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Mnogi proizvodi prehrambene, farmaceutske i kozmetičke industrije su po svojoj 

koloidnoj prirodi emulzije, koje, sa stanovišta njihove upotrebe, treba da zadovolje niz 

zahteva po pitanju koloidne stabilnosti, disperznih osobina, teksturalnih svojstava i sl. U 

tom cilju, njima se dodaju različite supstance kao što su emulgatori, reološki modifikatori 

i stabilizatori koje mogu biti prirodnog, polusintetičkog ili sintetičkog porekla. Poslednjih 

godina postoji snaţan trend, pre svega u prehrambenoj industriji, u korišćenju isključivo 

materija prirodnog porekla. U svojstvu prirodnih emulgatora prehrambenim proizvodima 

se često dodaju proteini, od kojih se najviše koriste natrijum–kazeinat i proteini surutke. 

Istovremeno, sve je veća teţnja da se proteini ţivotinjskog porekla, kao nosioci koloidne 

funkcionalnosti, zamene sa proteinima biljnog porekla. Ta teţnja proizilazi iz nekoliko 

razloga: a) proizvodi koji sadrţe sastojke isključivo biljnog porekla su prilagoĎeni i 

grupama potrošača sa restriktivnom ishranom (iz religijskih razloga, vegetarijancima, 

veganima itd.), b) za proizvodnju biljnih proteina troši se daleko manje energije u 

poreĎenju sa proizvodnjom proteina ţivotinjskog porekla pri čemu se smanjuje pritisak 

na ţivotnu sredinu, c) biljni proteini su jeftiniji i potiču iz lako dostupnih i obnovljivih 

izvora, d) zdravstvena bezbednost (učestale alergijske rekacije na proteine mleka, prioni, 

i sl.).  

Poznato je da su uljarice bogat izvor proteina, gde sadrţaj proteina u uljanoj 

pogači, nus proizvodu koji zaostaje nakon izdvajanja ulja iz semena, iznosi čak oko 60%. 

Ti proteini se, meĎutim, danas koriste skoro isključivo kao jeftin izvor aminokiselina u 

humanoj i pogotovo u animalnoj ishrani, dok je mogućnost njihove upotrebe kao nosioca 

koloidne funkcionalnosti u prehrambenim proizvodima nedovoljno ispitana i skoro 

potpuno neiskorišćena.  
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Jedna od uljarica sa visokim sadrţajem proteina jeste i tikva (Cucurbita pepo), čije 

seme sadrţi 31,5%–51% ulja i 24,5–36% proteina. Proteini koji nakon ceĎenja ulja 

zaostaju u uljanoj pogači zauzimaju i do 65% njenog sadrţaja. Glavnu proteinsku frakciju 

u semenu tikve čini 12S globulin – kukurbitin, koga prate 2S abumini koji zajedno čine 

60% od ukupnih proteina semena tikve. Proteini semena tikve ispoljavaju biološku i 

farmakološku aktivnost, pri čemu je ustanovljeno da imaju antidijabetičko, antimikrobno, 

antiinflamatorno i antikancerogeno dejstvo, da inhibiraju mehanizme koagulacije krvi, 

kao i da ublaţavaju negativne posledice pothranjenosti. Sa druge strane, studije o 

njihovim koloidnim osobinama su vrlo retke, naročito kada se radi o površinskoj 

aktivnosti, adsorpcionim i emulgujućim svojstvima. Uzrok ovakve situacije leţi u slaboj 

rastvorljivosti biljnih proteina, posebno u kiseloj sredini, koja predstavlja jedan od 

osnovih preduslova za ispoljavanje koloidne funkcionalnosti proteina.  

Poboljšanje rastvorljivosti proteina moţe se postići modifikacijom strukture 

proteina, a jedan od najefikasnijih načina modifikacije predstavlja hidroliza proteina 

upotrebom enzima. Enzimskom hidrolizom proteina dobijaju se hidrolizati sa niţom 

molekulskom masom i delimično degradiranom tercijernom i sekundarnom strukturom, 

što obezbeĎuje veću rastvorljivost hidrolizata i izmenjenu koloidnu funkcionalnost u 

odnosu na nativni protein. Pored toga, enzimska hidroliza poboljšava nutritivnu vrednost 

i bioaktivna svojstva nativnog proteina uz redukciju njegovog alergijskog potencijala.  

1.1. CILJ DISERTACIJE 

Osnovni cilj istraţivanja je ispitivanje mogućnosti korišćenja proteina semena 

tikve (Cucurbita pepo) za formiranje adsorpcionih proteinskih filmova na površini 

dispergovanih kapi ulja kao i mogućnosti formiranja stabilnih emulzija. U tom cilju 

proteini semena tikve će se izolovati iz uljane pogače, kao nus proizvoda u procesu 

dobijanja hladno ceĎenog ulja, čime će se dobiti izolat proteina semena tikve (IPST). 

Enzimskom hidrolizom izolata sa dva enzima, alkalazom i pepsinom, dobijaju se dva 
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hidrolizata proteina semena tikve, H1 i H2, respektivno, uz očekivano povećanje 

rastvorljivosti hidrolizata. 

U cilju karakterizacije IPST, H1 i H2 odrediće se molekulska masa dobijenih 

proteina/peptida, zatim, sadrţaj vlage, pepela i proteina, i prinos procesa izolavanja. 

Odrediće se rastvorljivost i zeta potencijal IPST, H1 i H2 pri različiitim uslovima sredine. 

Tenziometrijsko ispitivanje adsorpcije IPST, H1 i H2 na granici faza ulje/voda i 

vazduh/voda pri različitim uslovima sredine (pH, jonska jačina, koncentracija 

proteina/peptida) omogućiće definisanje korelacije izmeĎu, prethodno odreĎenih, 

molekularnih osobina proteina/peptida i mehanizama formiranja adsorpcionih filmova. 

Ispitivanje reoloških osobina proteinskih adsorpcionih filmova na granici faza ulje–

proteinski rastvor daće uvid u njihovo ponašanje prilikom dilatacionih deformacija što je 

u vezi sa koloidnom stabilnošću emulzija i ponašanjem proteinskih adsorpcionih filmova 

prilikom izlaganja mehaničkom stresu. Ispitaće se emulgujuće osobine IPST, H1 i H2 

pripremom emulzije tipa ulje u vodi, pri različitim uslovima (koncentracija 

proteina/peptida, pH, jonska jačina). Odrediće se disperzne osobine  i sedimentaciona 

stabinost pripremljenih emulzija. Time će se definisati sposobnost IPST, H1 i H2 da 

stabilizuju emulzije pri raznim uslovima sredine realnih prehrambenih proizvoda. 
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2.1. ADSORPCIONI FILMOVI NA GRANICI FAZA 

TEČNO/TEČNO I TEČNO/GAS 

 Granica faza predstavlja uzani region izmeĎu dve faze koje se meĎusobno 

razlikuju po hemijskoj i fizičkoj graĎi i osobinama, agregatnom stanju, sadrţaju energije i 

drugom. Prema agregatnom stanju faza razlikuju se pet granica faza tečno/gasovito, 

tečno/tečno, tečno/čvrsto, čvrsto/gasovito i čvrsto/čvrsto (Đaković, 2006; McClements, 

2004a), dok će se za potrebe ove disertacije razmatrati samo tečno/gasovito i tečno/tečno.  

