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1. UvVOD

Soja je mahunarka podrijetlom iz Kine gdje se smatra jednom od najstarijih
agrikultura. Sjeme soje bogato je proteinima i uljem te se soja nalazi na drugom mjestu
svjetske proizvodnje uljarica. Poznate su mnogobrojne funkcije proteina u organizmu: sluze
kao gradevni elementi stanica, citoskelet, strukturni proteini koji grade vezivna tkiva, misi¢ni
sustav aktina i miozina, enzimi koji kataliziraju kemijske reakcije, kao transportne molekule,
sudjeluju u replikaciji, reparaciji i transkripciji DNA, stani¢noj signalizaciji, imunolo§kom
odgovoru organizma. Ulja i masti osiguravaju potrebnu energiju organizmu i sluze kao
energetska rezerva, sudjeluju u izgradnji bioloSkih membrana te su izvor esencijalnih
nutrijenata koji su neophodni u biokemijskim reakcijama u organizmu. Neki od nutrijenata
karakteristi¢nih za biljna ulja su linolna i a-linolenska masna kiselina, fitosteroli, pigmenti i
vitamini A, D, E, K. Sojino ulje posebno je zanimljivo jer je bogato polinezasi¢enim masnim
kiselinama (visok udjel linolne kiseline) i tokoferolima. Tokoferoli su izomeri vitamina E te
su stoga lipofilne organske molekule, koje u prirodi dolaze u 4 oblika (o, B, v, 6). Poznati su
po svom antioksidativnom djelovanju. Opcenito biljna ulja sadrze najvise a- i y- tokoferola,
dok su u sojinom ulju najzastupljeniji y- i - tokoferol. Osim proizvodnje sojinog ulja te
sa¢me 1 pogace, znacajna je proizvodnja brasna, koncentrata bjelan¢evina i lecitina.

U ovom diplomskom radu nastavit ¢e se tre¢a godina istrazivanja kemijskog sastava
sojinog sjemena iz 11 kultivara soje uzgojenih na eksperimentalnom polju Agronomskog
fakulteta SveuciliSta u Zagrebu i sirovog sojinog ulja koje ¢e se proizvesti tijekom istraZivanja
u Laboratoriju za tehnologiju ulja i masti Prehrambeno-biotehnoloskog fakulteta Sveucilista u
Zagrebu. Cilj rada je analizirati dobivene rezultate i usporediti ih s prethodnim istrazivanjima
provedenim u ovom Laboratoriju te utvrditi utjecaj kultivara na sastav sojinog ulja s

naglaskom na tokoferole.



2. TEORIJSKI DIO

2.1 SOJA

Soja, latinskog naziva Glycine max (L.) Merrill, jedna je od najstarijih kultiviranih
biljaka, a potjeCe iz istocne Azije. Soja je jednogodiSnja biljka iz porodice Leguminosae
(Iepirnjace). Uzgoj se iz Kine prosirio diljem svijeta, a zadnjih su godina najveéi proizvodaci
soje bili SAD, iza kojeg slijede Brazil, Argentina i Kina (USDA, 2013). U Hrvatskoj se
pojavljuje pocetkom 19. stolje¢a za vrijeme pokusa koji je predvodio austrijski biokemicar
Friedrich Haberlandt. Stjepan Cmelik je iz Kine i Mandzurije nabavio razne sorte soje i
zapo¢eo njihov uzgoj na imanju pored Virovitice. Kasnije se prosirila po Podunavlju i
Posavlju (Vratari¢ i Sudari¢, 2000). Danas je u Hrvatskoj soja zasijana na 54109 ha s
prosjecnim urodom od 1,8 t/ha (Drzavni zavod za statistiku, 2014).

Mahuna soje moze biti okruglog, srpastog ili spljoStenog oblika s jednom do pet
sjemenki. Boja mahune varira od svijetlozute do crne $to ovisi o kultivaru, ali veliki utjecaj
imaju i klimatski uvjeti. Prve mahune pojavljuju se oko 14 dana nakon prvih cvjetova. Sjeme
se sastoji od embrija obavijenog sjemenskom ljuskom koja zavrsava sjemenskim pupkom iz
kojeg kasnije izbija klicin korjenci¢. Veli¢ina sjemena soje varira i uglavnom ovisi o kultivaru
i nac¢inu uzgoja tako da se masa tisu¢u sjemenki krece od 20 do 500 grama, a oblik varira od
okruglog do spljostenog. Boja zrna moze biti Zuta, zelena, smeda, crna ili kombinacija ovih
boja, dok je za preradu najpozeljnija zuta boja (Vratari¢ i Sudari¢, 2000). Soja je biljka
kratkog dana, pri ¢emu veéina kultivara zahtijeva 10 i viSe sati mraka dnevno. Klije pri
minimalnoj temperaturi 6 — 7 °C, ni¢e pri temperaturi 8 — 10 °C, a cvate pri temperaturi
17 — 18 °C. Optimalne temperature za njezin rast i razvoj su od 20 do 25 °C. Sojino sjeme u

vrijeme Klijanja apsorbira vise od 50 % od svoje mase vode.



Slika 1. Stabljika i sjeme soje (Anonymous, 2016)

Selekcija kultivara vazan je korak za maksimalno iskoriStenje procesa proizvodnje i
trebala bi se provesti na individualnom polju. Vazni aspekti kultivara uklju¢uju moguénosti i
potencijale prinosa u podruéju adaptacije, njihovu rezistenciju na bolesti, nematode i insekte,
toleranciju na razliCite abiotiCke stresove (pH tla, suSa, sol), razine proteina i ulja te
toleranciju na herbicide (Lawrence i sur., 2008).

Opcenito sjeme soje sadrzi priblizno 8 % ljuske, 90 % kotiledona, od ¢ega najvise
otpada na proteine i lipide, te 2 % hipokotiledona. Kemijski sastav i strukturna svojstva
sjemena soje variraju ovisno o kultivaru, sezoni rasta, geografskoj lokaciji i okoliSnom stresu
(Ciabotti i sur., 2006). Sjeme soje sadrzi sve makronutrijente potrebne za pravilnu prehranu:
kompletne proteine, ugljikohidrate i masti, kao i vitamine i minerale zajedno s kalcijem,
folnom kiselinom i Zeljezom (Sauvant i sur., 2004).

Glavni sastojci sjemena soje su: proteini (30 - 50 g /100 g), ugljikohidrati (20 — 35 g
/100 g) i lipidi (15 — 25 g/100 g) (Esteves i sur., 2010). Postoji obrnuta veza izmedu udjela
proteina te udjela lipida i ugljikohidrata, ¢ime kultivari s ve¢im udjelom proteina imaju manji

udio lipida i ugljikohidrata kao §to je prikazano u tablici 1.



Tablica 1. Kemijski sastav konvencionalnog i geneticki poboljSanog sjemena soje (g/1000).

SASTOJCI BRS BRS OCEPAR1 | UFV- UFVTN USDA
133a 258b 9c 116d 105Ape f

Proteini 37,4 42,3 41,1 39,4 46,2 39,9
Lipidi 21,4 22,7 24,6 20,8 19,9 21,4
Pepeo 4,9 4,8 4,7 6,6 53 52
Netopljiva vlakna 23,2 23,0 0,7 0,8 9,1 Nd
Topljiva vlakna 2,8 2,8 1,7 1,3 15 Nd
Ugljikohidrati 26,0 25,8 2,3 2,1 10,5 9,9
Linolna masna 5,6 5,6 55 55 5,8 9,9
kiselina (18:2)

a-linolenska (18:3) 0,9 0,7 0,8 0,8 0,7 1,3

Nd- neodredeno; a - sojino sjeme s niskim udjelom proteina i s ljuskom; b - sojino sjeme s visokim
udjelom proteina i s ljuskom (Pucar-Menacho i sur, 2010); ¢ - konvencionalno tretirano sjeme na 80
°C tijekom 20 min sa ljuskom; d - sjeme soje bez ljuske i lipooksigenaza 2 i 3 tretirano na 80 °C
tijekom 20 min (Esteves i sur, 2010); e-sjeme s visokim udjelom proteina, bez ljuske i LOXs tretirano
na 150 °C tijekom 30 min (Andrade i sur, 2010); f - konvencionalno sojino sjeme ( U.S Ministarstvo
Agrikulture, 2009).

Iz tablice 1. vidimo da sjeme sadrzi visok udjel lipida i esencijalnih masnih kiselina. U nekim
kultivarima uoceno je da sjeme sadrzi 63 % polinezasi¢enih masnih kiselina, 55 % linolne i 8
% linolenske kiseline (esencijalne masne kiseline), 11 % palmitinske i 4 % stearinske masne
kiseline te 21,5 % mononezasi¢enih masnih kiselina (Esteves i sur, 2010). Lipidna frakcija
sadrzi vitamin E izomere, a-tokoferol (42.0 do 291.0 mg/100 g), y-tokoferol (79.0 do 252.0
mg/100 g) i é-tokoferol (27.0 do 89.0 mg/100 g) (Andrade, 2010; Baumgartner i sur., 2010) i
malu koli¢inu vitamina K (47 mg/100 g) i vitamina A (1.0 mg/100 g). Protein soje se prema
US Food and Drug Administration smatra kompletnim jer ima znacajan udjel esencijalnih
aminokiselina te je stoga soja dobra zamjena za vegetarijance i vegane. Ipak, sadrzajno je
znacajan nedostatak esencijalne aminokiseline metionina, dok druge esencijalne
aminokiseline, lizina, u odnosu na pSenicu ima viSe no u odnosu na mlijeéni kazein ima

znacajno manje (Fridman i Brandol, 2001).



2.1.1 Crna soja

Ovisno o pigmentima u ljusci, soja moze biti zuta, zelena, smeda ili crna. Pigmenti,
nosioci te boje, su antocijanini i klorofili ili njihove kombinacije (Todd i Vodkin, 1993). Crni
pigment se javlja zbog nakupljanja antocijanina u epidermi ljuske. Prema Manabeu i
suradnicima (1965) najzastupljeniji antocijanin u crnoj soji je cijanidin-3-glukozid, a prema
Leeju i suradnicima (2008) delfinidin-3-glukozid. Crna soja sadrzi puno antioksidanasa
(fenolne komponente i antocijana u svojoj ljusci) Sto govori o njezinoj bioloskoj funkciji
(Astadi i sur., 2008). Ima antioksidativni, antiinflamantorni i antiproliferativni u¢inak (Kim i
sur., 2008). Najvaznija upotreba crne soje je u medicini kao medicinska hrana, a u
orijentalnim drzavama i kao zac¢in. Modernija istrazivanja, osim antioksidacijske aktivnosti,
govore i o hipolipidemijskim svojstvima koja se mogu upotrijebiti za njegu koze (Xu i sur.,
2009). Prema The Supplement to Compendium of Materia Medica crna soja ima koristan
uc¢inak na kvalitetu sperme i produkciju kostane srzi, doprinosi mis§i¢noj snazi, rastu kose i
imunosnom sustavu. Sigurnosni testovi su pokazali da ekstrakti iz crne soje mogu biti sigurni
i neiritirajuci za ljudsku kozu, ukazujuéi na potencijal upotrebe kao aditiva u kozmeti¢kim

proizvodima (Lai i sur., 2012).

