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SAŽETAK
Intenzitet promjena tokom smrzavanja i skladištenja hrane u smrznutom zavise od više faktora. Promjenu stanja hrane tokom smrzavanja i odmrzavanja može se brzo odrediri pomoću diferencijalne skenirajuće kalorimetrija (DSC). Cilj ovog rada je bio da se utvrdi uticaj brzine skeniranja na svojstva prethodno toplotno obrađenih prehrambenih proizvoda (barena jabuka), korištenjem diferencijalne skenirajuće kalorimetrije. Povećanjem brzine skeniranja ustanovljena je značajna promjena (p<0,05) Tcon od -14,20°C (brzina 5°C/min) do -15,57°C (brzina 15 °C/min) i Tcend (od -17,53°C do -22,90°C), odnosno ΔTc je porastao sa 3,33°C na 7,33°C. Istovremeno je širina temperaturnog raspona tokom topljenja uzoraka (ΔTm) porasla sa 7,80°C na 12,87°C. Temperatura staklastog prelaza (Tgmid) se kretala od -7,15°C (brzina 5°C/min) do   -6,60°C (brzina 15°C/min). Na osnovu dobijenih rezultata, ustanovljeno je da brzina skeniranja tokom DSC određivanja statistički značajno (p<0,05) utiče na izmjerene vrijednosti toplotnih svojstava ispitivanih uzoraka toplotno obrađene jabuke.
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Intensity of changes during the freezing storage frozen foods, depends on several factors. Changes of foods during freezing and thawing can be rapid determined by scanning calorimetry (DSC). The aim of this study was to test the influence of scanning rate on the thermal properties of previously heat-treated food products (boiled apple), using the differential scanning calorimetry method. By increasing the scanning rate, a significant change (p<0.05) Tcon from -14,20 °C (rate 5 °C/min) to -15.57 °C (rate 15 °C/min) and Tcend (from -17.53 °C to -22.90 °C) were determined, and ΔTc increased from 3.33 °C to 7.33 °C. At the same time, the width of the melting temperature interval (ΔTm) increased from 7.80 °C to 12.87 °C. The glass transition temperature (Tgmid) ranged from -7.15 ° C (rate 5 °C/min) to -6.60 ° C (rate 15 °C/min). Based on the obtained results, it was found that the scanning rate during the DSC determination statistically significant (p<0.05) influenced the measured values of the thermal properties of the tested heat-treated apple samples.
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UVOD
Primjena niskih temperatura je vrlo česta tokom konzervisanja svježe ili prerađene hrane (Maestrelli. 2000; Pham, 2014; Rao, 2015). Mnogi autori (Giannakourou i sar., 2014) smatraju da su promjene u proizvodima najmanje ako se oni čuvaju kod niskih temperatura, što je istovremeno i svojevrstan postupak konzervisanja. Smrznuti plodovi voća mogu sačuvati poželjna nutritivna svojstva više mjeseci. Istraživanja provedena o uticaju smrzavanja na sastav i svojstva mesa, pokazala su da postupak smrzavanja (temperatura, brzina smrzavanja), uslovi skladištenja i odrmrzavanja prethodno smrznutih različitih prehrambenih proizvoda utiču na njihova toplotna svojstva (Ribotta i sar., 2007; Savanović i sar., 2016; Savanović i sar., 2017). 
Na promjenu svojstava hrane tokom smrzavanja ključnu ulogu ima voda. Voda u prehrambenim proizvodima može biti u različitom stanju, odnosno za druge sastojke u hrani, ona može biti vezana na različit način i različitim silama. Tokom smrzavanja voda prelazi iz tečnog u čvrsto agregatno stanje, pri čemu mijenja svoj odnos prema ostalim sastojcima, prije svega prema proteinima i ugljenim hidratima. Promjena agregatnog stanja vode se odvija u veoma složenim uslovima. Promjena statusa molekula vode u proizvodu sigurno utiče na stanje proteina, jednostavnih šećera, polisaharida i drugih sastojaka, a time može dovesti do promjene strukture i drugih svojstava proizvoda koji se smrzavaju, te usmjerava tok tehnološkog postupka koji će biti primijenjen tokom prerade (Telis i Sorbal, 2002; Muthukumarappan i Swamy, 2017).