Molekuli na granici faza su uvek u dodiru sa molekulima druge faze pri čemu se  

njihovo energetsko stanje razlikuje od energetskog stanja molekula u unutrašnjosti faze. 

Naime, molekuli na granici faza tečnost/gas poseduju višak energije, koja se naziva 

slobodna površinska energija, a koja predstavlja rezultantu sila koje deluju na molekule 

na granici faza i koja teţi da molekule iz granice faza uvuče u unutrašnjost tečne faze 

svodeći slobodnu površinu granice faza na minimum. Na granici faza tečno/tečno javiće 

se različita uzajamna dejstva izmeĎu molekula različith faza kao što su privlačne sile 

istorodnih molekula iz unutrašnjosti faza (kohezione sile) ali i privlačne sile molekula 

susedne faze sa kojima su u dodiru (adhezione sile). U oba slučaja, bilo da se radi o 

granici faza tečno/gas ili tečno/tečno, povećanje slobodne površine granice faza zahteva 
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izvestan utrošak rada. Utrošeni rad zavisi od površinskog (u slučaju granice faza 

tečno/gas), odnosno meĎupovršinskog napona (u slučaju granice faza tečno/tečno), koji 

predstavlja silu potrebnu da bi se na granici faza raskinula monomolekularna opna 

jedinične duţine. Površinski/meĎupovršinski napon je utoliko veći ukoliko su jače 

meĎumolekulske sile date tečnosti (Bos i Van Vliet, 2001; Đaković, 2006; Dukhin i sar. , 

1995; Karbaschi i sar., 2014; McClements, 2004a; Wilde, 2000). 

Tečna faza moţe da bude rastvor u kome su pored molekula rastvarača prisutni i 

molekuli rastvorene materije. U zavisnosti od meĎudejstva sa molekulima rastvarača 

molekuli rastvorene materije nalaze se u različitim koncentracijama u unutrašnjosti i na 

granici faza, i u različitoj meri utiču na površinski/meĎupovršinski napon. Ako rastvorena 

materija povećava površinski napon, koncentracija rastvorka na granici faza je manja u 

odnosu na koncentraciju u rastvoru. U suprotnom, rastvorena materija smanjuje 

površinski/meĎupovršinski napon ukoliko je njena koncentracija na granici faza veća od 

koncentracije u rastvoru (Đaković, 2006).  

Materije koje smanjuju površinski/meĎupovršinski napon tečnosti nazivaju se 

površinski aktivne materije (PAM).  Smanjenje površinkog/meĎupovršinskog napona 

usled adsorpcije PAM na granicu faza se iskazuje pomoću površinskog/meĎupovršinskog 

pritiska, π (mN/m), koji se dobija iz sledeće jednačine (Langevin, 2000): 

 

π=σ0-σ  (1) 

 

gde je σ0 (mN/m) površinski/meĎupovršinski napon čiste granice faza 

vazduh/voda ili ulje/voda, respektivno, dok σ (mN/m) predstavlja 

površinski/meĎupovršinski napon vazduh/voda ili ulje/voda, respektivno, u prisustvu 

PAM. Što je PAM efikasnija u smanjivanju termodinamički nepovoljnih interakcija na 

granici faza, odnosno u sniţavanju σ, to je veća vrednost π. 

Vrednost π raste sa povećanjem koncentracije PAM kako u kontinualnoj fazi, tako 

i na granici faza, Г, sve do postizanja ravnoteţne koncentracije na granici faza, Г  , kada 

se dostiţe ravnoteţni površinski/meĎupovršinski pritisak, π  (mN/m). Nakon dostizanja π , 
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π postaje nezavistan od daljeg povećanja koncentracije PAM, te zadrţava vrednost π=π  

(Katona i sar., 2010; McClements, 2004a; McClements i Jafari, 2018; Milanović i sar., 

2014). Vrednost π   zavisi od karakteristika molekula PAM, načina njihovog pakovanja na 

granici faza i od interakcije sa molekulima kontinualne i disperzne faze (McClements, 

2004a). Prema tome, površinski aktivne materije se mogu podeliti na niskomolekulske 

PAM koje karakteriše izrazita površinska aktivnost i značajno povećanje 

površinskog/meĎupovršinskog pritiska već pri malim koncentracijama i na materije koje 

pokazuju kontinuiran umeren rast površinskog/meĎupovršinskog pritiska sa povećanjem 

koncentracije, što je karakteristično za makromolekulske rastvore (proteini i polisaharidi) 

(slika 1). Vrednost ravnoteţnog površinskog/meĎupovršinskog pritiska, π  , 

makromolekulskih rastvora je daleko niţa od vrednosti π   koja se moţe postići upotrebom 

niskomolekulskih PAM  (Đaković, 2006; Leal-Calderon i sar., 2007; McClements, 

2004a; McClements i Jafari, 2018). 

 

 

 

 

Slika 1. Zavisnost meĎupovršinskog pritiska od koncentracije PAM, makromolekulskih 

rastvora (protein) i niskomolekulske PAM (McClements, 2004a) 
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Niţi ravnoteţni površinski/meĎupovršinski pritisak proteina je posledica 

kompleksne strukture proteina. Za razliku od niskomolekulskih PAM koje imaju jasno 

definisanu polaranu glavu i nepolaran rep, hidrofilne i hidrofobne aminokiselinske 

rezidue se nalaze nasumično lokalizovane u primarnoj strukturi proteina. Obrazovanjem 

tercijerne strukture stvaraju se izdvojene hidrofilne i hidrofobne grupice na površini 

proteina. Prilikom adsorpcije na granicu faza ulja i vode, samo je jedan deo hidrofobnih 

grupa u poziciji da se adsorbuje, dok veći deo proteinskog molekula ostaje u vodenoj fazi 

usled konformacionih ograničenja. Kao posledica toga, pakovanje proteina na granici 

faza nije idealno, te i u slučaju zasićene granice faza proteinima, velika frakcija granice 

faza ostaje u stanju visoke slobodne energije, odnosno niţeg površinskog pritiska 

(Damodaran, 2005). 

 

Površinski/meĎupovršinski pritisak rastvora PAM odreĎuje se kada je granica faza 

u ravnoteţnom stanju. MeĎutim, za mnoge industrijske i biološke procese su značajne 

informacije koje se dobijaju merenjem dinamičkog površinskog/meĎupovršinskog 

pritiska, odnosno kontinuiranim merenjem površinskog/meĎupovršinskog pritiska od 

trenutka formiranja granice faza pa sve do dostizanja ravnoteţnog stanja. 