Slika 2: Crna soja (Anonymous 2, 2016)

Soja je namirnica visoke nutritivne vrijednosti. Sjeme soje bogato je proteinima i
mastima, dobar je izvor energije, vitamina i minerala. Prepoznata je kao ,,Zitarica” koja
zadovoljava potrebe za proteinima i energijom. Konzumacija hrane koja sadrzi soju povezana
je s redukcijom faktora rizika bolesti srca, redukcijom osteoporoze, smanjenjem simptoma
menopauze, smanjenjem rizika raka i redukcijom dijabetesa (Fabiyi, 2006). S obzirom na to

da sadrzi i mali udio ugljikohidrata, soja ima nizak glikemijski indeks ¢ime postaje prakticna
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za 0sobe s dijabetesom. Djeluje prevenirajuce kontrolirajuci kolesterol, krvni tlak (veliki udio
magnezija uzrokuje ekspanziju krvnih zila), vaskularne funkcije i ima direktan ucinak na
stanice arterija (Aha, 2000). Desroches i suradnici (2004) smatraju da moze smanjiti ukupan
kolesterol za 30 %. Postoje evidencije da soja moze reducirati gubitak kostane mase, posebno
nakon menopauze (Fabiyi, 2006). Vazna je tijekom godina postmenopauze zbog prevencije
fraktura kuka (izoflavoni iz soje) i razvoja masnih stanica (Anderson, 2003). Poznato je da
reducira rizik nastanka raka, sto je drugi najveci uzrok smrti ljudi. Visoki udjeli vlakana
smanjuju rizik od nastanka raka crijeva (Symolon i sur., 2004). Djelotvorna je kod
kvasiorkora (proteinsko-energetska malnutricija) smanjujuc¢i prevalenciju medu velikim

brojem djece diljem svijeta (Grewal, 2000).

2.2. SASTAV SIROVOG SOJINOG ULJA

Opcenito, biljna se ulja sastoje od trigliceridnih spojeva (94 — 99 %) i brojnih
netrigliceridnih spojeva (1 — 6 %) kao Sto su tokoferoli, steroli, fosfolipidi, pigmenti i
vitamini. Udjeli pojedinih komponenti ovise o vrsti sjemena, agronomskim uvjetima, klimi,
kvaliteti sjemena, nacinu proizvodnje ulja, uvjetima rafinacije i ostalim parametrima (Cert i
sur., 2000). Sojino ulje dobiveno ekstrakcijom otapalom ili preSanjem Sirovo je sojino ulje i
sadrzi nekoliko vrsta lipida. Prvenstveno sadrzi neutralne lipide, koji mogu biti tri-, di- i
monoacilgliceroli, slobodne masne kiseline i polarne lipide kao $to su fosfolipidi. Takoder
sadrzi negliceridni dio koji ukljucuje fitosterole, tokoferole, i ugljikovodike kao $to su
skvaleni. Elementi u tragovima, nadeni u sojinom ulju, dolaze u malim koncentracijama
(ppm). Nakon rafinacije, koncentracija svih sastojaka malog udjela reducirana je (Gunstone,
2002).

U Tablici 2. prikazan je sastav sirovog i rafiniranog sojinog ulja (Erickson, 1995).



Tablica 2 . Uobicajeni sastav sirovog i rafiniranog sojinog ulja (Erickson, 1995).

SIROVO SOJINO RAFINIRANO

ULJE SOJINO ULIJE
Trigliceridi (%) 95-97 >99
Fosfatidi (%) 1,5-2,5 0,003-0,045
Steroli (%) 0,33 0,13
Tokoferoli (%) 0,15-0,21 0,11-0,18
Skvaleni (%) 0,014 0,01
Slobodne 0,3-0,7 <0,05
masne kiseline (%)
Zeljezo (ppm) 1-3 0,1-0,3
Bakar (ppm) 0,03-0,05 0,02-0,06

2.2.1. Gliceridni dio

2.2.1.1. Triacilgliceroli i slobodne masne kiseline

Masti i ulja najvazniji su lipidi u prirodi. Osiguravaju energiju zZivim organizmima,
odjeljuju organe u tijelu i transportiraju vitamine topljive u mastima kroz krvotok. Masti i ulja
nazivaju se trigliceridima (tracilglicerolima) zato $to su to esteri u kojima su tri masne
kiseline vezane na glicerol (trihidroksi alkohol). Jednostavni gliceridi esterificirani su s tri
identi¢ne masne kiseline, ali se rijetko pojavljuju u prirodi. Najcesce se trigliceridi koji se
pojavljuju u prirodi nazivaju ,,mijesani* jer sadrze tri razli¢ite masne kiseline. Mast je smjesa
triglicerida koja se pri temperaturi od 25 °C nalazi u ¢vrstom stanju, a ulje u teku¢em. Razliku
u tocki topljenja stvara razlike u stupnju zasi¢enosti 1 broju ugljikovih atoma u sastavu masnih
kiselina. Trigliceridi zivotinjskog podrijetla obi¢no su krute tvari, dok su trigliceridi biljnog
podrijetla uglavnom ulja (Ball i sur., 2011).

Masne kiseline su karboksilne kiseline i strukturne su komponente masti, ulja i drugih
kategorija lipida (osim steroida). Obi¢no sadrze paran broj ugljikovih atoma (opéenito 12 -
20), nerazgranati lanac i razvrstavaju se prema prisutnosti i broju dvostrukih veza. Dijele se

na zasi¢ene (bez dvostrukih veza), mononezasi¢ene (jedna dvostruka veza) i polinezasi¢ene




(dvije i viSe dvostrukih veza). U prirodi se ve¢inom pojavljuju u cis konfiguraciji. (Ball i sur.,
2011).

Sojino ulje sastoji se od palmitinske (11 %), stearinske (4 %), oleinske (24 %), linolne
(54 %) i linolenske (7 %) masne kiseline (Ball i sur., 2011). Sastav masnih Kiselina u sojinom
ulju znacajno se mijenja dozrijevanjem i skladiStenjem ulja iz sjemena. Udio palmitata i
linoleata smanjuje se dozrijevanjem, dok oleata raste. Udio oleata obi¢no dosegne maksimum,
a kasnije pocinje lagano opadati. Sastav masnih kiselina znacajno utjece na fizikalna svojstva,
nutritivnu vrijednost te oksidacijsku stabilnost ulja (Hammond i sur., 2005).

Skevin i suradnici (2012) su u svom istraZivanju na temu kemijskog sastava sirovog
sojinog ulja proizvedenog iz novih kultivara dobili sljedece rezultate vezano za masne
kiseline: linolna masna kiselina bila je najzastupljenija u svim uzorcima ulja, slijede je
oleinska, palmitinska, a-linolenska i stearinska. U analiziranim uzorcima sirovih sojinih ulja
detektirane su i miristinska, palmitoleinska, heptadekanska, arahinska, gadoleinska i behenska
masna kiselina u udjelima manjim od 0,4 %. Zakljucili su da je utjecaj kultivara od velikog
zna¢aja na sastav masnih kiselina. U drugom istrazivanju koje su proveli Matthaus i Ozcan
2014. godine, vezano za sastav masnih kiselina 1 tokoferola u razli¢itim sojinim uljima,
uocavamo sli¢ne rezultate. Najzastupljenije masne kiseline su palmitinska, stearinska,
oleinska, linolna i linolenska masna kiselina. Najveéi postotak zauzimala je linolna masna
kiselina (49,0 - 53,5 %) medu analiziranim uzorcima. Slijedi oleinska (21.4 - 26,7 %) te
palmitinska masna kiselina (9,2 - 11,2 %).

Usporedujuéi ova istrazivanja mozemo zakljuditi da je sojino ulje bogat izvor
polinezasi¢enih masnih kiselina (vise od 50 %), a najzastupljenija je linolna (C18:2) koja se
svrstava u esencijalne omega-6 masne kiseline (Hammond i sur., 2005). Dvije polinezasi¢ene
masne kiseline, linolna i linolenska masna kiselina, smatraju se esencijalnim masnim
kiselinama jer ih ljudsko tijelo ne moze sintetizirati i moraju se unijeti hranom. Obje masne
kiseline potrebne su za normalan rast i razvoj ljudskog organizma te efikasan transport i

metabolizam kolesterola.



2.2.2. Negliceridni dio

Negliceridni dio sojina ulja dijeli se na osapunjivi I neosapunjivi. Neosapunjivi dio
Cine steroli, tokoferoli, skvalen, pigmenti i dr. (50 % neosapunjivog dijela neidentificirano je),

a osapunjivi dio ¢ine fosfolipidi (Hammond i sur., 2005).

2.2.2.1. Steroli

Steroli su visokomolekularni cikli¢ki alkoholi s ciklofenantrenskom skupinom, a u
procesu biosinteze nastaju iz skvalena (Phillips i sur., 2001). Prema porijeklu dijele se na
zoosterole iz zivotinjskih masti i fitosterole iz biljnih masti (Rac i sur., 1964). Biljni fitosteroli
su triterpeni 1 vazna strukturna komponenta biljnih membrana, dok slobodni fitosteroli sluze
za stabilizaciju lipidnog dvosloja u biljkama. Pronadeno je vise od 200 razli¢itih vrsta
fitosterola u biljnim tkivima. Vecina fitosterola sadrzi 28 ili 29 ugljikovih atoma i jednu do
dvije dvostruke veze, jednu u jezgri i drugu u alkilnom lancu (Moreau i sur., 2002). U svim
biljnim tkivima fitosteroli se pojavljuju u 5 zajedni¢kih formi: kao slobodni alkoholi, esteri
masnih Kiselina, steril glikozidi, acilirani steril glikozidi i sterilni esteri hidroksicinaminske
kiseline. Zadnje 4 forme nazivaju se konjugatima fitosterola (Pascal i sur., 2006). Negliceridni
dio sojinog ulja sadrzi oko 16 % sterola. Najzastupljeniji su B-sitosterol (52 %), kampesterol
(25 %) i stigmasterol (23 %). Postoje znacajne razlike u udjelu i svojstvima sterola medu
biljnim vrstama. Temerature rasta uzrokuje promjenu u sastavu sterola. S viSim
temperaturama dolazi do povecavanja udjela sterola (najvise kampesterola i B-sitosterola) i
smanjenja udjela ukupnih tokoferola (Hammond i sur., 2005). Steroli imaju klini¢ki znacaj jer
posjeduju antikancerogenu, antiinflamantornu i antioksidativnu aktivnost. U esterificiranoj ili
slobodnoj formi vazna su komponenta prehrane jer snizavaju LDL kolesterol i odrZavaju

zdravlje srca (Berger i sur., 2004).

2.2.2.2.Fosfolipidi

Fosfolipidi su grupa slozenih lipida koji sadrze digliceride, fosfornu grupu te neku
jednostavnu organsku molekulu. Sastavne su komponente svih stani¢énih membrana u

ljudskom organizmu. Imaju jedinstvenu kemijsku strukturu koja se sastoji od lipofilne i
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hidrofilne skupine. Najzastupljeniji fosfolipidi u sojinom ulju su fosfatidilkolin (opéenito
prevladava), fosfatidiletanolamin, fosfatidilserin i fosfatidilinozitol. U uljima za prehranu
mogu izazvati pjenjenje i tamnjenje tijekom termicke obrade pa se uklanjaju u procesu
rafinacije, u fazi degumiranja. Nakon rafinacije, koncentracija fosfolipida u ulju ovisi o
vrstama uljarica i metodama prerade (OBrien, 2008). Od ukupnih fosfolipida u ulju udio
fosfatidilkolina iznosi 55,3 % fosfatidiletanolamina 26,3 %, a fosfatidilinozitola 18,4 %
(Wang i sur., 1999). Imaju veliku primjenu u farmaceutskoj industriji (regulacija stani¢ne
osmoze i membranskih enzima, prijenos lipida i sterola, metabolizam folne Kkiseline i
metionina, znacajan ucinak kod neuroloskih bolesti), prehrambenoj industriji (margarini,
Sorteninzi, instant hrana, pekarski proizvodi), u agrikulturi i drugim kemijskim industrijama

(kozmeticki proizvodi, boje, lakovi, premazi).

