

Extract about 500 mg of starch with 15 ml of methanol overnight under constant shaking (weigh starch
accurately). Filter the extraction mixture. Wash the starch on the filter with 7 ml of methanol. Repeat
three times. Combine all filtrates (about 80% of the residuals are extracted by this procedure). Add 1 ml
of 0.16 N methanolic KOH to the extracts. Dry the extracts with a flash evaporator at 30°. Dissolve the
residue in 2 ml methanol. Take 0.5 ml of residue solution to the reaction vial. Add 0.5 ml derivative
reagent (2.8 g of 2-p-dibromoacetophenone and 0.28 g 18-Crown-6 in 50 ml CHsCN) to the reaction vial.
Add 2 ml CH3;CN to the reaction vial. Cap the reaction vial and heat it at 80° for 30 min. Cool the
reaction solution to room temperature (use within 24h).

Liquid Chromatography Analysis:

Column: Micro-Bondapack Cig
(Waters)
Mobile Phase: Gradient elution of 70%

methanol in water to
80% methanol in water
in 5 min. Curve 6
(Waters 660 solvent

programmer)
Flow Rate: 1.5 ml/min
Detector: UV at 254 nm,
attenuation 0.16 AUFS
Injection volume: 5ul
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Preparation of Calibration Curve:

Prepare a 0.5 M solution of sodium octenyl succinate (Solution A). With a syringe take 0.25 ml of
Solution A and place into a 25-ml volumetric flask. Dilute to mark with methanol (Solution B). Prepare
three calibration standards by taking 0.5, 1 and 2 ml of Solution B and placing into three 50-ml round
bottom flasks. Add to each 1 ml of 0.16 N methanolic KOH. Dry each solution with a flash evaporator at
30°. Dissolve the residue in 2.0 ml of methanol (Solution C;, C, and C5). Place 0.5 ml of the residue
solution in the reaction vial. Add 0.5 ml derivative reagent (2.8 g of 2-p-dibromoacetophenone and 0.28
g of 18-Crown-6 in 50 ml of CH3CN) to the reaction vial. Add 2 ml of CN3;CN to the reaction vial. Cap the
vial and heat to 80° for 30 min. Cool the reaction solution to room temperature (the derivative should be
prepared as needed and used immediately). Inject 5 p | into the Liquid Chromatograph. The amount of
residuals in each of the 5-u | injections are the following:

for Solution C; 0.2375ug
for Solution C, 0.4750 u g
for Solution C; 0.9500 u g

Plot peak height from Liquid Chromatograph Chart versus u g of residuals per 5 ml of solution.
Calculations:

Prepare a calibration curve according to the procedure. Using the peak height of the unknown sample
from the Liquid Cromato-graph Chart, determine the level of residuals (calculated as octenyl succinic
acid) in the injected volume from the calibration curve.

300=aluefram Graph
Weight of Starch(m)

% Fesidualin Starch=

Note: The formula is corrected to 100% recovery by dividing by 0.80, so that 240/0.80 = 300.

130



Doktorska disertacija

Tamara Dapcevi¢ Hadnadev

Prilog 2

Iz Pravilnika o kvalitetu i uslovima upotrebe aditiva u namirnicama i o drugim
zahtevima za aditive i njihove mesavine (Sl. List SCG br. 56/03, 5/04 1 16/05):

E 1450 SKROB-NATRIJUM-OKTENILSUKCINAT

Sinonimi
Definicija
Osobine

Identifikacija

A. Mikroskopski pregled
(neprezeliran)

B. Bojenje jodom
Cistoéa

Gubitak susenjem

Oktenilsukcinil grupe

Rezidui okteniléilibarne
kiseline
Sumpor-dioksid

Arsen
Olovo
Ziva

S80S

Skrob esterifikovan anhidridom okteniléilibarne kiseline

Beo ili skoro beo pradak ili zrnca ili, ukoliko je prezZeliran (prokuvan i osusen),
ljuspice, amorfan prasak ili grube ¢estice

Tamnoplava do svetlocrvena boja

Sve vrednosti su izraZene u odnosu ha bezvodnu supstancu izuzev gubitka
susenjem

Najvise 15,0% (za skrob Zitarica)

Najvise 21,0% (za krompirov skrob)

Najvide 18,0% (za ostale skrobove)

Najvise 3,0%

Najvise 0,3%

Najvise 50 mg/kg (za skrob Zitarica)

Najvise 10 mg/kg (za ostale skrobove, ukoliko nije drukéije specificirano)
Najvise 1 mg/kg

Najvise 2 mg/kg

Najvise 0,1 mg/kg
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