Sadržaj vode u voću je visok. Voda utiče na biohemijska svojstva i mikrobiološku održivost svježih plodova (Guizani i sar., 2010). Tokom zrenja plodova voća skrob se cijepa na jednostavne šećere, što se manifestuje kao povećanje slatkoće. Istovremeno dolazi do promjene konzistencije plodova, tokom koje dolazi do povećanja mekoće. Škob i drugi polisaharidi su slabo rastvorljivi ili nerastvorljivi u vodi, dok nastali jednostavni šećeri imaju dobru rastvorljivost u vodi. Zbog povećanja koncentracije u vodi, šećeri, neki proteini i druge molekule djeluju u pravcu smanjenja tačke smrzavanja (krioskopija). Dio tečne vode u plodu na početnoj temperaturi smrzavanja prelazi u led, dok rastvorene materije migriraju u preostali tečni dio i tako utiču na dodatno sniženje temperature potrebne za smrzavanje nove količine vode (Grujić i sar., 1993). Sa druge strane, promjena agregatnog stanja vode tokom smrzavanja cijelih plodova ili komada plodova, zavisi od sposobnosti molekula ugljenih hidrata i proteina da zadrže molekule vode, odnosno spremnosti tih molekula da lakše ili teže otpuste molekule vode koje će nakon toga preći u čvrsto agregatno stanje. 
Vrlo često, prije smrzavanja, u prehrambenoj industriji svježe plodove podvrgavaju blanširanju. Blanširanje je proces kratkotrajne toplotne obrade u cilju denaturacije enzima koji utiču na boju ili u cilju povećanja mekoće proizvoda. 
Zahtjev prerađivačke industrije i tržišta idu u pravcu visokog i ustaljenog kvaliteta gotovih proizvoda od voća. Da bi udovoljili ovim zahtjevima, proizvođači primjenjuju različite postupke tokom prerade ili izrade poluproizvoda želeći da na taj način pod kontrolom drže uticaj sastava (udio vode, proteina, ugljenih hidrata) i stanja drugih sastojaka (odnos skrob/jednostavni šećeri, stanje skroba, stepen denaturacije proteina). Proizvođači primjenjuju različite postupke smrzavanja, koji se međusobno razlikuju u brzini odvođenja toplote, odnosno brzini hlađenja proizvoda.  
Navedeni faktori utiču na početak faznih promjena (prelazak vode iz tečnog u čvrsto stanje i obrnuto) i brzinu promjene faze. Cilj ovog rada je bio da se ispita uticaj brzine skeniranja na toplotno-fizička svojstva toplotno obrađenih plodova jabuke tokom faznih promjena (smrzavanje, odmrzavanje, staklasto stanje).
MATERIJAL I METODE RADA
Materijal

Tokom ispitivanja u ovom radu korišteni su uzorci toplotno obrađenih jabuka. Svježi plodovi jabuke su nabavljeni u prodajnoj mreži i to u 5 odvojenih prodajnih objekata (paralelni uzorci za analizu). Kriterijumi tokom odabira uzoraka bili su svježina (proizvod ubran istog dana ili dan prije ispitivanja) i temperatura proizvoda (niža od 15oC). Pored toga, proizvodi su vizuelno ocijenjeni (plodovi bez oštećenja i nagnječenja, nenagriženi plodovi, plodovi ujednačene veličine i boje). 
Za snimanje termograma korištena je diferencijalna skenirajuća kalorimetaija (DSC aparat, Model 204 F1, Phoenix, Netszch). 

Metode rada

Uzorci mase 14±2 mg su odvagani u aluminijskoj posudici, zapremine 25 µl. Posudica sa uzorkom je nakon vaganja hermetički zatvorena. Prazna posuda je korištena kao referentni uzorak tokom vršenja eksperimenta. Kalibracija DSC aparata je izvršena prema uputstvu proizvođača. Sva snimanja su urađena u struji azota čistoće 99.999% pri brzini protoka gasa od 20 ml/min. Uzorci su bili podvrgnuti sljedećem temperaturnom programu:

1. izotermalna faza na 20°C, 5 min;  

2. zagrijavanje određenom brzinom od 20ºC do 100ºC

3. izotermalna faza na 100°C, 5 min 

4. hlađenje određenom brzinom od 100ºC do -40ºC; 

5. izotermalna faza na -40°C, 5 min;  

6. zagrijavanje istom brzinom od -40 ºC do 20°C.