2.2.2.3. Tokoferoli

U obitelj vitamina E spadaju tokoferoli i tokotrienoli (lipofilne organske molekule),
antioksidansi sintetizirani od biljaka i drugih fotosintetskih organizama. Navedene forme
razlikuju se po bioloskoj raspolozivosti te fizioloskim i kemijskim aktivnostima. Sadrze
kromanolnu glavu vezanu na hidrofobni rep. Cetiri razli¢ite forme tokoferola i tokotrienola
koje se pojavljuju u prirodi razlikuju se broju i poziciji metilnih grupa na aromatskom prstenu
kromanolne glave. Tri metilne grupe sadrZi a-izomer, dok B- i1 y- izomeri sadrZze dvije 1 6-
izomer jednu metilnu grupu na aromatskom prstenu (Hunter i Cahoon, 2007). Soja posjeduje
sve Cetiri vrste tokoferola (a-, B-, y- 1 6-) koji se razlikuju u njihovoj sposobnosti hvatanja
slobodnih radikala s obzirom na varijacije u broju i poziciji metilnih substituenata na
kromanolnom prstenu. Najvecu antioksidativnu aktivnost posjeduje y- tokoferol (najslabije
biolosko djelovanje), dok B-, y-, 8- izomeri pokazuju svega 50, 10 i 30 % antioksidativne
aktivnosti y-tokoferola (Kumar i sur., 2009). U sojinom ulju nalaze se u udjelima oko 7,6 %
a-tokferola; 1,5 % B-tokoferola; 67,8 % y—tokoferola i 23,6 % o-tokoferola (Hammond i sur.,
2005). Ukupna koncentracija tokoferola u komercijalnim uljima ovisi o koracima proizvodnje

i uvjetima rafinacije (Evans i sur., 2002).
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Utjecaj temperature i suse na sastav tokoferola

Britz i suradnici (2002) ispitali su utjecaj temperature i suse tijekom Sazrijevanja sjemena
soje na povecanje udjela tokoferola. Njihovi rezultati pokazali su da vrijeme i klima mogu
znacajno utjecati na udio tokoferola u sjemenu S$to pri uzgoju moze utjecati na odabir
kultivara s razli¢itim odgovorom na temperaturne intervale. Proveli su istrazivanje na tri
razli¢ita kultivara soje: Williams, Forrest i Essex. Udio ukupnih tokoferola bio je najveéi kod
kultivara Williams 1 kod njega utjecaj temperature i suSe nije imao velik znacaj. Kod ostala
dva kultivara udio ukupnih tokoferola bio je nizi za 10 - 15 %, s osvrtom na znacajan utjecaj
suse (malo povecanje od 8 — 10 %). Sva tri kultivara pokazala su zna¢ajno povecanje udjela
a-tokoferola (128, 142 i 198 % za kultivare Forrest, Essex i Williams) te smanjenje 6-
tokoferola (53, 52 i 65 % za kultivare Forrest, Essex 1 Williams) i y-tokoferola (7, 17 i 30 %
za kultivare Forrest, Essex i Williams). 1z rezultata je vidljivo da temperatura zraka i vlaga u
tlu imaju utjecaj na sva tri izomera tokoferola. Kod kultivara Williams umjereno povecéanje
temperature u kombinaciji s ekstremnom susom uzrokovalo je veliko povecanje udjela a-
tokoferola s gotovo podudarnim smanjenjem udjela ostala dva izomera tokoferola. Moguci
razlog u svojoj diskusiji navode kako poviSena temperatura i su$a usmjeravaju metabolizam
y- 1 o-tokoferala prema o-tokoferolu. Ovi rezultati imaju veliku vaznost za biljke (ako sjeme
ili sadnice mogu bolje tolerirati stres), medutim, nutritivna vrijednost nije zanemariva buduci
da a-izomer ima najvecu aktivnost vitamina E, a opc¢enito ga ima malo u ulju sjemena.

U drugom istrazivanju koje su takoder proveli Britz i suradnici (2008) godine dobiveni su
slicni rezultati. U istraZivanju se ispitivao utjecaj geneti¢kih varijacija i okoliSnih uvjeta na
tokoferole u sojinom sjemenu. Analizom sjemena soje na nekoliko razli¢itih lokacija u
vremenskom periodu od tri godine (1999. — 2002.) autori su htjeli utvrditi utjecaj prirodnih
varijacija u vremenu i klimi na sastav tokoferola. Usporedujuci 18 linija soje, pokazala se
mala, ali znacajna razlika kod ukupnih tokoferola kao i 2 do 3 puta veéu razliku u udjelu a-
tokoferola u periodu od 1999. do 2001. godine. Takoder su uocene i lokacijske razlike s
obzirom na udjel tokoferola. Usjevi u toplijim djelovima zemlje tijekom cijele godine imali su
viSe apsolutne 1 relativne razine tokoferola od onih u hladnijoj unutrasnjosti zemlje i usjeva
koji su posadeni kasnije. Tijekom 2002. godine temperature su bile znacajno vise §to se
odrazilo na povecanje udjela a-tokoferola kod pojedinih analiziranih sjemena soje. Zakljucak
autora je da su vrijeme 1 klima znacajni faktori koji utjecu na sastav tokoferola u sojinom

sjemenu.
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Utjecaj razlicitih faza u reprodukciji na sastav tokoferola u sojinom sjemenu

Kumar i suradnici (2009) proveli su istrazivanje vezano za promjene u tokoferolima,
izoflavonima, sadrzaju fenola i1 antioksidativnoj aktivnosti sjemena soje kod razli¢itih faza
razvoja. Cilj istrazivanja bio je odrediti razlikuje li se nezrelo sjeme prikupljeno u razli¢itim
fazama reprodukcije u sadrzaju tokoferola, izoflavona i fenola te u antioksidativnom
kapacitetu. Rezultati za tokoferole prikazani su u tablici 3.

Tablica 3. Koncentracija (g g) tokoferol izomera u razli¢itim reproduktivnim fazama

kultivara
Reproduktivna | a-tokoferol 3-tokoferol v-tokoferol 6-tokoferol
faza
R5 3,42+0,2(6,0)c | 1,10+0,09(1,9)b | 12,06+0,94(21,4)d | 39,60+1,31(70,7)
b
R6 3,70+0,09(4,3)c | 1,43+0,16(1,6)b | 35,33+2,71(41,4)c | 44,83+1,62(52.6)
b
R7 7,31+0,14(7,7)b | 2,12+£0,17(2,2)b | 46,01+2,14(47,7)b | 41,01£1,80(42,5)
b
Zrelost 53,34+1,85(19,6 | 11,20+£0,96(4,1) | 156,80+4,83(57,6) | 51,20+2,07(18,7)
)a a a a

Brojevi oznacavaju srednju vrijednost tri razliita ponavljanja. Slova oznacavaju statisticki

znacajnu razliku (p<0,05) za svaki izomer tokoferola.

Iz tablice 3. Vidljivo je da u prvoj fazi R5 & - tokoferol dominantan i sadrzi 70 % od ukupne
koncentracije tokoferola. U drugoj R6 fazi udio 6 - tokoferola iznosi 52,6 % od ukupnih
tokoferola, udio y-tokoferola poveéao se tri puta, a druga dva izomera ostala su
nepromijenjena u usporedbi s R5 fazom. Autori smatraju da se objasnjenje nalazi u poveéanoj
aktivnosti MPBO tokoferol ciklaze u ranim reproduktivnim fazama i smanjenoj aktivnosti
jednog ili viSe enzima koji sudjeluju u putovima biosinteze izomera tokoferola. Povecanje
koncentracije a-, B- i y- izomera vidljivo je u tablici izmedu tree R7 faze i faze potpune
zrelosti. Navedeni razlog je povecéanje koncentracije ovih izomera kao odgovor na smanjenje
intenziteta slobodnih radikala nastalih tijekom tog razdoblja. Kao zaklju¢ak autori navode da
nezrelo sjeme prikupljeno u ranim reproduktivnim fazama ima niske koncentracije tokoferola
i izoflavona, ali ima visoku sposobnost hvatanja slobodnih radikala i ukupnu antioksidativnu

moc.
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Utjecaj oplemenjivanja soje na sastav tokoferola

Rani i suradnici (2007) uvidjeli su vaznost poboljsanja sastava i udjela tokoferola kroz
programe oplemenjivanja sojinog sjemena zbog nutritivne vrijednosti i vaznosti stabilnosti
ulja. Genetska raznolikost, $to je osnova svakog programa oplemenjivanja, slabo je istrazena
za sadrzaj i profil tokoferola u sojinom sjemenu. Kod sva Cetiri izomera tokoferola dolazi do
smanjenja udjela tijekom rafinacije (posebno tijekom dezodorizacije), stoga je postalo vazno
istrazivati geneticku varijabilnost za tokoferole razli¢itih genotipova soje kako bi se
identificirali genotipovi s najvisim udjelom tokoferola. Proveli su istraZivanje vezano za
sadrzaj i profil tokoferola kod razli¢itih sorti soje koje se konzumiraju u Indiji uzimajuéi u
obzir geneticke razlike. Svoje su rezultate takoder usporedili s ranijim studijama. U svojim
rezultatima uoCili su geneticke varijacije kod sva Cetiri izomera tokoferola, ukupnih
tokoferola 1 kompozicije tokoferola. Usporedujuci svoje rezultate sa studijom koju su proveli
McCord i suradnici (2004) vezano za udjel tokoferola na brazilskim sortama soje, uo¢ili su
razlike u omjerima najvisih i najnizih a-, -, y-, 8- vrijednosti te ukupnih tokoferola. Indijski
genotipovi pokazuju vecu raznolikost za y- i 8- te ukupne tokoferole, dok brazilski genotipovi
pokazuju vecu varijabilnost kod a-tokoferola. Rezultati takoder pokazuju veée srednje
vrijednosti za o-tokoforel i manje srednje vrijednosti za 6- i y- tokoferol usporedujuci s
drugom studijom (razlog navode geneticke varijacije). Rezultati takoder pokazuju znacajnu
korelaciju (p<0,001) izmedu pojedinih izomera i udjela ukupnih tokoferola, $to ih navodi na
zakljucak da ¢e bilo koji program oplemenjivanja fokusiran na poboljsanje jednog tipa
tokoferola rezultirati poboljSanjem i ostala tri izomera. Zakljucili su da je, osim transgenskog
pristupa, tradicionalnim 1 molekularnim oplemenjivanjem mogucée poboljsati razine
specifi¢nog tokoferola, medutim, vazno je i identificirati molekulske markere za tokoferole

kako bi se olak3ala selekcija boljih genotipova.