Površinski/meĎupovršinski napon, σ, novoformirane granica faza vazduh/rastvor PAM ili 

ulje/rastvor PAM, respektivno, se skoro ne razlikuje od površinskog/meĎupovršinskog 

napona čistog rastvarača, σ0, što znači da je površinski/meĎupovršinski pritisak ≈ 0 

mN/m. Tokom vremena, π raste do postizanja ravnoteţne vrednosti, π∞. Vremenski 

period potreban za uravnoteţavanje granice faza varira od nekoliko milisekundi do 

nekoliko dana, u zavisnosti od koncentracije i tipa PAM (Dukhin i sar., 1995; Eastoe i 

Dalton, 2000).   

Vreme potrebno za dostizanje ravnoteţnog stanja granice faza zavisi od brzine 

transporta materija iz rastvora do granice faza, odnosno od difuzionih procesa, pa se 
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odreĎivanje dinamičkog površinskog/meĎupovršinskog pritiska koristi za njihovo 

karakterisanje, odnosno za praćenje kinetike adsorpcije PAM na granicu faza (Dukhin i 

sar., 1995; Eastoe i Dalton, 2000; Karbaschi i sar., 2014).  

Adsorpcija PAM na granicu faza predstavlja dinamičan proces koji se moţe 

prikazati kroz dva koraka (slika 2): I) kretanje PAM iz kontinualne faze do granice faza 

ulje i voda – difuzioni model (slika 2a–b); II) prelazak iz kontinualne faze na granicu faza 

– kinetičko–difuzioni model  (slika 2b–c) (Dukhin i sar., 1995; Eastoe i Dalton, 2000; 

Karbaschi i sar., 2014; McClements, 2004a; Miller i sar., 2017; Osman i sar., 1999; Tang 

i Shen, 2015).  

 

I Difuzioni model: Prvi korak adsorpcije PAM se moţe predstaviti 

difuzionim modelom koji se zasniva na pretpostavci da je koncentracija 

PAM na granici faza tokom vremena uslovljena samo brzinom difuzije 

PAM kroz kontinualnu fazu (Langevin, 2000). Prema tom modelu, pri 

samom nastanku slobodne granice faza koncentracija PAM na granici faza, 

Г, je niţa od ravnoteţne koncentracije, Г  , a brzina kojom se dostiţe Г   se 

povećava sa povećanjem brzine difuzije PAM i povećanjem koncentracije 

PAM u kontinualnoj fazi.  

 

 

 

Slika 2. Etape adsorpcije PAM na granicu faza: a–b) difuzija kroz kontinualnu fazu do 

granice faza, b–c) prelazak na granicu faza (McClements, 2004a) 



Adsorpciona i emulgujuća svojstva proteinskog izolata i hidrolizata semena tikve (Cucurbita pepo)  
   

9 

 

Nakon dostizanja ravnoteţnog stanja, Г=Г  , brzina adsorpcije se usporava 

zbog zasićenosti granice faza PAM, tj. zbog smanjenog broja slobodnih 

mesta za adsorpciju na granici faza. Ovaj model je pogodan za 

interpretaciju adsorpcije pri samom početku formiranja granice faza kada je 

površina granice faza slobodna (Dukhin i sar., 1995; McClements, 2004a; 

Miller i sar., 2017).  

Matematičkim putem proces adsorpcije PAM se moţe opisati Ward i 

Tordai jednačinom (Ward, A.F.H., Tordai, 1946): 

 

 
t

s

diffdiff
tdc

ktk
ct

0
0 )(

14,3
2

14,3
2)(     (2) 

 

gde c0 predstavlja koncentraciju rastvora PAM, kdiff je koeficijent difuzije, 

cs je koncentracija PAM u blizini granice faza, t predstavlja vreme i τ 

variablu integracije (engl. dummy variable of integragion) (Eastoe i Dalton, 

2000). Prilikom formiranja granice faza, za etapu adsorpcije koja se odvija 

po difuzionom mehanizmu, kada t → 0, jednačina se skraćuje:  

 

14,3
2)( 0

tk
ct

diff
     (3) 

 

Povezivanjem Г sa σ preko jendačine (4):  

 

σ - σ0 = -nRTГ   (4) 

 

u kojoj je n koeficijent koji iznosi 1 za ne–jonske ili n=2 za jonske PAM, R 

je Bolcmanova konstanta, a T temperatura, i  uvrštavanjem u jednačinu (3) 

dobija se konačna jednačina (Eastoe i Dalton, 2000; Fainerman i sar., 

1994):  
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σ0 – σ = 2nRTc0
14,3

tkdiff
  odnosno  π= 2nRTc0

14,3

tkdiff
 (5) 

Na osnovu ove jednačine, u toku adsorpcije kontrolisane isključivo 

difuzionim mehanizmom, funkcija zavisnosti π od t
1/2

 je linearna a njen 

nagib predstavlja konstantu difuzije, kdiff (Fainerman i sar., 1994; Jarpa-

Parra i sar., 2015; Tang i Shen, 2015). 

II Kinetičko–difuzioni model: U praksi, kada se PAM naĎe u neposrednoj 

blizini granice faza adsorpcija se ne odvija nesmetano, već je potrebno 

savladati jednu ili više energetskih barijera da bi došlo do adsorpcije. Prema 

tome, samo nekolicina PAM koje se naĎu u neposrednoj blizini granice 

faza, zaista bude i adsorbovano. Kinetika adsorpcije u ovakvim sistemima 

prvenstveno zavisi od postojećih energetskih barijera, koje se mogu javiti iz 

nekoliko razloga (Eastoe i Dalton, 2000; Kralchevsky i Nagayama, 2000; 

McClements, 2004a; Ruíz-Henestrosa i sar., 2009):  

 

 prisustva repulsivnih interakcija (elektrostatičkih, sternih, 

hidratacionih, itd.) izmeĎu PAM i prethodno adsorbovanih molekula 

koji se već nalaze na granici faza;  

 ispunjenosti uslova pod kojima će neka PAM adsorbovati na granicu 

faza. Na primer, globularni proteini će se adsorbovati na granicu faza 

samo ukoliko su njihovi hidrofobni delovi okrenuti ka granici faza u 

trenutku sudara;  

 sposobnosti PAM da formiraju micele, pri čemu adsorpcija PAM na 

granicu faza zavisi od koncentracije, kako micela tako i monomera, 

kao i od dinamike formiranja, odnosno, raspadanja micela.  
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Reologija adsorpcionih filmova se bavi proučavanjem povezanosti deformacije 

adsorpcionih filmova u zavisnosti od sila koje na njih deluju u odreĎenom vremenskom 

periodu (Bos i Van Vliet, 2001; Murray, 2002). Uzimajući u obzir činjenicu da su 

deformacije adsorpcionih filmova sastavni deo mnogih industrijskih procesa, uvid u 

ponašanje adsorpcionog filma tokom delovanja deformacije i karakterizacija 

relaksacionih procesa koji se odvijaju u strukturi adsorpcionog filma nakon prestanka 

delovanja sila pruţa ključne informacije potrebne za modifikovanje i efikasnije 

upravljanje tim procesima (Karbaschi i sar., 2014). Reološka analiza najčešće primenjuje 

smicajne i dilatacione deformacije. Smicajnim deformacijama se menja oblik 

adsorpcionog filma pri čemu njegova površina ostaje konstantna dok dilatacione 

deformacije podrazumevaju promenu površine adsorpcionog filma, bilo povećanjem ili 

smanjivanjem, zadrţavajući prvobitni oblik adsorpcionog filma (Bos i Van Vliet, 2001; 

Dukhin i sar., 1995; Miller i sar., 2010; Ravera i sar., 2010). Razlika izmeĎu dilatacione i 

smicajne reološke analize adsorpcionih filmova jeste to što na dilatacionu reologiju utiče 

i kinetika adosrpcije i desorpcije PAM, usled povećavanja i smanjivanja površine 

adsorpcionog filma, dok smicajna reologija posmatra samo materijal koji je sastavni deo 

adsorpcionog filma, pruţajući više informacija o strukturama koje se tu nalaze (Miller i 

sar., 2010; Murray, 2002).  