Ispitivani uzorci su snimani pri različitim brzinama skeniranja (unaprijed zadat program hlađenja i zagrijavanja uzoraka):  5, 10, 15 °C/min (Savanović i sar., 2018). Za svaki uzorak provedena su po tri mjerenja. Kao rezultat mjerenja dobijene su krive smrzavanja i odmrzavanja u  funkciji vremena (slika 1) i u funkciji temperature (slika 2), koje su obrađene pomoću odgovarajućeg softvera (Proteus software, version 6.1.0, NETZSCH–Gerätebau GmbH, Germany). Iz DSC krive smrzavanja određene su: temperatura početka kristalizacije (Tcon), temperatura pika krive kristalizacije (Tc), temperatura završetka procesa kristalizacije (Tcend) i temperaturni interval fazne promjene kristalizacije (ΔTc=Tcon -Tcend), dok su iz krive odrmrzavanja određene: temperatura početka topljenja (Tmon), temperatura pika krive topljenja (Tm), temperatura završetka procesa topljenja (Tmend) i temperaturni interval fazne promjene topljenja (ΔTm=Tmend-Tmon) (slika 3). Iz krive zagrijavanja određen je temperaturni interval koji definiše parametre staklastog stanja (Tgon, Tgmid i Tgend) (slika 4).
Statistička obrada rezultata. Rezultati su prikazani kao prosječna vrijednost tri ponovljenja mjerenja. Jednofaktorska analiza varijanse (ANOVA) provedena je pomoću IBM SPSS Statistics for Windows, verzija 22.0 (Armonk, NY, Sjedinjene Države), a u slučaju postojanja značajne razlike (p <0.05) za upoređivanje prosječninih vrijednosti tretmana korišćen je Dancan-ov test.

REZULTATI I DISKUSIJA
Diferencijalna skenirajuća kalorimetrija pripada grupi termičkih analiza koje se zasnivaju na mjerenju razlike toplotnog toka između uzorka i referentne supstance, odnosno energije koja je potrebna da se izjednače temperature između uzorka i referentne supstance, tokom zagrijavanja ili hlađenja uzorka, u kontrolisanim uslovima (brzina smrzavanja). U prehrambenim proizvodima, zbog heterogene prirode proizvoda, teško je izvršiti matematički opis faznih prelaza (Pham, 2014; Buehler, 2017; Grajales-Lagunes i sar., 2018), stoga se DSC tehnika može uspješno koristiti za određivanje faznih prelaza u različitim prehrambenim sistemima (Falcao-Rodrigues i sar., 2007; Gill i sar., 2010; Savanović i sar., 2016; Savanović i sar., 2017). DSC termogram ili kriva toplotnog toka predstavlja odnos između protoka toplote i temperature (°C) dobijen tokom skeniranja uzoraka prehrambenih proizvoda. U toku realizacije ovog eksperimenta vršene su DSC analize termički obrađene jabuke (na 100°C) (Slike 1 i 2). Na DSC termogramu (slika 2) su prikazane kriva hlađenja uzoraka sa temperature xxx na xxxx (egzotermni proces) i kriva zagrijavanja uzoraka sa temperature xx na temperaturu xxx (endotermni proces). Kriva zagrijavanja obuhvata fazu staklastog prelaza (jednačina drugog reda) i pik topljenja leda. Termogrami koji su dobijeni u ovom radu su slični termogramima u prethodno objavljenim radovima za druge prehrambene proizvode sa visokim sadržajem vode (Rahman, 2004; Guizani i sar., 2010; Savanović i sar., 2018).
U uzorcima termički obrađene jabuke (sadržaj vode u svježim uzorcima je bio 85,79%) ustanovljen je statistički značajan uticaj (p˃0,05) brzine hlađenja na posmatrane parametre kristalizacije vode u ispitivanim uzorcima (tabela 1). Sa povećanjem brzine hlađenja uočeno je snižavanje temperatura kristalizacije i to: Tcon od -14,20°C do -15,57°C; Tc od -14,70°C do -17,30°C; Tcend od -17,53°C do -22,90°C i povećanje temperaturnog intervala procesa kristalizacije od 3,33°C (brzina 5°C/min) do 7,33°C (brzina 15°C/min). Veća brzina zagrijavanja rezultirala je povećanjem ΔT i površine ispod DSC krive kristalizacije i površine pika ispod DSC krive topljenja. Sa povećanjem brzine zagrijavanja uočeno je povećanje temperatura topljenja i to: Tmon od -3,90°C do -2,87°C; Tm od 2,73°C do 7,13°C; Tmend od 3,90°C do 10,00°C, i povećanje temperaturnog intervala procesa topljenja od 7,80°C (brzina 5°C/min) do 12,87°C (brzina 15°C/min) (tabela 2). Drissi i sar. (2015) su ispitujući uticaj brzine topljenja materijala na bazi parafina utvrdili da ΔTc se povećava od 0,5°C/min do 20°C/min sa povećanjem brzine DSC skeniranja, odnosno topljenja kristala. 
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Tabela 1. Prosječne vrijednosti temperature početka kristalizacije (Tcon), temperature pika krive kristalizacije (Tc), temperature završetka procesa kristalizacije (Tcend) (°C) uzoraka toplotno tretiranih jabuka određenih sa DSC termograma dobijenih tokom skeniranja različitim brzinama (5, 10, i 15 °C/min) 