Transgenski pristup u modificiranju sadrzaja tokoferola kod soje postaje sve popularniji.
Klju¢ni je korak tog pristupa konverzija y-tokoferola u a-tokoferol (zbog visoke nutritivne
vrijednosti) ¢ime sadrzaj a-tokoferola doseze 95 % od ukupnih tokoferola u sojinom sjemenu.
Pokusaji povecanja udjela ukupnih tokoferola samo su djelomi¢no uspjesni i baziraju se na
regulaciji homogentisatefitil transferazne aktivnosti (HTP, katalizira prvi korak u sintezi
tokoferola), medutim, rezultati pokazuju samo malo povecéanje ukupnih tokoferola
transgenskog sjemena soje. Bolji rezultati postizu se ekspresijom pripadaju¢eg HTP gena iz

Arabidopsis 1 Synechocystis sa specificnim promotorom (1,5 puta) i ekspresijom TYRA gena
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s nekoliko drugih enzima pod kontrolom specificnog promotora (vise od 10 puta). Direktiniji
pristup za dobivanje linija soje s povec¢anim sadrzajem tokoferola bazira se na ekspresiji
homogentisategeranilgeranil transferaze (HGGT), enzima ukljucenog u biosintezu tokoferola
u monosupnici. Takva transgenska soja ima vece razine antioksidacijske aktivnosti i povisene
koncentracije vitamina E sa sve 4 forme tokoferola. Medutim, sa stajaliSta inZenjeringa
povecéanje koncentracije a-tokoferola puno je jednostavnije. Bazira se na ekspresiji gena za
dva enzima uklju¢ena u metilaciju grupa na tokoferolima (VTE3 i VTEA4) iz Arabidopsis, gdje
ckspresija ta dva gena gerenerira biljke sa sadrzajem a-tokoferola ve¢im od 90 % ukupnih
tokoferola. Ukupna razina tokoferola ostala je ista u tom sjemenu ukazuju¢i na promjenu
tokoferola uglavnom u a - oblik (5 puta povecanje aktivnosti vitamina E). Ovo istrazivanje
moze dovesti do sojinog ulja s pove¢anom koncentracijom vitamina E te veCom hranjivom

vrijednosti za potrosace (Hudson i sur., 2013).

2.3. PROIZVODNJA SOJINOG ULJA

Ulja se razvrstavaju prema kategorijama na rafinirana, hladno presana i nerafinirana,
ovisno o tehnoloSkom postupku proizvodnje. Sirovo ulje nerafinirano je ulje dobiveno
presanjem ili ekstrakcijom organskim otapalima. Nerafinirana ulja dobivena su mehanickim
postupcima, kao §to je preSanje, uz upotrebu topline. Hladno presana ulja dobivena su iz
sirovina preSanjem na temperaturi do 50 °C. Provodi se i postupak ¢is¢enja, odnosno bistrenja
pranjem vodom, dekantiranjem, filtriranjem i centrifugiranjem. Rafinirana ulja dobivena su
postupkom rafinacije jedne ili viSe vrsta sirovih biljnih ulja i na trZiste se stavljaju kao jestivo
biljno ulje i jestiva ulja s navodenjem sirovine iz koje su proizvedena. Ta ulja moraju
udovoljiti sljede¢im kriterijima: na 20 °C su tekuca, bistra, karakteristi¢ne boje; neutralnog do
karakteristi¢nog okusa i mirisa bez stranog ili uZeglog okusa i mirisa; da ne sadrze viSe od 0,3
% slobodnih masnih kiselina (izrazenih kao oleinska kiselina); da im peroksidni broj nije veci
od 5 mmola O2kg?; sadrze 0,2 % vode i tvari hlapljivih na temperaturi od 105 °C. Hladno
presana i nerafinirana jestiva ulja pak ne smiju sadrzavati vise od 2 % slobodnih masnih
kiselina (oleinska kiselina); peroksidni broj ne smije biti veé¢i od 7 mmol O2kg™; maksimalno
trebaju sadrzavati 0,4 % vode i tvari hlapljivih na temperaturi od 105 °C, maksimalno 0,1 %
netopljivih nedistoéa te ne smiju sadrzavati vise od 0,15 mgkg? stigmastadiena (Pravilnik o

jestivim uljima i mastima, 2012).
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Proizvodnja sojinog ulja sastoji se od dva dijela: prvi korak obuhvaca postupke obrade
sjemena za dobivanje ulja, a drugi korak je sam proces proizvodnje ulja. Nakon prijema,
istovara i1 vaganja slijedi postupak ¢is¢enja (odvajanje kruto-krutog) da bi se odstranile sve
necistoce stranog ili vlastitog podrijetla koje mogu Stetno djelovati na uskladisteno sjeme.
Necistoce treba odstraniti jer ne sadrze ulje, vezu vodu 1 postaju centri kvarenja te oStecuju
strojeve (Skevin, 2013). Nakon usitnjavanja, slijedi susenje (odvajanje kruto-tekuéeg) gdje se
prolaskom kroz susaru smanjuje udio vlage na oko 10 % (suSenje u struji zraka do
temperature od 70°C) i skladiStenje kroz 12 sati radi izjednacavanja vlage difuzijom kroz
cjelokupnu masu zrna. Na mlinu se vrsi usitnjavanje zrna na manje dijelove i uklanjanje
ljuske (vibracijska sita sluze za odvajanje ljuske). Kondicioniranjem se povecava plasti¢nost
jezgre za provedbu listi¢enja. Vrsi se zagrijavanjem na 65 - 70 °C direktnom ili indirektnom
parom pri ¢emu udio vlage iznosi 9,5 - 10,5 %. Zadnji korak u obradi sjemena je listienje
zbog povecavanja kontaktne povrSine jezgre s otapalom i skradivanja puta u procesu
ekstrakcije. Ovim postupkom povecava se pristupacnost ulja zbog pucanja stanica jezgre
(Romac i sur., 2012).

Najces¢i nacini proizvodnje ulja su mehanicka ekstrakcija (presanje) te ekstrakcija
otapalima. Ekstrakcija otapalima koristi se za proizvodnju ulja iz sirovina koje u svom sastavu
sadrze malo ulja. Gotovo se sve sojino ulje zbog sadrzaja sjemena (do 20 % ulja u svom
sjemenu) proizvodi ekstrakcijom organskim otapalima zbog boljeg iskoristenja u odnosu na
proces presanja (Hui, 1996).

Ekstrakcija ulja provodi se uz primjenu nepolarnog otapala n-heksana (kruto - tekuca
ekstrakcija). Prijelaz ulja iz krutih listi¢a u miscelu (mjesavina ulja i otapala) sastoji se od tri
koraka: difuzija otapala u listi¢e, otpusStanje ulja u otapalu i difuzija ulja iz krutih listia u
otapalo. Brzinu ekstrakcije odreduje viSe parametara kao Sto su veli¢ina stanice, debljina
stijenke, udjel razorenih stanica, kemijski sastav sjemena, udjel vode i odvodenje difundirane
otopine s povriine ekstrakcije (Skevin, 2013). Difuzija ulja u otapalu zaustavlja se kod
postizanja jednake koncentracije ulja u misceli i listi¢ima, §to je ograniavajuci faktor. Zbog
toga se ekstrakcija provodi po principu protustrujne viSefazne ekstrakcije ¢ime se postize
najbolji faktor difuzije i maksimalna ekstrakcija ulja iz listica. Ekstrakcija se najcesc¢e provodi
kontinuirano u rotirajuéem ekstraktoru - rotacelu. Ekstrakcijom se dobiju dva polugotova
proizvoda, miscela i ekstrahirani listi¢i iz kojih je potrebno ukloniti otapalo. Uklanjanje
otapala provodi se destilacijom miscele (evaporacija, vakuum destilacija i propuhivanje
vodenom parom i uklanjanjem otapala iz ekstrahiranih listi¢a zagrijavanjem s indirektnom i
direktnom vodenom parom u cilindri¢noj posudi s vise etaza (Romac i sur., 2012).
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Nakon proizvodnje sirovog sojinog ulja, slijedi proces rafinacije. Zadatak rafinacije je
iz ulja ukloniti nepozeljne komponente, nepozeljan okus i miris, povecati stabilnost ulja, a
istovremeno iskljuciti izomerizaciju, elaidinizaciju i pomerizaciju (formiranje kancerogenih
produkata pri povisenoj temperaturi). Prvi je korak neutralizacija kojoj je cilj ukloniti
slobodne masne kiseline nastale hidrolizom triacilglicerola jo§ u samom sjemenu. Slijedi
bijeljenje u kojem se iz ulja uklanjaju prvenstveno pigmenti, ali i fosfolipidi, tragovi metala,
hidroperksidi, sapuni i drugi nepozeljni spojevi. Uspjesnost bijeljenja ovisi o vrsti i koli¢ini
adsorbensa, vremenu kontakta i temperaturi. Vinterizacija ulja provodi se na nacin da se ulje
prvo ohladi pri ¢emu se stvaraju kristali voska i trigliceridi viSeg taliSta. Vinterizacijom ulja
izbjegnuto je zamucivanje jestivog ulja pri niskim temperaturama. Zadnji korak je proces
dezodorizacije. Destilacijom vodenom parom uklanjanju se hlapljivi sastojci (slobodne masne
kiseline, aldehidi, ketoni, peroksidi...) koji uzrokuju neugodan okus i miris ulja (Skevin,
2013).

2.4. UPOTREBA SOJINOG ULJA

Upotreba sojinog ulja u prehrani sli¢na je drugim uljima. Najvise se upotrebljava za
kuhanje i prZenje, kao ulje za salate, majonezu, Sorteninge i znacajna je upotreba kod
margarina. Male koli¢ine sojinog ulja upotrebljavaju se kod mlije¢nih i konditorskih
proizvoda (Hammond i sur., 2005).

U zadnje vrijeme sastav sojinog ulja i njegova kvaliteta privukli su veliku pozornost u
genetiCkom modificiranju i uzgojnim programima. Razlog je povecana potraznja za biljnim
uljima i povecana svijest potroSaca o zdravstvenim problemima vezanim za prehrambene
masnoc¢e. U tom smislu, znacajni napori su usmjereni na povecanje oksidacijske stabilnosti
sojinog ulja i pove¢anim udjelom esencijalnih omega-3 i omega-6 masnih kiselina u hrani i
hrani za zivotinje (Clemente i Cahoon, 2009).

Korisna industrijska aplikacija sojinog ulja je u proizvodnji biodizelskih mjesavina.
Ostvaren je velik broj pozitivnih atributa u upotrebi sojinog ulja za proizvodnju biodizela
ukljucujuéi poboljsanu biorazgradnju, visu tocku zapaljenja, smanjenje toksi¢nosti i emisija te
poboljsanje podmazivanja. Dva negativna parametra su oksidativna nestabilnost i hladno

strujanje u sjevernim podnebljima (Kinney i Clemente, 2005).
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2.5. OPLEMENJIVANJE SOJE

Oplemenjivanje i selekcija soje vazni su za stvaranje novih, boljih sorti, odnosno
genetski napredak o kojem znacajno ovisi proizvodnja svakog uzgojnog podrucja. Temelji se
na primjeni suvremenih oplemenjivackih metoda kao Sto su kombinacija klasi¢nih
oplemenjivackih metoda sa suvremenim kemijskim, biokemijskim, fitopatoloskim i
molekularnim analizama. Uspjes$nost oplemenjivackog rada procjenjuje se prema koli¢ini i
geneti¢koj raznolikosti raspolozivog oplemenjivackog materijala, opremi i sredstvima za rad,
obucenosti kadrova i polivalentnosti oplemenjivackog tima. Oplemenjivanje soje integralan je
sustav koji ukljucuje odrzavanje i skupljanje izvora genetske varijabilnosti, selekciju
roditeljskin  komponenata, hibridizaciju, uzgoj oplemenjivackih populacija, fenotipsku
selekciju, testiranje oplemenjivackih linija te identifikaciju superiornih rekombinacija. Svaki
od tih ciklusa traje vise godina. Uspjesni oplemenjivacki rad sastoji se od nekoliko faza. Prva
faza je odrzavanje postojece gen-kolekcije 1 skupljanje novog oplemenjivackog materijala.
Cilj je stvaranje izvora geneticke varijabilnosti za odredena kvantitativna svojstva. Druga faza
ukljucuje izbor roditelja i najpogodnijih metoda krizanja te se provodi krizanje. Treca faza je
selekcija pozeljnih genotipova iz stvorenih hibridnih populacija. Zadnja faza ukljucuje
testiranje izabranih superiornih linija kroz poljske pokuse i daljnju selekciju linija. Uz urod
zrna i povecanje tolerantnosti genotipova na razli¢ite stresne uvjete i uzro¢nike bolesti, cilj
oplemenjivanja soje je i stalno poboljSanje kakvoée sjemena soje (vazno s aspekta nutritivne
vrijednosti). Cijeli je postupak stoga usmjeren na povecanje udjela i stabilnosti bjelan¢evina i

ulja u sjemenu te na poboljsanje kakvoce ulja u zrnu (Sudari¢ i Vratari¢, 2008).
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3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. MATERIJALI

3.1.1. Sojino sjeme i ulje

Materijali koristeni za izradu ovog radu su sjeme soje i ulje dobiveno iz njega. Sjeme

soje je uzgojeno 2015. godine na polju Agronomskog fakulteta Sveucilista u Zagrebu. U radu

je analizirano 11 uzoraka sjemena soje iz razli¢itih kultivara. U laboratoriju smo ekstrakcijom

po Soxhletu iz svakog od 11 uzoraka proizveli sirovo ulje na kojem smo poslije obavljali

daljnje analize (sastav masnih kiselina, tokoferola i sterola). Od tih kultivara, na Sortnoj listi

Republike Hrvatske svrstani su kultivari Ana, Sanja i Zagrepcanka. U tablici 4. prikazani su

uzorci sjemena soje i ulja soje.