 

2.1.3.1.     Dilataciona reologija adsorpcionih filmova 

Dilatacione reološke osobine adsorpcionih filmova se mogu ispitivati primenom 

prolaznih i harmoničnih oscilacija površine granice faza. Kao odgovor na saopštene 

oscilacije dolazi do promena površinskog/meĎupovršinskog napona. Postoji nekoliko 

metoda za odreĎivanje dilatacionih reoloških osobina adsorpcionih filmova putem 

merenja površinskog/meĎupovršinskog napona ali trenutno jedna od najeksploatisanijih 

metoda je metoda analize profila kapi ili mehurića – PAT metoda (Berry i sar., 2015; 
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Eastoe i Dalton, 2000; Mucic i sar., 2011). Prednosti PAT metode u odnosu na druge 

metode su upotreba veoma male zapremine uzorka, jednostavna kontrola temperature 

merenja i mogućnost merenja kako na granicama faza tečno/tečno tako i na granicama 

faza tečno/gas. Pored toga, vremenski interval merenja PAT metodom iznosi od 1 s do 

nekoliko dana, što omogućava praćenje i veoma sporih procesa koji se odigravaju na 

granicama faza (Berry i sar., 2015; Javadi i sar., 2013).   

Princip PAT metode se bazira na analizi profila kapi ili mehurića. Tenziometar za 

analizu profila kapi je šematski prikazan na slici 3. Merenje na tenziometru za analizu 

profila kapi i mehurića se izvodi tako što se istisne kap tečnosti za analizu na vrhu igle 

mikro šprica koji se nalazi u komori za merenje ispunjenom gasom ili nekom drugom 

tečnosti u zavisnosti od toga koja se granica faza posmatra. Oblik istisnute kapi zavisi od 

dve sile koje deluju na kap, od površinskog/meĎupovršinskog napona koji teţi da 

formirana kap bude sfernog oblika i od sile gravitacije koja izduţuje kap. Kamera snima 

kap osvetljenu izvorom svetlosti, koji obezbeĎuje jasniju sliku kapi, i snimljene podatke 

šalje softveru za obradu podataka (Javadi i sar., 2013).  

 

 

 

 

Slika 3. Šematski prikaz tenziometra za analizu profila kapi i mehurića (Soleimani i sar., 

2018). 
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Slika 4. Šematski prikaz softverske obrade slike PAT metodom: slika viseće kapi, 

odreĎivanje koordinata profila kapi i skup teoretski odogovarajućih profila 

eksperimentalnim podacima (Javadi i sar., 2013). 

 

Zadatak softvera je da obradi dobijenu sliku kapi, odredi koordinate njenog profila 

i, zatim, odreĎene koordinate fituje sa Gaus–Laplasovom (eng. Gauss–Laplace) 

jednačinom (Berry i sar., 2015; Javadi i sar., 2013; Miller i sar., 2010). Softverska obrada 

slike kapi je šematski prikazana na slici 4. 

Nakon fitovanja eksperimentalnih parametara dobijaju se izlazni parametri 

merenja: površinski/meĎupovršinski napon, površina kapi, zapremina kapi i radius 

zakrivljene površine. Da bi se odredile dilatacione reološke osobine adsorpcionog filma 

na granici faza, istisnuta kap se podvrgava harmoničnim deformacijama u vidu povećanja 

i smanjenja površine kapi kontrolisanim istiskivanjem i uvlačenjem tečnosti (Miller i sar., 

2010). Površinski/meĎupovršinski napon se menja proporcionalno saopštenoj oscilaciji i, 

u slučaju potpuno elastičnih adsorpcionih filmova, prati promenu površine filma bez 

kašnjenja. MeĎutim, u praksi se najčešće beleţi odreĎeno kašnjenje reakcije, Φ (s), 

površinskog/meĎupovršinskog napona, γ (mN/m), na saopštene deformacije, odnosno na 

oscilacije površine, A (mm
2
), slika 5, usled relaksacionih procesa koji se odvijaju u 

samom adsorpcionom filmu ili na granici faza (Mendoza i sar., 2014; Miller i sar., 2010; 

Ravera i sar., 2010).  
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Slika 5. Uticaj harmoničnih oscilacija površine adsorpcionog filma na površinski/ 

meĎupovršinski napon (Ravera i sar., 2010). 

 

Furijer–ovom (eng. Fourier) analizom dobijenih eksperimentalnih rezultata 

dobijaju se dilatacioni reološki parametri adsorpcionog filma u vidu parova podataka kao 

što su (Miller i sar., 2010):  

 

 moduo elastičnosti, E*, i fazni ugao δ; 

 dilataciona elastičnost, E’, i dilatacioni viskozitet, E’’. 

 

Dilataciona viskoelastičnost ili, kako se još naziva, moduo elastičnosti, E*, je 

kompleksan parametar koji zavisi od frekvencije oscilacija, a koji po Gibbs–u predstavlja 

odgovor adsorpcionog filma u vidu promene meĎupovršinskog napona na dilatacione 

promene površine granice faza, A. Gibbs–ov dilatacioni modul čine dve komponente: 

elastična komponenta tj. dilataciona elastičnost, E’, koja predstavlja potencijalnu energiju 

adsorpcionog filma, i rasipna komponenta, takozvani dilaticoni viskozitet, E’’, koji 

predstavlja energiju potrebnu za relaksacione procese u adsorpcionom filmu. Gibbs–ov 
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dilatacioni modul se kvantitativno predstavljа kao kompleksаn dilatacioni modul, E*, koji 

čine realni i imaginarni deo, tj. elastična i viskozna komponenta, respektivno. Računa se 

po formuli (6) (Berton-Carabin i sar., 2018; Miller i sar., 2010; Ravera i sar., 2010; Ruíz-

Henestrosa i sar., 2009)  
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gde je Ā0 početna površina kapi pre oscilacija, zatim Δσ i ΔA su promene 

površinskog/meĎupovršinskog napona i površine kapi, respektivno, usled harmoničnih 

oscilacija, a δ je fazni pomak izmeĎu dilatacionih oscilacija i odgovora adsorpcionog 

filma na saopštene oscilacije. Za idealno elastične materijale, dilatacione oscilacije i 

odgovor adsorpcionog filma su u fazi, δ = 0°, a imaginarni deo jednak je nuli, dok kod 

idealno viskoznih adsorpcionih filmova δ iznosi 90°, a realna komponenta je jednaka nuli 

(Bos i Van Vliet, 2001; Karbaschi i sar., 2014; Mendoza i sar., 2014).  