Table 1. The average values of the crystallization onset temperature (Tcon), the temperature of the curve of crystallization curve (Tc), the temperature of the end of the crystallization process (Tcend) (° C) of the heat treated apples samples determined by the DSC thermograms obtained during scanning at different speeds (5, 10, 15°C /min)
	Brzina/

Rate
(°C/min)
	Kristalizacija (od +20°C do -40°C)/Crystalization (from +20°C to -40°C)

	
	Tcon (°C)
	Tc (°C)
	Tcend (°C)
	ΔTc (°C)

	5
	-14,20b±0,14
	-14,70a±0,14
	-17,53a±0,07
	3,33a±0,07

	10
	-15,37a±0,64
	-16,63b±0,49
	-21,37b±0,25
	6,00b±0,44

	15
	-15,57a±0,12
	-17,30c±0,17
	-22,90c±0,26
	7,33c±0,38


a-c  Srednje vrijednosti sa različitim slovom u istoj koloni se statistički značajno razlikuju sa 95% vjerovatnoće (p<0,05) / Mean values with a different letter in the same column are statistically significantly different from 95% probability (p <0.05)
Tabela 2. Prosječne vrijednosti temperature početka topljenja (Tmon), temperature pika krive topljenja (Tm), temperature završetka procesa topljenja (Tmend) (°C) uzoraka toplotno tretiranih jabuka određenih sa DSC termograma dobijenih tokom skeniranja različitim brzinama (5, 10, i 15 °C/min)

Table 2. Average values of the melting start temperature (Tmon), melting point peak temperature (Tm), melting temperature (Tmend) (°C) temperature (°C) of heat-treated apple samples determined with DSC thermograms obtained during scanning at different rates (5, 10, and 15°C /min)
	Brzina/
Rate

(°C/min)
	Topljenje (od -40°C to +20°C)/Melting (from +20°C to -40°C)

	
	Tmon (°C)
	Tm (°C)
	Tmend (°C)
	ΔTm (°C)

	5
	-3,90a±0,14
	2,73a±0,07
	3,90a±0,07
	7,80a±0,21

	10
	-3,13b±0,06
	5,63b±0,15
	7,77b±0,29
	10,90b±0,35

	15
	-2,87c±0,15
	7,13c±0,57
	10,00c±0,40
	12,87c±0,38


a-c  Srednje vrijednosti sa različitim slovom u istoj koloni se statistički značajno razlikuju sa 95% vjerovatnoće (p<0,05) / Mean values with a different letter in the same column are statistically significantly different from 95% probability (p <0.05)
Temperatuta staklastog stanja (Tg) je temperatura iznad koje čvrste amorfne materije prelaze u mekane, gumaste materijale, pri čemu dolazi do povećanja pokretljivosti molekula i smanjenja viskoziteta (Slade i Lavine, 1991). Jednostavni šećeri i organske kiseline prisutne u voću postaju amorfni. U tabeli 3. prikazane su prosječne vrijednosti temperatura koje definišu staklasto stanje. U svim slučajevima određene su temperature na početku, sredini i na kraju fazne promjene. Sa povećanjem brzine skeniranja staklasto stanje započinje i završava se kod nižih temperatura (prikazano kao temperatura Tgon, odnosno Tgend). Roos (2007) smatra da je podatak o temperaturi na kojoj počinje staklasti prelaz (Tgonset) značajniji od temperature završetka prelaza (Tgend), jer na Tgonset dolazi do dramatične promjene svojstva prehrambenih proizvoda. Šećeri i organske kiseline, koji su prisutni u plodovima voća, imaju nisku temperaturu staklastog prelaza (Tg), veoma su higroskopni u amorfnom stanju, tako da djeluju u pravcu povećanja ljepljivosti proizvoda od voća (Jaya i Das, 2007). Voda djeluje kao plastifikator i smanjuje temperaturu prelaznog stanja proizvoda. Ovaj problem se može prevazići dodavanjem sastojaka koji imaju visoku Tg: maltrodekstrini i sredstva protiv zgrudnjavanja (Jaya i Das, 2004).
Tabela 3 Prosječne vrijednosti temperature početka staklastog stanja (Tgon), temperature sredine pika (Tgmid), temperature završetka staklastog stanja (Tgend) (°C) uzoraka toplotno tretiranih jabuka određenih sa DSC termograma dobijenih tokom skeniranja različitim brzinama (5, 1, i 15 °C/min)
Table 3 Average values of the start temperature of the glass state (Tgon), the peak midpoint temperature (Tgmid), the final temperature of the glass state (Tgend) (° C) of the heat-treated apple samples determined from the DSC thermograms obtained during scanning at different speeds (5, 10, and 15°C/min)