Tablica 4. Uzorci sjemena soje i sojinog ulja

Uzorak Oznaka uzorka sjemena soje | Oznaka uzorka sojinog ulja
Br1u /12 Sl SU1
Br4ul/ll S2 SuU2
Br4ull/12 S3 SU3
Br4ulVv/l2 S4 SU4
Br7ul/10 S5 SUS
Br8ul/ll S6 SU6
UO 1+2/05 S7 SU7
ANA* S8 SuU8
SANJA* S9 SU9
ZAGREPCANKA* S10 SU10
CRNA SOJA S11 SU11

*kultivar se nalazi na sortnoj listi Republike Hrvatske
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3.1.2. Reagensi

Svi reagensi i otapala koje smo koristili u ovom istrazivanju najmanje su p.a. stupnja

Cistoce. Standardi koje smo upotrebljavali bili su pro chromatography stupnja ¢istoce.

Pri izradi ovog diplomskog rada koriSteni su sljedeci reagensi i otapala:
- dietileter
- etil acetat
- izooktan
- n-heksan (HPLC Ccistoce)
- natrijev hidrogen sulfat monohidrat
- petroleter
- etanol
- metanol (HPLC c¢istoce)
- izopropanol (HPLC cistoce)
- Kjeldah tablete (bez zive 1 selena)
- borna kiselina
- klorovodic¢na kiselina
- sumporna kiselina
- natrijeva luZina
- dusik

- helij
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- bromkrezol zeleno

- metil red

Standardi:

- F.A.M.E” (Supelcoa, Bellefonte, SAD)

* smjesa od 18 estera masnih kiselina poznatog sastava
- a — tokoferol (Merck KgaAa, Damstadt, Njemacka)

- 3 — tokoferol (Merck KgaAa, Damstadt, Njemacka)

- v — tokoferol (Merck KgaAa, Damstadt, Njemacka)

- & — tokoferol (Merck KgaAa, Damstadt, Njemacka)

3.2. METODE RADA

3.2.1. Analize sjemena

3.2.1.1. Odredivanje mase 1000 sjemenki

Odredivanje mase 1000 sjemenki Koristi se za grubu procjenu kakvoce sjemena, a ona
ovisi 0 masi i punoc¢i sjemena. Sjeme je kvalitetnije §to je masa veca jer su prazna zrna laksa.
Ulogu u masi ima i voda te se uvijek navodi i vlaZznost sjemena. Brojanje sjemenki moze se
odredivati ruéno ili fotoelektricnim broja¢em (Rade i sur, 2001). U ovom radu masu 1000
sjemenki je odredena ru¢no prema modificiranoj metodi HRN EN ISO 502:2012. Prilikom
odredivanja izbroji se 500 zrna od prosje¢nog uzorka, bez odabiranja, koja su potom

izvagana, a masa 1000 zrna izraunata prema formuli [1]:

m ’1n°°° ©) [1]

masa 1000 sjemenki =

gdje je:
m = masa izbrojenih sjemenki (g)

n = broj sjemenki
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3.2.1.2. Odredivanje hektolitarske mase sjemena

Hektolitarska masa je mjera gustoe (zbijenosti) sjemena, a odreduje Se vaganjem
odredenog volumena sjemena. Ovisi o veli¢ini i obliku sjemena te se izrazava kao masa
sjemena u L ili dm? (kg dm™). Ova mjera bitna je kod projektiranja transportnih uredaja,
silosa i sl. (Rade i sur., 2001). Uredaj na kojem se vrSi mjerenje je vaga poznata kao
Schopperova vaga ( po imenu njemacke tvrtke 'Shopper'), a koristena metoda je modificirana
metoda HRN EN ISO 7971-1:2010.

Poznati volumen sjemena stavi se i izvaze u cilindar Schopperove vage od 0,25 L, a

hektolitarska masa se izra¢una prema formuli [2]:

hektolitarska masa = g(kg L) [2]

gdje je:
m = izmjerena masa (kg)

V = volumen cilindra za mjerenje (0,25 L).

3.2.1.3. Odredivanje udjela vode u sjemenu

Prilikom procjene kvalitete sjemena kao mjera kvalitete gleda se udio vode te ulja i
necisto¢a. Udjel vode ovisi 0 brojnim parametrima: stupanj zrelosti sjemena, vremenske
prilike tijekom sazrijevanja i uvjeti tijekom zetve, relativna vlaznost zraka prilikom
skladistenja (Rade i sur., 2001). U ovom radu koristena je standardna metoda za odredivanje
vode u sjemenu uljarica HRN EN ISO 665:2004.

Neposredno prije pocetka ove analize, sjeme soje samelje se na mlinu s rotiraju¢im
diskovima. Analiza zapocinje vaganjem 5 g samljevenog sjemena s to¢nos¢u 0,001 g. Potom
se izvagano samljeveno sjeme prebaci u posudicu s podignutim poklopcem i stavi u suSionik
prethodno zagrijan na 103 + 2 °C. Nakon dvosatnog susenja, hladenje uzorka provodi se u

eksikatoru. Ohladeni uzorak ponovno se vaze i vraca u susionik na jednosatno susenje, nakon
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Cega se opet hladi i vaze. Postupak suSenja ponavlja se po 1 sat dok razlika izmedu dva
uzastopna mjerenja ne bude najvise 0,005 g. Za svaki uzorak provode se dva paralelna
odredivanja, medu kojima razlika ne smije biti ve¢a od 0,5 %. Rezultat se izrazava kao
srednja vrijednost dva paralelna mjerenja.

Udjel vode izrazava se u postocima prema formuli [3]:

% vode = M~ M, -100 [3]
m, —m,
gdje je:
mo = masa prazne posudice (g)
M1 = masa posudice s uzorkom prije susenja (g)

M2 = masa posudice s uzorkom nakon susenja (g).

3.2.1.4. Odredivanje udjela ulja u sjemenu metodom po Soxhletu

Za odredivanje udjela ulja u sjemenu koristi se standardna metoda HRN EN
1SO659:2010. Sjeme se prvo samelje u mlinu s diskovima, od ¢ega se u celuloznoj ¢ahuri za
ekstrakciju izvaze 5 - 10 g i zatvori vatom. Cahura s uzorkom stavi se u ekstraktor i doda se
otapalo (petroleter). Ekstrakcija se odvija kontinuirano kroz 8 sati u aparaturi po Soxhletu,
prilikom ¢ega se skuplja u izvaganu tikvicu u koju se prethodno stave kuglice za vrenje.
Nakon zavrSetka postupka ekstrakcije, slijedi otparavanje otapala iz ekstrakta na rotacionom
otparivacu. Zatim se ostatak ekstrakta (ulje) susi kroz 1 sat pri 103 + 2 °C, hladi u eksikatoru i
vaze. SuSenje se ponavlja po 30 minuta do postizanja konstantne mase. Rezultati se prikazuju
kao srednja vrijednost dva paralelna mjerenja prilikom ¢ega razlika ne smije prelaziti 0,5 %
(Rade 1 sur., 2001). Maseni udio ulja izracuna se prema formuli [4]:

% ulja = - .100 [4]
n’10
gdje je:
Mo = masa uzorka (g)

m1 = ukupna masa ekstrahiranog uzorka (g)
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3.2.1.5. Odredivanje udjela proteina u sjemenu

Odredivanje udjela proteina odvija se u tri stupnja. Prvi je digestija (mokro
spaljivanje), slijede destilacija i titracija prema metodi ASN 3105 opisanoj u propisu
proizvodaca opreme (FOSS Analytical AB, 2003).

Mokro spaljivanje

Postupak se vrsi na nacin da se 0,5 g samljevenog sjemena soje izvaganog s to¢noscu
+ 0,001 g stavi u Kkivete za digestiju. U kivetu se dodaju dvije Kjeldahl tablete i 15 ml
koncentrirane sumporne kiseline. Reakcija se odvija u digestoru u kojem su kivete posloZene
u blok za spaljivanje i spojene na vakuum sisaljku. Spaljivanje se provodi postupnim
pocetnim zagrijavanjem, slijedi viSesatno zagrijavanje na maksimalnoj temperaturi sve dok se
ne postigne potpuno bistra otopina. Kada je uzorak potpuno spaljen, ostavi se hladiti.

Paralelno s uzorcima priprema se i slijepa proba.

Destilacija

U ohladeni uzorak doda se 80 mL destilirane vode i kiveta se spoji s gumenim
adapterom na Kjeltec 2100 destilacijsku jedinicu. Erlenmayerova tikvica sa 25 mL borne
kiseline (4 %-tna otopina borne kiseline s indikatorima, bromkrezol zeleno i metil red) stavi
se na platformu za prihvatnu tikvicu destilacijske jedinice. Automatski u kivetu se dozira 50
mL 40 %-tne natrijeve luzine. Destilacija traje 4 minute. Nastali amonijak u sustavu skupi se

u Erlemayerovu tikvicu s bornom kiselinom.

Titracija
Dobiveni destilat potom se titrira s 0,1 M otopinom klorovodi¢ne kiseline, a udio

dusika u uzorku izra¢unava se prema formuli [5]:

(A—B)*C*14,007+100
m (mg)

% dusika(N) = 5]

gdje je:
A =volumen (mL) klorovodi¢ne kiselina utrosen za titraciju uzorka
B = volumen (mL) klorovodi¢ne kiseline utro$en za titraciju slijepe probe
¢ = koncentracija klorovodi¢ne kiseline,

m = masa uzorka uzetog za analizu u mg
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Postotak dusika preracunava se u postotak proteina tako Sto se mnozi s faktorom 6,25.

3.2.2. Proizvodnja sirovog sojinog ulja

Ulje je proizvedeno iz samljevenog sjemena ekstrakcijom s petroleterom metodom po
Soxhletu. U ¢ahuru od filter papira stavi se priblizno 10 g samljevenog sjemena soje te se
zapocne ekstrakcija. Nakon 8 sati ekstrakcije dobiveno se ulje filtrira preko filter papira i
otparava na rotacijskom otparivacu (Heidolph) na temperaturi od 40 °C da bi se ostatci

koriStenog otapala izdvojili iz ulja.

3.2.2.1. Odredivanje sastava masnih kiselina

Sastav masnih kiselina u uzorcima sojinog ulja odredi se plinskom kromatografijom.
Prvi korak u postupku odredivanja sastava masnih kiselina je pretvorba masnih kiselina u
njihove metilne estere. Metilni esteri pripremljeni su metodom po Bannonu, HRN EN ISO
5509:2004.