Na osnovu modula elastičnosti i njegovih sastavnih parametara mogu se 

karakterisati adsorpcioni filmovi u ravnoteţnom stanju i prilikom re–ekvilibracije nakon 

primenjenih oscilacija adsorpcionog filma. OdreĎivanjem dilatacionih reoloških 

parametara adsorpcionog filma dobijaju se informacije o difuzionoj razmeni, 

molekulskim reorijentacijama, površinskoj agregaciji, kao i o drugim kinetičkim 

procesima koji se mogu odvijati u adsorpcionom filmu (Ravera i sar., 2010). Pored toga, 

moduo elastičnosti, zajedno sa ostalim parametrima, se sve češće povezuje sa učinkom 

emulgatora u stabilizaciji kapljica emulzije tokom homogenizacije i nakon toga, u 

obezbeĎivanju njihove stabilnosti (Berton-Carabin i sar., 2018; Karbaschi i sar., 2014; 

Miller i sar., 2010).   
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Emulzije su dvo ili više fazni tečni disperzni sistemi kod kojih je najmanje jedna 

tečnost – disperzna (diskontinualna) faza, rasporeĎena u vidu kapljica u drugoj tečnosti – 

disperznom sredstvu (kontinualnoj fazi). Disperzna faza i disperzno sredstvo su 

meĎusobno nemešljivi. U zavisnosti od toga da li je vodena ili uljna faza kontinualna, 

razlikuju se dva osnovna tipa emulzija sistema: ulje–u–vodi (u/v) i voda–u–ulju (v/u) 

(Berton-Carabin i sar., 2018; Đaković, 2006; McClements, 2004a; Petrović, 2016).  

Emulzije se dobijaju u postupku homogenizacije pri čemu se povećava granica 

faza izmeĎu dve nemešljive tečnosti na račun uloţenog rada. Utrošeni rad, A, se moţe 

predstaviti jednačinom (7) (Đaković, 2006; Petrović, 2016): 

 

A=σ ΔS (7) 

 

gde σ (mN/m) predstavlja meĎupovršinski napon, a ΔS (m
2
) povećenje slobodne površine 

koja dostiţe i do nekoliko m
2
 po gramu disperzne faze (Berton-Carabin i sar., 2018). 

Utrošeni rad ujedno povećava i potencijalnu energiju emulzija, čineći ih termodinamički 

nestabilnim sistemima koji teţe da smanjenjem slobodne površine, zapravo smanje 

nepovoljne interakcije izmeĎu dve faze. Kao posledica toga, dolazi do pokretanja 

fizičko–hemijskih mehanizama destabilizacije emulzija koji mogu dovesti do smanjenja 

stepena disperznosti ili, u krajnjem slučaju, do razrušavanja emulzije i izdvajanja uljne 

faze na površini preparata (Damodaran, 2005; Hu i sar., 2017; McClements, 2004b; 

Petrović, 2016).  

Pojam ―stabilnost emulzija‖ se odnosi na sposobnost emulzije da se odupre 

promenama fizičko–hemijskih karakteristika tokom vremena: što je emulzija stabilnija, to 

sporije dolazi do promene njenih osobina (Hu i sar., 2017; McClements, 2004a). Promene 

emulzija se usporavaju dodatkom supstanci poznatih kao emulgujuće materije koji imaju 

sposobnost odrţavanja emulzije u termodinamički nepovoljnom – metastabilnom stanju, 
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čineći emulziju kinetički stabilnom (Holmberg i sar., 2002; Leal-Calderon i sar., 2007; 

Milinković i sar., 2018).  

 

2.1.4.1.     Emulgujuće materije 

Emulgujuće materije su površinski aktivne materije (PAM) koje se sastoje iz dva 

dela, hidrofilnog i hidrofobnog, što im omogućava da se tokom homogenizacije 

adsorbuju na površinu novoformiranih kapljica emulzije gde sniţavaju meĎupovršinski 

napon, formiraju zaštitni adsorpcioni film i olakšavaju homogenizaciju (Berton-Carabin i 

sar., 2018; Đaković, 2006; Lam i Nickerson, 2013; Petrović, 2016). Nepolarni deo 

odreĎuje aktivnost emulgujućih materija, koja se karakteriše brojem adsorbovanih 

molekula na granici faza u odnosu na koncentraciju u kontinualnoj fazi. Sa druge strane, 

polarne grupe su odgovorne za rastvorljivost emulgujućih materija u vodenoj sredini i, u 

odreĎenoj meri, se odupiru površinskoj aktivnosti (Dukhin i sar., 1995). Kao emulujuće 

materije najčešće se koriste površinske aktivne materije niske molekulske mase, amfifilni 

biopolimeri (proteini i polisaharidi) i koloidne čestice (Berton-Carabin i Schroën, 2019; 

McClements, 2004a; McClements i Jafari, 2018; Milinković i sar., 2018). 

S obzirom na raznolikost molekulskih i fizičko–hemijskih karakteristika 

emulgujućih meterija, postoje značajne razlike u njihovoj sposobnosti da stabilizuju 

novoformirane kapljice i obezbede stabilnost emulzija u toku odreĎenog vremenskog 

perioda (McClements, 2004a). MeĎu karakteristike koje odreĎuju efikasnost emulgujućih 

materija da stabilizuju kapi emulzije prilikom homogenizacije spadaju (Bos i Van Vliet, 

2001; McClements, 2004a; Ozturk i McClements, 2016):  

 

 površinska aktivnost – sposobnosti adsorbovanja na granicu faza ulje–voda, 

odnosno, posedovanje polarnih i nepolarnih grupa u poloţaju koji 

omogućava adsorbovanje na granicu faza; 

 sniţavanje meĎupovršinskog napona; 
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 stabilizacija kapljica – stvaranje jakih odbojnih sila, poput sternih ili 

elektrostatičkih odbojnih sila, koje štite kapljice od agregacije prilikom 

sudara;  

 kinetika adsorpcije – prilikom homogenizacije emuzije, emulgujuće 

materije se moraju adsorbovati na površinu kapljica u što kraćem 

vremenskom periodu ne bi li smanjili meĎupovršinski napon i sprečili 

agregaciju kapljica; 

 pakovanje emulgujućih materija na površini kapi – što je gušće pakovanje 

emulgujuće materije na površini kapi, to je potrebna veća koncentracija da 

stabilizuje datu emulziju.  

 

Efikasnost emulgujućih materija prilikom formiranja emulzije se moţe porediti na 

osnovu minimalnog prosečnog prečnika kapi koje data emulgujuća materija moţe da 

stabilizuje pri datoj koncentraciji, zatim odreĎivanjem minimalne koncentracije 

emulgujuće materije potrebne da bi se pripremila emulzija odreĎenog prosečnog prečnika 

kapi ili praćenjem promene prosečnog prečnika kapi emulzije u zavisnosti od 

koncentracije emulgujuće materije (McClements, 2004a; Ozturk i McClements, 2016). 