	Brzina / Rate (°C/min)
	
	Staklasto stanje/Glass state

	
	Tg onset
	Tg mid
	Tg end
	ΔTm (°C)

	5
	-8,80±0,42a
	-7,15±0,49a
	-5,45±0,49a
	14,25

	10
	-9,45±0,21a
	-7,45±0,21a
	-5,45±0,07a
	16,90

	15
	-9,55±0,35a
	-7,60±0,42a
	-5,70±0,42a
	15,25


a-c  Srednje vrijednosti sa različitim slovom u istoj koloni se statistički značajno razlikuju sa 95% vjerovatnoće (p<0,05) / Mean values with a different letter in the same column are statistically significantly different from 95% probability (p <0.05)
Voda, kao najzastupljeniji sastojak kod većine lakokvarljivih namirnica, nalazi se u slobodnom stanju, dok je samo jedan dio vode vezan za proteine, ugljene hidrate i rastvorljive soli (Zhao i sar., 2015 ; Senapati i sar., 2017.). Prehrambeni proizvodi koji imaju nizak sadržaj vode (svježi, osušeni) spadaju u amorfne materijale, odnosno nalaze se u stanju stakla ili gume (Ahmed i sar., 2005).  Guizani i sar (2010) smatraju da takvo stanje proizvoda smanjuje aktivnost sastojaka koji mogu uticati na kvarenja proizvoda. Da bi se sačuvao sastav i visok kvalitet proizvoda, Roos (2002) preporučuje da se hrana čuva ispod temperature staklastog prelaza. 
Ne postoji nagli prelaz u oblast led-voda, odnosno namirnica postepeno prelazi preko staklastog stanja, u smrznuto, čvrsto stanje. Zato se za neki proizvod može definisati samo početna temperatura smrzavanja (Jie i sar., 2003). Na kojoj će temperaturi doći do potpunog smrzavanja, najviše zavisi od koncentracije rastvorljivog dijela suve materije. Tačka smrzavanja će biti niža ukoliko je koncentracija suve materije veća (xxxx). U stvari, sa povećanjem koncentracije rastvorljivih supstanci u vodi, remete se intermolekularne sile među molekulima vode, dolazi do njihovog polarisanja na površini rastvorenih supstanci, čime se mijenja svojstvo i ponašanje vode u proizvodu (xxx). 

ZAKLJUČAK
Brzina hlađenja i zagrijavanja (5, 10, 15 °C/min) statistički značajno utiče (p<0,05) na temperaturu početka kristalizacije i topljenja, temperaturu maksimuma/minimuma pikova krivih kristalizacije i topljenja, temperaturu završetka kristalizacije i topljenja i temperaturni interval staklastog prelaza ispitivanih uzoraka toplotno obrađene jabuke.
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Slika 2. Tipična DSC/Temperature kriva toplotno obrađene jabuke (prosječni sadržaj vode 85,79%), brzina skeniranja od 10oC/min


Figure 1. Typical DSC / Temperature curves heat-treated apples (average water content 85.79%), scanning speed 10oC/min.








Slika 1. Tipična DSC/Time kriva toplotno obrađene jabuke (prosječni sadržaj vode 85,79%), brzina skeniranja 10oC/min.


Figure 1. Typical DSC / Time curves heat-treated apples (average water content 85.79%), scanning speed 10oC/min.





Slika 4. Faza staklastog prelaza na DSC krivoj zagrijavanja, brzina skeniranja od 10oC/min, početna (Tgonset), srednja (Tgmid) i krajnja (Tgend) temperatura


Figure 4. Glass transition stage on DSC curve heating, scanning speed of 10oC/min, initial (Tgonset), medium (Tgmid) and end (Tgend) temperature





Slika 3. Tipičan termogram za smrznutu jabuku: početna (T0), krajnja (Te) i temperature vrha (Tp) pika 


Figure 1. Typical thermogram of frozen apple: To (onset), Te (end) and Tp (top) temperature
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