Priprema metilnih estera masnih kiselina

U kivetu od 10 mL se odvaze 60 mg uzorka sojinog ulja i doda 4 mL izooktana kako
bi se ulje otopilo. Protrese se na Vortexu 10 sekundi i doda 200 puL. metanolne otopine KOH
(c =2 mol L1) te se ponovno protrese na Vortexu 30 sekundi. Ostavi se na sobnoj temperaturi
dok se smjesa ne izbistri, odnosno dok se ne odvoji glicerol na dnu epruvete. Zatim se doda 1
g natrijeva hidrogensulfata monohidrata za neutralizaciju smjese. Dobivena bistra otopina

prebaci se u vijalicu.

Analiza metilnih estera masnih kiselina plinskom kromatografijom
Metilni esteri masnih kiselina analizirani su metodom HRN EN ISO 5508:1999. Za
ovu metodu koristen je plinski kromatograf ATl Unicam 610 (Cambridge, Engleska) s

injekcijskim sustavom, pe¢nicom i plameno-ionizacijskim detektorom (FID) spojenim na
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racunalo s instaliranim 4880 softverom (Unicam 4880 Chromatography Data System).
Pomoc¢u racunalnog sustava odabire se metoda s optimalnim uvjetima za analizu metilnih
estera masnih kiselina koji su odredeni na osnovi provedenih preliminarnih ispitivanja
(temperatura kolone, detektora i injektora, koli¢ina injektiranog uzorka te protok plina).

Razdvajanje metilnih estera masnih kiselina izvedeno je pomocu TR-FAME
(ThermoScientific, Waltham, SAD), 30 m x 0,22 mm kapilarne kolone debljine filma 0,25
um sa 70 % cijanopropil-polisilfenilen siloksanom kao stacionarnom fazom. Pocetna
temperatura pe¢nice je 120 °C. Temperaturni program namjeSten je da temperatura raste od
pocetne temperature do 160 °C brzinom od 4 °C min’, a potom do 190 °C brzinom od 10 °C
min tijekom 10 minuta. Plin nosioc bio je helij s brzinom protoka od 0,8 mL min™, Uzorak
od 1 uL injektiran je u split nac¢inu rada (1:30) pri temperaturi injektora od 250 °C, dok je
temperatura detektora 280 °C.

Identifikacija i kvantifikacija pikova

Identifikacija pojedinin masnih kiselina provedena je usporedbom vremena
zadrzavanja metilnih estera pojedine masne kiseline s vremenima zadrzavanja metilnih estera
standardne smjese F.A.M.E. (smjesa metilnih estera 18 masnih kiselina poznatog sastava).

Za izraCunavanje kvantitativnog sastava masnih kiselina koriStena je metoda
normalizacije povrSina koja je takoder racunalno odabrana, stoga je na kromatogramu uz
vrijeme zadrzavanja 1 povrSinu ispod pikova zabiljezen 1 udjel pojedine masne kiseline

izrazen kao % od ukupnih masnih kiselina.

3.2.2.2. Odredivanje udjela i sastava tokoferola

Odredivanje tokoferola provedeno je prema standardnoj metodi (HRN EN ISO
9936:2007) primjenom tekuc¢inske kromatografije visoke uc¢inkovitosti (HPLC).
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Priprema uzorka ulja za analizu

Kao sto je opisano u poglavlju 3.2.3., za pripremu ulja koristi se metoda ekstrakcije po
Soxhletu tako da se 8 g uzorka sjemena soje samelje, prebaci u ¢ahuru od filter papira i
zatvori s vatom. Nakon toga se zapocne ekstrakcija za odredivanje tokoferola u aparaturi po
Soxhletu uz dodatak 120 mL heksana. Razlika u odnosu ekstrakcije za dobivanje ulja: trajanje
ekstrakcije 6 sati umjesto 8 sati, dobivena miscela (ulje i heksan) prebaci se u odmjernu
tikvicu od 100 mL i nakon $to se heksan ohladi, odmjerka se nadopuni do oznake. Uzorak (10
mL) otparava se na rotacijskom otparivatu do suhog. Vazno je da otopina uzorka bude
zaStic¢ena od svjetla i da se analiza provede na dan pripreme uzorka.

Prije samog pocetka odredivanja udjela tokoferola u uzorcima sojinog ulja izradene su
kalibracijske krivulje pojedinacnih tokoferola koje se koriste za njihovu kvalifikaciju i
kvantifikaciju. Standardi koji su bili injektirani u koncentracijama od 0,2 do 10 pg mL™? bili
su: o -, B -, y-, 0 - tokoferol. Valna duljina ekstinkcije detektora je 295 nm, a valna duljina
emisije detektora je 330 nm, dok je osjetljivost detektora medium. Razdvajanje tokoferola
provedeno je na koloni LiChroCART, Silica 60, (250 x 4,6 mm, 5 um, Merck) pri sobnoj
temperaturi. Koli¢ina injektiranog uzorka je 20 pL. Kao mobilna faza izokratski je koristen
heksan/izopropanol (99,3/0,7) uz protok od 0,9 mL min™ 100% A i u vremenskom trajanju
analize od 25 minuta.

Metodom linearne regresije dobivene su iz bazdarnih krivulja matematicke formule
[8] — [11] koje se koriste za izraunavanje udjela pojedinaénih tokoferola u otopini ulja za
analizu izrazene u pg mL™. Za odredivanje udjela pojedina¢nih tokoferola u ulju (mg kg™?)
koristi se formula [12].

Udio a - tokoferola (ug mL™) raguna se prema jednadzbi dobivenoj iz bazdarne
krivulje [8]:

y = 1930222,29x + 91448,31 [8]
gdje je:
y = povrsina ispod pika

x = koncentracija o — tokoferola (ug mLY).

Udio B - tokoferola (ug mL™?) racuna se prema jednadzbi dobivenoj iz bazdarne
krivulje [9]:

y = 2099486,35x + 50715,47 [9]
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gdje je:
y = povrsina ispod pika
x = koncentracija p —tokoferola (ug mL™).

Udio y - tokoferola (ng mL™) raduna se prema jednadzbi dobivenoj iz bazdarne
krivulje [10]:

y = 2608249,70x + 170610,88 [10]
gdje je:
y = povrsina ispod pika

x = koncentracija y —tokoferola (ug mL™).

Udio & - tokoferola (ug mL™) raduna se prema jednadzbi dobivenoj iz bazdarne
krivulje [11]:

y = 3816372,43x + 143769,40 [11]
gdjeje:
y = povrsina ispod pika
x = koncentracija § -tokoferola(pg mL™Y).

Udio pojedina¢nih tokoferola u ulju (mg kg*) [12]:

x10

c(tokoferol ) = 4
m

[12]

gdje je:
xi = koncentracija (o. -, p -, y-, & -)tokoferola (ug mL™?)

m = masa uzorka uzetog za analizu (Q)

3.2.3. Statisticka obrada
Statisticka obrada podataka koriStena je kako bi se utvrdio utjecaj kultivara na

kvalitetu sjemena i sastav ulja. Provedena je analiza varijance (ANOVA) (Microsoft Inc.
2013).
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4. REZULTATI | RASPRAVA

Cilj ovog diplomskog rada bio je utvrditi utjecaj kultivara na sastav i udjel tokoferola
sirovog sojinog ulja. U laboratoriju Prehrambeno-biotehnoloskog fakulteta u Zagrebu
provedene su analize kultivara soje dobivene procesom oplemenjivanja na Agronomskom
fakultetu SveuciliSta u Zagrebu. Analize su provedene na 11 uzoraka sjemena soje i na
sirovom ulju dobivenom ekstrakcijom po Soxhletu iz pripadaju¢eg sjemena. Rezultati su
prikazani u tablicama kao srednja vrijednost minimalno dva paralelna odredivanja. Za
utvrdivanje kvalitete sjemena Soje provedene su analize osnovnih parametara kvalitete
sjemena kao $to su masa 1000 sjemenki, hektolitarska masa, udjel vode, udjel ulja te udjel
proteina u sjemenu. Analizama sirovog sojinog ulja odreden je sastav masnih kiselina te
sastav i udjel tokoferola kod kojih je pracen utjecaj kultivara soje Sto je najvazniji cilj ovog
diplomskog rada . U ovom dijelu rada fokus ¢e biti na opisivanju i usporedivanjudobivenih
rezultata s rezultatima iz diplomskih radova izradenih takoder u Laboratoriju Prehrambeno-
biotehnoloskog fakulteta u Zagrebu 2013. i 2014. godine te s pripadaju¢om znanstvenom

literaturom.
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Tablica 5. Osnovni parametri kvalitete sjemena soje

100 Hektolitarska | Udjelvode |  Udjel Udjel

Uzorak | sjemenki” (g) | masa“(kg dm) (%) ulja’(%) pr(z;[;Ol)n a
S1 177,55 0,714 7,10 14,35 37,05
S2 212,06 0,716 7,20 13,78 35,68
S3 220,54 0,684 6,94 14,65 36,08
S4 222,42 0,670 6,98 13,23 35,75
S5 234,00 0,716 6,77 13,54 36,15
S6 195,92 0,716 7,0 12,58 35,56
S7 192,54 0,712 6,91 12,64 33,87
S8 201,46 0,704 7,15 12,33 38,93
S9 201,32 0,700 7,04 12,58 36,48
S10 229,00 0,714 7,01 13,01 35,60
S11 228,00 0,698 7,18 13,10 34,57

*: ~ .
izrazeno na suhu tvar sjemena

U tablici 5. Prikazani su rezultati analize osnovnih parametara kvalitete sjemena soje za svih
11 Kultivara. Masa 1000 sjemenki sluzi za grublju procjenu kakvoce sjemena pri ¢emu
kvalitetnije sjeme ima ve¢u masu, dok je prazno sjeme puno lakSe (Rade i sur., 2001). Masa
1000 sjemenki i hektolitarska masa ovise i o udjelu vode u sjemenu, zbog Cega su rezultati
prikazani u odnosu na suhu tvar sjemena.

Raspon mase 1000 sjemenki ispitivanog sjemena soje iznosi 177,55 - 229,00 g.
Usporedujuci dobivene rezultate s rezultatima dobivenim u ovom laboratoriju iz 2014. godine
(Knezovi¢) (raspon mase 1000 sjemenki se krece od 137,28 do 163,26 g) i iz 2013. godine
(Smokovi¢) (raspon mase 1000 sjemenki se krece od 122,45 do 160,78 g) uo¢avamo vece
mase kod svakog od 11 analiziranih uzoraka soje. U priruéniku autora Rade i suradnika
(2001) raspon mase 1000 sjemenki iznosi 143 — 163 g, dok kod autora Vratari¢ i Sudari¢
(2002) raspon tih vrijednosti krece se od 170,9 do 180,8 g. Vrijednosti u navedenim
literaturnim izvorima odgovaraju samo za uzorak S1 (177,55 g) iz ovog rada, dok su za ostale
uzorke niske. Prema Basi¢u i suradnicima (2006) raspon mase 1000 sjemenki iznosi 106,90 -

293,98 ¢, dok prema Pauli¢u i suradnicima (2006) taj raspon varira od 44,5 do 269,88 g sto
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odgovara rasponu vrijednosti u ovom radu. Iako ovaj nacin daje grubu procjenu, iz rezultata
se moze vidjeti da su sjemena kultivara analizirani u ovom radu bolje kvalitete (zbog vece
mase sjemena) od kultivara analiziranih u prijasnjim diplomskim radovima u istom
laboratoriju. Najkvalitetnije sjeme prema masi 1000 sjemenki je uzorak S10 (229 g).