Uprkos činjenici da veličina kapi emulzije prvenstveno zavisi od rada koji je utrošen 

prilikom homogenizacije, ukoliko emulgujuća materija nije dovoljno efikasna u 

stabilizovanju novonastalih kapi ili je nema u dovoljnoj koncentraciji da pokrije 

novonastalu granicu faza, veličina kapi će zavisiti isključivo od emulgujućeg svojstva ili 

količine emulgujuće materije (McClements i Jafari, 2018; Ozturk i McClements, 2016).  

Emulgujuća svojstva emulgujućih materija se najčešće kvantifikuju i izraţavaju u 

vidu emulzione aktivnosti, emulzionog kapaciteta i emulzione stabilnosti. Emulziona 

aktivnost se odnosi na maksimalnu površinu granice faza koju moţe stabilizovati masena 

jedinica emulgujuće materije. Emulzioni kapacitet predstavlja maksimalnu 

zapreminu/masu ulja koje moţe biti emulgovano jednom masenom jedinicom 

emulgujuće materije u odreĎenim uslovima, a emulziona stabilnost karakteriše 
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sposobnost emulgujuće materije da formira emulziju čije osobine ostaju nepromenjene u 

odreĎenom vremenskom periodu pri odreĎenoj temperaturi (Panyam i Kilara, 1996). 

 

2.1.4.2.     Vidovi nestabilnosti emulzija 

Destabilizacija emulzije se moţe manifestovati na nekoliko načina, pri čemu su za 

nepovratno razrušavanje emulzija, koje vodi u separaciju faza, zasluţna dva mehanizma: 

Ostwald–ovo zrenje i koalescencija. Pored ova dva mehanizma stabilnost emulzije 

narušavaju i povratni procesi poput gravitacione nestabilnosti, flokulacije i inverzije faza 

(Đaković, 2006; Leal-Calderon i sar., 2007).  

Ostwald–ovim zrenjem se naziva proces koji se odigrava bez meĎusobnog 

kontakta kapljica, kada manje kapljice gube svoj sadrţaj difuzijom disperzne faze kroz 

kontinualnu fazu usled velike razlike u Laplasovom (engl. Laplace) pritisku izmeĎu 

kapljica različite veličine, odnosno velike razlike u zakrivljenosti površine kapljica, pri 

čemu se zapremina većih kapi povećava. Prema tome, kao posledica Ostwald–ovog 

zrenja dolazi do povećanja prosečnog prečnika kapi u emulziji (Damodaran, 2005; Leal-

Calderon i sar., 2007; Petrović, 2016). Ostwald–ovo zrenje prikazano je na slici 6.  

 

 

 

 

Slika 6. Šematski prikaz Ostwald–ovog zrenja (McClements, 2004a) 
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Na osnovu Laplasove jednačine:  

 

ΔP=2σ/r      (8) 

 

gde je ΔP Laplasov pritisak, σ površinski/meĎupovršinski napon i r poluprečnik kapljice, 

moţe se zaključiti da što je veći poluprečnik kapljica to je manji njihov Laplasov pritisak.  

Ostwald–ovo zrenje je karakteristično za nanoemulzije, a moţe da predstavlja problem i 

u emulzijama koje sadrţe arome ili eterična ulja koje karakteriše relativno visoka 

rastvorljivost disperzne faze u vodenoj sredini (Berton-Carabin i sar., 2018).  

Koalescencija predstavlja proces kada kapljice u emulzijama vremenom gube 

svoju individualnost usled razrušavanja zaštitnog adsorpcionog filma emulgujuće 

materije na granici faza i sjedinjavanja dve ili više kapljica u jednu veću kapljicu. Do 

razrušavanja zaštitnog omotača dolazi nastajanjem otvora koji kada dostigne kritičnu 

veličinu postaje nestabilan i nakon toga se samo povećava do konačnog spajanja dve kapi 

(Đaković, 2006; Petrović, 2016; Van Aken i sar., 2003). Ukoliko se uzme da je za 

stvaranje otvora veličine r potrebna energija E(r), tada je za formiranje otvora kritične 

veličine r* potrebna energija E(r*) koje zapravo predstavlja aktivacionu energiju procesa 

nukleacije otvora kritične veličine, što je šematski predstavljeno na slici 7.  U slučaju da 

je otvor manji od r*, odnosno da je E(r)<E(r*), kapljice zadrţavaju svoju individualnost, 

a otvor adsorpcionog filma na granici faza se smanjuje i na kraju nestaje (Leal-Calderon i 

sar., 2007; McClements, 2004a).  

Energija aktivacije adsorpcionih filmova se povećava sa boljim pakovanjem 

površinski aktivnih materija na granici faza: što su PAM gušće pakovane to je bolja 

metastabilnost adsorpcionog filma. Pored toga, povećanjem gustine pakovanja PAM 

poboljšava se i dilataciona elastičnosti adsorpcionih filmova koja ima ključnu ulogu u 

suzbijanju termičkih i mehaničkih deformacija adsorpcionog filma i u smanjenju 

verovatnoće dostizanja aktivacione energije koja dovodi do stvaranja otvora kritične 

veličine (Leal-Calderon i sar., 2007). 
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Slika 7. a) Šematski prikaz razrušavanja adsorpcionog filma na granici faza 

nukleacijom otvora i b) promena potrebne energija za nukelisanje otvora odreĎene 

veličine (Leal-Calderon i sar., 2007). 

 

Koalescencija se ubrzava ukoliko se povećava verovatnoća sudara izmeĎu 

kapljica, kod koncentrovanih disperznih sistema, kod sistema sa malim viskozitetom 

kontinualne faze ili ukoliko joj prethodi neki drugi oblik nestabilnost poput flokulacije ili 

gravitacione nestabilnosti. Pri izrazitoj koalescenciji dolazi do separacije faza i na kraju 

do potpunog razrušavanja emulzije (Berton-Carabin i Schroën, 2019; Leal-Calderon i 

sar., 2007; McClements, 2004a). 