Hektolitarska ili volumska masa ovisi o veli¢ini i obliku sjemena, a njena vrijednost
ima veliku ulogu prilikom projektiranja transportnih uredaja, silosa i sl. (Rade i sur., 2001).
Prema rezultatima iz tablice 5 za analizirane uzorke hektolitarska masa iznosi 0,684 - 0,716
kg dm3. Usporedujuéi svoje rezultate s rezultatima dobivenim laboratoriju autorice Knezovié
iz 2014. godine (0,720 — 0,754 kg L™, vidljivo je da su njezine vrijednosti hektolitarske mase
vece za svaki uzorak, dok u usporedbi s rezultatima autorice Smokovic¢ iz 2013. godine (0,655
— 0,698 kg dm™) veéina analiziranih uzoraka ima veée vrijednosti hektolitarske mase. Iznimka
su tri uzorka S3 (0,684 kg dm=), S4 (0,67 kg dm™) i S11 (0,698 kg dm™) ¢&ije vrijednosti
ulaze u raspon dobivenih vrijednosti hektolitarske mase dobivenih na ispitivanim uzorcima u
laboratoriju 2014. godine (Knezovi¢). Rade i suradnici (2001) dobili su raspon vrijednosti
hektolitarske mase od 0,60 do 0,77 kg dm™ §to odgovara rasponu vrijednosti hektolitarske
mase dobivene u ovom istrazivanju. Milakovi¢ i suradnici (2012) dobili su uzi raspon
vrijednosti od 0,70 do 0,716 kg dm3, §to znaci da u nasem istrazivanju 8 uzoraka ulazi u taj
raspon vrijednosti (S3, S4 i S11 ne ulaze u taj raspon).

Kemijski sastav sjemena soje ovisi o mnogim c¢imbenicima, ukljuujuéi genotip,
godinu uzgoja, geografski polozaj, okoliSne uvjete te agronomsku praksu (Boydak i sur.,
2002). Udjel vode u sojinom sjemenu ovisi 0 vremenskim uvjetima tijekom sazrijevanja,
stupnju zrelosti sjemena te relativnoj vlaznosti zraka. Povecani udio vode u sjemenu uzrokuje
kemijske promjene koje dovode do razgradnje, pojave plijesni i drugih mikroorganizama,
¢ime pada kvaliteta sjemena. Prosjecan udjel vode u sojinom sjemenu iznosi 8 - 14 % (Rade i
sur., 2001). Udjel vode u ispitivanim uzorcima iznosi 6,91 - 7,20 % $to govori da je ispitivano
sjeme dobre kvalitete. U prethodnim istrazivanjima iz 2013. (Smokovi¢) i 2014. (Knezovic)
godine dobiveni su sli¢ni rezultati udjela vode u ispitivanom sjemenu (6,2 — 7,5 %).

Udjel ulja jedan je od parametara za procjenu njegove kakvoce i u ispitivanim
uzorcima kre¢e se od 12,33 do 14,65 % preracunato na suhu tvar sjemena. U prethodnim
istrazivanjima udio ulja bio je visi i za 2013. (Smokovi¢) iznosi 16,3 — 19,2 %, dok je raspon
vrijednosti za 2014. (Knezovi¢) iznosio 17,7 — 20,9 %. Prema literaturnim navodima prosjec¢ni
udio ulja iznosi oko 20 % (Fisk i Gray, 2011). Na udio ulja utjecu klimatski faktori (posebno
temperatura, koja negativno korelira sa sadrzajem ulja, i kisa, koja pozitivno korelira sa

sadrzajem ulja), geografska Sirina, genotip (Kumar 1 sur., 2006) te vlaznost i temperatura
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tijekom skladistenja i1 duljina skladistenja koji smanjuju udjel ulja u sojinom sjemenu za 2,19
% (Simi¢ i sur., 2007).

Tipi¢ne vrijednosti udjela proteina u sjemenu soje krecu se od 34 do 42 % (Fisk i
Gray, 2011). Raspon vrijednosti za udjel proteina u analiziranim uzorcima sjemena soje iznosi
33,87 - 38,93 % preracunato na suhu tvar sjemena §to je u skladu sa navedenim literaturnim
izvorom. Sli¢ni rezultati za udjel proteina su dobiveni i u prijasnjim istrazivanjima iz 2013.
(Smokovi¢) (32,5 — 37,0 %) i 2014. (Knezovi¢) (32,8 — 37,1 %) godine. Postoji negativna
korelacija izmedu ukupnog sadrzaja ulja i proteina u sjemenu tako da smanjenje od 1 %
sadrzaja ulja dovodi do dvopostotnog porasta ukupnih proteina u sjemenu (Clemente i
Cahoon, 2009) sto se u ovom radu moze najbolje primijeniti na uzorcima S8 i S9. Ovisno o
udjelu proteina i koracima upotrijebljenima u proizvodnji, proizvodi koji sadrze sojin protein
klasificiraju se u tri kategorije: sojino brasno, koncentrirani sojin protein i izolirani sojin
protein (Loman i sur., 2016). Sojin protein takoder se konzumira kao dio tradicionalne
fermentirane i nefermentirane sojine hrane kao Sto je tofu, tempeh, miso, sojin sir, sojin
jogurt, sojino mlijeko, sojini oras¢i¢i. Takvi proizvodi sadrze znacajne koli¢ine proteina soje i
drugih komponenata u soji ovisno o tehnoloskom postupku (Erdman, 2000). Zbog nizeg
sadrzaja ulja i poveéanog udjela proteina soja se svrstava u sporedne uljarice (Skevin, 2012).

Statistickom analizom utvrdeno je da kultivar ima znacajan utjecaj na osnovne
parametre kvalitete sjemena soje. Utjecaj je uofen kod mase 1000 sjemenki, udjela vode,
udjela ulja i udjela proteina. 1znimka je hektolitarska masa gdje se pokazalo da kultivar nema

znacajni utjecaj.
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Tablica 6. Sastav masnih kiselina u sojinom ulju (% od ukupnih masnih kiselina)

Uzora | C16: | Cl16: | C17: | C18: | C18: | C18: | C18: | C20: | C20: | C22: | n.i.
k 0 1 0 0 1 2 3 0 1 0 *

S1 11,7 | 01 0,1 38 | 17,0 | 548 | 110 | 03 0,2 02 |10

S2 120 | 01 0,1 35 | 159 | 564 | 11,3 | 0,2 0,0 02 |04

S3 114 | 0,0 0,0 35 | 17,0 | 559 | 106 | 0,3 0,2 04 | 0,7

S4 119 | 01 0,0 32 | 168 | 57,1 | 10,3 | 0,2 0,2 03 |01

S5 10,4 | 0,0 0,1 35 | 190 | 55,9 | 93 0,4 0,2 04 | 07

S6 116 | 0,1 0,2 40 | 180 | 55,2 | 8,2 0,4 0,2 04 |19

S7 11,2 | 01 0,2 35 | 17,2 | 56,4 | 10,7 | 0,2 0,1 01 |02

S8 10,1 | 0,0 0,0 39 | 17,7 | 57,1 | 103 | 0/4 0,1 04 |00

S9 114 | 01 0,2 3,7 | 20,2 | 53,1 | 10,7 | 0,2 0,1 02 |01

S10 | 106 | 0,1 0,1 33 | 153 | 584 | 11,1 | 03 0,2 03 |01

S11 | 104 | 01 0,1 36 | 193 | 56,5 | 95 0,2 0,1 02 |01

*n. i. — neindeficirane masne kiseline

Nakon analize osnovnih parametara kvaliteta sjemena soje provedene su analize
sirovog ulja dobivenog iz svih 11 kultivara soje. Analizom je odreden sastav masnih kiselina i
tokoferola.

Fizicke i1 kemijske karakteristike znacajno ovise o vrsti i udjelu masnih kiselina
vezanih na triacilglicerol. Kod biljnih ulja svaka pozicija u molekuli glicerola moze biti
esterificirana s razli¢itom masnom Kkiselinom. Masne Kkiseline dijele se na zasic¢ene I
nezasi¢ene. Nezasi¢ene masne kiseline jo§ mozemo podijeliti na mononezasi¢ene ® - 9 te
polinezasi¢ene ® - 3 i ® - 6 masne kiseline (Zambiazi i sur., 2007). Sastav masnih kiselina u
ulju znatno utjeCe na fizikalna svojstva, nutritivnu vrijednost ulja te oksidacijsku stabilnost
ulja. Sojino ulje kompleksna je mjesavina u kojoj dominira pet masnih kiselina (palmitinska,
stearinska, oleinska, linolna i linolenska masna kiselina) koje se bitno razlikuju u tocki talista,
oksidativnoj stabilnosti te kemijskoj funkcionalnosti (Coohan, 2003). Kompozicija masnih
kiselina u sojinom ulju ovisi o raznolikosti vrsta i razli¢itim uvjetima uzgoja. Udio
nezasi¢enih masnih kiselina iznosi vise od 80 %. Sojino ulje klasificirano je kao polususivo
ulje s obzirom na visok udjel linolne i a-linolenske masne kiseline. Prisutnost a-linolenske
kiseline je u velikom dijelu odgovorna za tendenciju sojinog ulja oksidativnom propadanju,
medutim, postupkom rafinacije moguce je smanjiti njen udjel (FAO, 1992).

U tablici 6. Prikazani su rezultati sastava masnih kiselina u sojinom ulju. 1z rezultata je
vidljivo da je u svim uzorcima najzastupljenija linolna kiselina ¢iji se udjel kre¢e od 53,1 do
58,4 %. Druga po zastupljenosti je oleinska masna kiselina s rasponom vrijednosti od 15,3 do

32



20,2 %. Slijede je a-linolenska sa svojim udjelom od 8,2 do 11,1 % te palmitinska kojoj
raspon vrijednosti iznosi 10,1 do 12 %. Zadnja od znac¢ajnih masnih kiselina identificiranih u
analiziranim uzorcima je stearinska masna kiselina s udjelom od 3,2 do 4 %. Kao $to je veé
spomenuto, Matthaus i Ozcan (2014) u svom radu navode raspone vrijednosti za linolnu
kiselinu od 49,0 do 53,5 %, za oleinsku 21,4 do 26,7 % te za palmitinsku masnu Kiselinu 9,2
do 11,2 %. Navedene vrijednosti iz literature podudaraju se samo kod palmitinske kiseline,
dok su vrijednosti za oleinsku kiselinu svih analiziranih uzoraka puno nize. Rasponu
vrijednosti za linolnu kiselinu odgovara samo uzorak S9, dok su svi drugi uzorci visih
vrijednosti. Prema Pravilniku (2012) uskladenim sa standardom CODEX STAN 210 iz 1999.
godine (u daljnjem tekstu Codex, 1999), udio linolne kiseline iznosi 48 — 59 %, oleinske
kiseline 17 — 30 %, palmitinske kiseline 8 — 13,3 %, a-linolenske kiseline iznosi 4,5 — 11 % te
stearinske masne Kiseline 2 — 5,4 %. Dobiveni rasponi vrijednosti za svaku masnu kiselinu
analiziranih uzorka ve¢inom se podudaraju s rasponima vrijednosti iz spomenutog Pravilnika.
Iznimka su uzorci S2, S4 i S10 s nizim udjelom oleinske kiseline (15,9 %, 16,8 % te 15,3 %)
te uzorak S10 (11,1 %) i S2 (11.3%) koji imaju visu vrijednost linolenske masne kiseline.

U istrazivanju iz 2013. (Smokovi¢) godine udio linolne kiseline iznosi 47,9 — 52,0 %, dok iz
2014. godine (Knezovi¢) iznosi 50,5 — 54,5 %. U ovom radu udjeli svih analiziranih uzoraka
za linolnu kiselinu ve¢i su u odnosu na istrazivanje iz 2013. godine (Smokovi¢), dok vecée
vrijednosti u odnosu na rezultate iz 2014. godine (Knezovi¢) imaju svi uzorci osim uzorka S9.
Analizirajuéi oleinsku kiselinu, raspon vrijednosti za 2013. godinu (Smokovic¢) iznosi 23,7 —
28,9 %, a za 2014. godinu (Knezovi¢) iznosi 20,2 — 27,3 %. Rezultati za oleinsku kiselinu
ovog istrazivanja pokazuju nize vrijednosti za sve uzorke u odnosu na istraZivanje iz 2013.
godine (Smokovi¢). NiZze vrijednosti takoder su vidljive za veéinu uzoraka ako ih
usporedujemo sa 2014. godinom (Knezovi¢), gdje je iznimka uzorak S9 ¢ija vrijednost (20,2
%) ulazi u navedeni raspon. Rezultati udjela a-linolenske kiseline iz 2013. godine (Smokovi¢)
iznose 5,6 — 6,9 %, a za 2014 god 5,6 — 6,9 % S$to jako odstupa od dobivenih vrijednosti u
ovom radu koje su vece za svaki analizirani uzorak. Udjel palmitinske kiseline za 2013.
godinu (Smokovi¢) iznosi 10,3 — 14,9 %, dok se taj raspon krece od 11,1 do 13,4 % za
istrazivanje iz 2014. godinu (Knezovi¢). Nizu vrijednost u odnosu na 2013. godinu
(Smokovi¢) pokazuje uzorak S8 (10,1 %), u odnosu na 2014. (Knezovi¢) nize vrijednosti
pokazuju uzorci S5, S8, S10 1 S11 (10,4; 10,1; 10,6; 10,4). Sto se tice stearinske masne
kiseline udjel 4,1 — 6,1 % pripada istrazivanju iz 2013. (Smokovi¢), dok 3,5 — 5,1 %
istrazivanju iz 2014 godine (Knezovi¢). Vrijednosti u ovom istrazivanju nize su za svaki

analizirani uzorak usporeduju¢i s rezultatima iz 2013. (Smokovi¢), dok s obzirom na 2014.
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godinu (Knezovi¢) nize vrijednosti su vidljive za uzorke S4 (3,2 %) i S10 (3,3 %). Ostale
masne kiseline (palmitoleinska, heptadekanska, arahidska, arahinska, behenska) sudjeluju s
neznatnim postotkom u sastavu masnih kiselina proizvedenog ulja.

Statisticka analiza pokazala je da kultivar nema znaCajan utjecaj na 16:1 masnu
kiselinu (palmitoleinska) kod svih uzoraka i 17:0 masnu Kiselinu (heptadekansku) za vec¢inu
uzoraka osim S6, S7 i S9 koji imaju udjel od 0,2 %. Kod navedenih masnih kiselina u svim
analiziranim uzorcima vrijednost ne prelazi 0,1 % od ukupnih masnih kiselina. Za sve ostale
identificirane kiseline vidljiv je znacajan utjecaj kultivara. Udio neidentificiranih masnih
kiselina krec¢e se od 0,0 do 1,9 %. Daljnjim analizama bilo bi mogucée identificirati te masne

kiseline.

Tablica 7. Sastav tokoferola u sojinom ulju

Uzorak* Tokoferol SOJA (mg kg ulja) 2015.
a- B3- Y- - Ukupno
S1 119 | 54 1459 991 2623
S2 82 25 1189 576 1872
S3 103 | 29 1450 673 2255
S4 90 36 1337 898 2360
S5 160 | 42 1471 776 2450
S6 118 | 37 1215 648 2018
S7 55 22 823 479 1380
S8 165 | 66 1854 1078 3164
S9 83 30 1252 708 2073
S10 101 | 36 1521 860 2518
S11 72 26 1080 610 1787

Tokokromanoli su grupa amfipatskih, u lipidima topljivih organskih molekula
sastavljeni od polarnog dijela deriviranog iz tirozina i hidrofobnog poliprenilnog bo¢nog lanca
dobivenog iz izoprenske biosinteze. Tokokromanoli s fitil bo¢nom lancem nazivaju se
tokoferoli. Tokoferoli su identificirani u lis¢u, sjemenu, korijenu, lukovici, vocéu, stabljici,
hipokotilu i kotiledonu vecih biljaka, ali sastav i kompozicija tokoferola jako se razlikuje.
Opcenito je a-tokoferol dominantna forma fotosintetskih tkiva (Mene-Saffrane i DellaPenna,
2009). Prisutnost tokoferola u ulju vazna je zbog oksidacijske stabilnosti, pozitivnih u¢inaka
na zdravlje te nutritivne vrijednosti. Udjel tokoferola u ulju ovisi o genotipu biljke,

klimatskim uvjetima tijekom Zetve i rasta, udjelu polinezasi¢enih masnih kiselina, procesu
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proizvodnje i uvjetima skladiStenja (Tasan i Demirci, 2005). Sojino ulje jedno je od biljnih
ulja s najvecem udjelom tokoferola. Medutim, tijekom rafinacije (primarno deodorizacije)
dolazi do smanjenja koli¢ine tokoferola u uljima (udio ukupnih i individualnih tokoferola
varira od 30 % do 70 %) S$to ovisi o nacinu provodenja procesa, vremenu, temperaturi,
pritisku i protoku pare (Hamm i Hamilton, 2000). Prema Hammondu i suradnicima (2005) u
sojinom ulju prosjecni udjeli su oko 7,6 % a -, 1,5 % B -, 67,8 % v - 1 23,6 % &-tokoferola.

U tablici 7. Prikazan je udjel tokoferola analiziranih uzoraka. Udio ukupnih tokoferola
u analiziranim uzorcima iznosi 1380 - 2623 mg kg™ ulja $to odgovara vrijednostima Codex-a
(1999) gdje udio ukupnih tokoferola iznosi 600 — 3370 mg kg™ ulja. Usporedujuéi rezultate iz
2013. godine (Smokovié), ¢iji raspon za ukupne tokoferole iznosi 1507 — 2161 mg kg ulja,
vidimo da uzorak S7 sa svojom manjom vrijednosti od 1380 mg kg te uzorci S1 (2623 mg
kgV, S3 (2255 mg kg?), S4 (2360 mg kg?), S5 (2450 mg kg?), S8 (3164 mg kg™') i S10
(2518 mg kg!) sa svojim veéim vrijednostima ne ulaze u navedeni raspon. Raspon vrijednosti
za ukupne tokoferole u istrazivanju iz 2014. godine (Knezovi¢) iznosi 1212 — 1735 mg kg™
Navedeni raspon vrijednosti odgovara samo uzorku S7. Utvrdeno je da na udjel ukupnih

tokoferola, kao i na udjel svakog pojedina¢nog statisticki znacajno utjece izbor kultivara.

Najzastupljeniji tokoferol u analiziranim uzorcima je vy-tokoferol ¢iji raspon
vrijednosti iznosi 824 - 1853 mg kg*. Codex (1999) za taj raspon navodi vrijednosti od 890
do 2307 mg kg §to odgovara rasponu vrijednosti analiziranih uzoraka. Raspon vrijednosti za
2013. godinu (Smokovié) iznosi 822 - 1250 mg kg?, dok se vrijednosti za 2014. godinu
(Knezovi¢) kreéu od 844 do 1156 mg kg* ulja. Vrijednosti uzorka S2 (1189 mg kg?), S6
(1215 mg kgt), S7 (823 mg kg!) i S11 (1080 mg kg?) ulaze u navedeni raspon za 2013.
godinu (Smokovi¢), dok navedeni raspon za 2014. godinu (Knezovi¢) odgovara samo uzorku
S11 (1080 mg kg?). Uzorak S8 sadrzi najveéi udio y-tokoferola te je ujedno i uzorak s
najve¢im udjelom ukupnih tokoferola. Drugi po zastupljenosti u dobivenim uzorcima sirovog
ulja je 8-tokoferol. Raspon mu se kre¢e od 479 do 1078 mg kg. Prema Codex-u (1999) udio
vrijednosti za 5-tokoferol kre¢e se od 154 do 932 mg kg, gdje uzorci S1 (991 mg kg?) i S8
(1078 mg kg*) odstupaju od navedenih vrijednosti. Samo uzorci S2 (576 mg kg?) i S7 (479
mg kg™?) ulaze u raspon vrijednosti za §-tokoferol istrazivanja iz 2013. godine (Smokovi¢),
dok su te vrijednosti za svaki analizirani uzorak vece u usporedbi s istrazivanjem iz 2014.
godine (Knezovié) (111 — 282 mg kg?). Prema Codex-u (1999) raspon vrijednosti a-
tokoferola u sojinom ulju iznosi 9 — 352 mg kg ¢ime raspon od 55 do 165 mg kg’

zadovoljava navedeni standard. U ovom istrazivanju dobivene su manje vrijednosti za svaki
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analizirani uzorak u odnosu na istrazivanje i 2013. godine (Smokovi¢) (196 - 516 mg kg™),
dok su samo uzorci S5 (160 mg kg ) i S8 (165 mg kg?) u skladu s rasponom vrijednosti iz
2014. godine (Knezovi¢) (154-430 mg kg?). B-tokoferol najmanje je zastupljen medu
tokoferolima u sojinom ulju i njegov udjel iznosi 22 do 66 mg kg ¢&ije su vrijednosti za svaki
analizirani uzorak ve¢e u odnosu na istrazivanje iz 2014. godine (Knezovi¢) (2 - 18 mg kg ,
gdje je identificiran u samo tri uzorka: S6, S8 i S11. Prema Codex-u (1999) taj se udio krece
do 36 mg kg, gdje uzorci S1, S5, S6, S8 prelaze tu vrijednost. Isti uzorci odstupaju od

raspona vrijednosti za istrazivanje provedeno 2013. godine (Smokovi¢) (2 - 35 mg kg™?).

Statistickom analizom pokazano je da kultivar ima zna¢ajan utjecaj na sva 4 izomera

tokoferola. Takoder je uocen i statisticki znacajan utjecaj na udio ukupnih tokoferola.
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5. ZAKLJUCCI

Na osnovi provedenog istrazivanja te dobivenih i obradenih rezultata mogu se izvesti

sljedec¢i zakljucci:

1. Pra¢enjem osnovnih prametara kvalitete sojinog sjemena, pokazalo se da su
ispitivani uzorci dobre kvalitete. Prema masi 1000 sjemenki najbolji uzorak je S10.
Uzorak S8 je uzorak s najmanjim sadrzajem ulja i ujedno s najviSim sadrzajem
proteina. Statisticka obrada podataka pokazala je da kultivar ima znacajan utjecaj
na osnovne parametre kvalitete sjemena. Iznimka je hektolitarska masa gdje

utjecaj kultivara nije znacajan.

2. Sojino ulje bogato je nezasi¢enim masnim kiselinama, posebno polinezasi¢enom
linolnom kiselinom koja je najzastupljenija u svim ispitivanim uzorcima.
Statistickom analizom utvrdeno je da kultivar ima znaCajan utjecaj na sve
identificirane masne Kiseline u ispitivanim uzorcima, osim na palmitoleinsku i

heptadekansku (kod veéine uzoraka).

3. Sojino ulje jedno je od biljnih ulja sa najve¢im udjelom tokoferola. y-tokoferol
najzastupljeniji je kod svih ispitivanih uzoraka, a najvisu vrijednost ima uzorak S8.
Najmanje zastupljen tokoferol kod svih uzoraka je B-tokoferol. Uzorak S7 ima

najmanju vrijednost.

4. Statistickom obradom podataka pokazalo se da kultivar znacajno utjeCe na udio

ukupnih i svih pojedina¢nih tokoferola.
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