Gravitaciona nestabilnost označava pojavu separacije kapljica pod uticajem 

zemljine teţe pri čemu se u zavisnosti od razlike u gustinama disperzne faze i disperznog 

sredstva kapljice taloţe na dnu emulzije – sedimentacija, ili isplivavaju na površinu  – 

kriming (engl. creaming), slika 8 (Hu i sar., 2017; McClements, 2004a; Milinković i sar., 

2018; Robins, 2000). Emulzija se razdvaja na sloj u kome je koncentrovana disperzna 

faza – krem, i na sloj u kome je koncentrovano disperzno sredstvo – serum.  Raspodela 

veličina kapi emulzije, kao i veličina kapljica emulzije podlegle gravitacionoj 

nestabilnosti ostaje nepromenjena budući da kapljice zadrţavaju svoju individualnost. 
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Slika 8. Šematski prikaz gravitacione nestabilnosti – kriming (McClements, 2004a) 

 

  Prema Stoksovoj jednačini brzina kojom se odvija neki od mehanizama 

gravitacione nestabilnosti, v,  je direktno proporcionalna kvadratu prečnika kapljica, r
2
, i 

razlici u gustinama disperzne, ρ, i kontinualne faze, ρ0, i obrnuto proporcionalna 

viskozitetu kontinualne faze, η  (Berton-Carabin i sar., 2018; Chanamai i McClements, 

2000; Đaković, 2006; Damodaran, 2005; McClements i Jafari, 2018):  

 

20

9
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Predznak brzine gravitacione nestabilnosti odreĎuje pojavu sedimentacije (–) i 

kriminga (+). Tokom separacije kapljica u polidisperznim emulzijama javlja se 

frakcionisanje po veličini kapljica od vrha emulzije prema dnu usled veće brzine 

izdvajanja kapljica većeg prečnika što dovodi do pojave koncentracionog gradijenta 

disperzne faze i gradijenta veličina kapljica po vertikali emulzije (Đaković, 2006; 

McClements, 2004a). 

Brzina gravitacione nestabilnosti moţe da odstupa od brzine definisane 

Stoksovom jednačinom iz nekoliko razloga (McClements, 2004a):  
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 ukoliko je kontinualna faza nenjutnovski fluid čij viskozitet zavisi od brzine 

ili napona smicanja, što je često izraţeno kod makromolekulskih rastvora; 

  visoke koncentracije disperzne faze pri čemu je uticaj hidrodinamičkih 

interakcija izmeĎu kapljica prilikom kretanja značajan; 

 jako naelektrisanih kapljica emulzije kada električni dvojni sloj povećava 

efektivnu zapreminu kapljica, usporava njihovo kretanje i sprečava 

meĎusobno pribliţavanje kapljica;  

 kristalizacije uljane faze, bilo da se radi o diperznoj fazi kada se povećava 

njena gustina ili o kontinualnoj fazi kada nastaje trodimenzionalna struktura 

masnih kristala koja sprečava sedimentaciju vodene faze;  

 Braunovog kretanja kapljica emulzije koje značajno utiče na brzinu 

gravitacione nestabilnosti kod emulzija sa prečnikom kapljica manjim od 

0,1 μm;  

 flokulacije.  

 

Flokulacija je proces sjedinjavanja kapljica koje su se našle u neposrednom 

kontaktu stvarajući agregate/flokulule različitih oblika i dimenzija pri čemu kapljice 

zadrţavaju svoju individualnost. Nastali agregati se ponašaju kao nove sekundarne 

čestice i postaju nove kinetičke celine koje mogu da ubrzaju gravitacionu nestabilnost i 

pospeše koalescenciju (Đaković, 2006). Brzina flokulacije zavisi od frekvencije sudara 

izmeĎu kapljica emulzije – broja sudara u jedinici vremena, i od efikasnosti sudara, 

odnosno od broja sudara koji dovode do spajanja kapljica (Gregory, 2013; McClements, 

2004a).  

Frekvencija sudara kapljica zavisi od dominantnog mehanizma koji dovodi do 

sudara: Braunovo kretanje, gravitaciono ubrzanje ili dejstvo mehaničke sile. Pored toga, 

frekvencija sudara se dodatno povećava sa povećanjem koncentracije disperzne faze dok 

povećanje viskoziteta kontinualne faze smanjuje ili čak onemogućava sudaranje kapljica.  

 Do flokulacije kapljica prilikom sudara dolazi kada privlačne sile koje deluju 

izmeĎu kapljica nadjačaju odbojne sile. Prema tome, faktori koji utiču na efikanost  
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Slika 9. Šematski prikaz Bridţing flokulacije. 

 

flokulacije zavise od načina na koji je data emulzija stabilizovana i tipa prisutne 

površinski aktivne materije. Na primer, efikasnost sudara kapljica emulzija stabilizovanih 

elektrostatičkim odbojnim silama zavisi od samog naelektrisanja kapljica, pH vrednosti i 

jonske jačine sredine. Sa druge strane, u emulzijama koje u svom sastavu sadrţe 

makromolekule za povećanje efikasnosti sudara moţe biti odgovorna takozvana bridţing 

(engl. bridging) flokulacija koja predstavlja adsorpciju makromolekula na površinu više 

kapljica disperzne faze (McClements, 2004a), slika 9. Bridţing flokulacija se uglavnom 

sprečava prisustvom dovoljne količine makromoelkula da u potpunosti prekriju granicu 

faza.  

Depleciona (engl. depletion) flokulacija predstavlja flokulaciju u prisustvu 

neadsorbovanih koloidnih čestica, poput makromolekula ili micela surfaktanta, u 

kontinualnoj fazi emulzije. Neadsorbovane koloidne čestice povećavaju privlačne sile 

izmeĎu kapljica usled osmotskog efekta koji potiče od razlike u njihovoj koncentraciji u 

kontinualnoj fazi i u omotaču kapljica (Gregory, 2013; McClements, 2004a).   

Struktura nastalih flokula zavisi od prirode koloidnih i hidrodinamičkih interakcija 

kapljica: ukoliko je energija privlačenja izmeĎu kapljica relativno jaka, formiraju se 

flokule otvorene strukture, u suprotnom, dolazi do formiranja gusto pakovanih flokula, 

slika 10 (McClements, 2004a).  

 

 



Adsorpciona i emulgujuća svojstva proteinskog izolata i hidrolizata semena tikve (Cucurbita pepo)  
   

25 

 

 

 

 

Slika 10. Struktura flokula: gusto pakovana (levo) i flokula otvorene strukture (desno) 

(McClements, 2004a). 

 

Inverzija faza predstavlja zamenu dispezne faze i disperznog sredstva pri čemu 

emulzija prelazi iz jednog tipa u drugi, tačnije iz tipa u/v u tip v/u i obrnuto. Inverzija 

faza se često koristi kao spontani proces emulgovanja. Do inverzije faza najćešće dolazi 

usled promene (povećanja) zapreminskog udela disperzne faze, temperature, pritiska, 

jonske jačine ili upotrebom kosurfaktanta (Berton-Carabin i Schroën, 2019; Đaković, 

2006; Leal-Calderon i sar., 2007; Petrović, 2016).  
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2.2. PROTEINSKI ADSORPCIONI FILMOVI 

 

Zahvaljujući svojoj površinskoj aktivnosti, proteini pokazuju tendenciju adsorpcije 

na granicu faza (Milanović i sar., 2014; Sovilj i sar., 2013). Ipak, površinska akivnost 

različitih proteina se značajno razlikuje, i pored činjenice da su svi proteini amfifilni 

molekuli od kojih većina sadrţi polarne i nepolarne aminokiselinske rezidue u sličnom 

odnosu. Razlike u površinskoj aktivnosti potiču od fizičkih, hemijskih i konformacinih 

karakteristika proteina, odnosno od veličine, oblika, sekvence i sastava amino kiselina, 

naelektrisanja i njegove distribucije, a zatim i od uticaja spoljašnjih faktora poput pH 

vrednosti i jonske jačine sredine (Rodriguez Patino i Pilosof, 2011).  

Adsorpcija proteina na granicu faza počinje kao i kod drugih površinski aktivnih 

materija difuzijom iz rastvora i zatim adsorpcijom na granicu faza. MeĎutim, ono po 

čemu se proteni razlikuju od niskomolekulskih PAM su procesi koji slede nakon 

adsorpcije na granicu faza (Dickinson, 2011; Joshi i sar., 2012; Lam i Nickerson, 2013; 

Rodriguez Patino i Pilosof, 2011): 

 

I Konformaciona reorganizacija. Kada se protein adsorbuje na granicu 

faza, tada obično dolazi do reorganizacije molekula, tačnije, do promena u 

njegovoj konformaciji, pri čemu se dodatno otkrivaju hidrofobni delovi 

prema uljnoj fazi, odnosno zauzima termodinamički najpovoljniju 

konformaciju (Nnanna i Xia, 2001; Van Aken i sar., 2003). Konformacine 

promene proteina na granici faza su ireverzibilne i nazivaju se „površinska 

denaturacija― (Bos i Van Vliet, 2001; McClements, 2004b; Van Aken i sar., 

2003; Yampolskaya i Platikanov, 2006). Površinska denaturacija zavisi od 

kinetičkih ograničenja proteina (fleksibilnosti proteina, distribucije 
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hidrofilnih/hidrofobnih delova) i hidrofobnosti uljne faze, ali je izraţenija 

ukoliko individualni proteinski molekuli imaju više vremena i prostora 

(manja površinska koncentracija) na granici faza da se „rašire― (Bos i Van 

Vliet, 2001; McClements, 2004b; Zhai i sar., 2013). Stoga, molekul 

proteina, za razliku od niskomolekulskih PAM, ima nekoliko mogućih 

konformacija koje moţe da zauzme na granici faza, slika 11. Globularni 

proteini, zbog svoje rigidne strukture, slabije podleţu promenama 

konformacije u odnosu na fleksibilne proteine, dozvoljavajući promene 

konformacije na nivou tercijerne strukture pri čemu većina sekundarne 

strukture proteina ostaje u nativnom stanju (Leal-Calderon i sar., 2007; 

Nnanna i Xia, 2001). 

   

II Strukturna konsolidacija – finalna faza nastajanja proteinskog 

adsorpcionog filma – bilo staklastog (engl. glass–like) ili gelastog (engl. 

gel–like) sloja gusto pakovanih proteinskih molekula. U ovoj fazi, dolazi do 

intermolekularnog povezivanja proteina (jonskim, hidrofobnim, 

vodoničnim ili disulfidnim vezama), stvaranja defekata u adsorpcionom 

filmu ili čak do lokalnog razdvajanja faza. Ovi procesi odreĎuju dugoročne 

mehaničke osobine adsorpcionog filma (Leal-Calderon i sar., 2007).  

 

 

 

Slika 11. Konformacija niskomolekulske PAM i proteina na granici faza (Bos i Van 

Vliet, 2001) 
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Kinetika adsorpcije proteina u fazi konformacione reorganizacije i strukturne 

konsolidacije na granici faza se kvantifikuje primenom jednačine prvog reda koja opisuje 

ovaj fenomen (10): 

 

tkit  ))/()ln(( 400  (10) 

 

gde su π, πt i π0 meĎupovršinski pritisci na kraju merenja, nakon vremena t, i na 

početku merenja, respektivno, a ki predstavlja konstantu brzine prvog reda. Grafički 

prikaz ove jednačine obično ima dva ili više linearnih regiona. Prvi linearni region se 

vezuje za prodiranje molekula proteina na granicu faza i otvaranje njihove strukture, pri 

čemu njegov nagib predstavlja konstantu adsorpcije, kads, dok drugi linearni region 

predstavlja fazu prilagoĎavanja proteinske strukture granici faza – strukturnu 

konsolidaciju, sa nagibom koji predstavlja konstantu molekularne reorganizacije, kR 

(Jarpa-Parra i sar., 2015; Rodríguez Niño i sar., 2005; Ruíz-Henestrosa i sar., 2009; Tang 

i Shen, 2015). Vreme potrebno za dostizanje ravnoteţnog površinskog/meĎupovršinskog 

pritiska, odnosno kraja merenja, usled prilagoĎavanja strukture proteina moţe da iznosi 

nekoliko sati ili čak dana (Hoffmann i Reger, 2014; Rangsansarid i Fukada, 2007; 

Yampolskaya i Platikanov, 2006). 

Kod proteinskih rastvora niske koncentracije ili rastvora čija je pH vrednost bliska 

izoelektričnoj tački proteina, javlja se indukcioni period – period početnog „kašnjenja― 

promene meĎupovršinskog pritiska (engl. lag period) usled agregacije proteina u 

izoelekrtičnoj tački i manje fleksibilnosti i podloţnosti promenama koformacije, koje su 

karakterističnije za globularne proteine (Damodaran, 2005; Joshi i sar., 2012; 

McClements, 2004b; Rodriguez Patino i Pilosof, 2011). 

Ono što izdvaja proteine kao emulgujuće agense, u odnosu na niskomolekulske 

PAM, je obrazovanje viskoelastičnog adsorpcionog filma na granici faza ulja i vode (Dan 

i sar., 2013; Dickinson, 1999). Elastičnost proteinskog adsorpcionog filma uveliko 

nadmašuje elastične osobine adsorpcionih filmova niskomolekulskih PAM (Hoffmann i 

Reger, 2014; Sagis i Scholten, 2014). Naime, u toku konformacionih promena strukture 
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proteina moţe doći do stvaranja intermolekularnih veza izmeĎu proteina u adsorpcionom 

filmu što doprinosi povećanju elastičnost proteinskog adsorpcionog filma (Damodaran, 

2005; Lam i Nickerson, 2013; Leal-Calderon i sar., 2007; Sagis i Scholten, 2014). 

Mehanička otpornost proteinskih adsorpcinih filmova povećava stabilnost emulzija, 

odnosno otpornost prema koalescenciji i Ostwald–ovom zrenju: što je film elastičniji, to 

je otporniji na koalescenciju (Amine i sar., 2014; McClements i Gumus, 2016; Nnanna i 

Xia, 2001; Sagis i Scholten, 2014).  

Globularni proteini uglavnom formiraju gusto pakovane, tanke i staklaste (engl. 

glass–like) adsorpcione filmove koji pokazuju znake pucanja usled kompresije ili 

ekspanzije te su emulzije stabilizovane globularnim proteinima uglavnom putem 

elektrostatičkih odobjnih sila (Bos i Van Vliet, 2001; McClements, 2004b; Sagis i 

Scholten, 2014; Van Aken i sar., 2003; Zhai i sar., 2013). Upravo zbog toga, 

nemodifikovani biljni proteini, koji poseduju globularnu strukturu, pokazuju najbolje 

emulgujuće osobine u sistemima čija je pH vrednosti ispod njihove izoelektrične tačke, 

odnosno, pH ispod 4 (Van Vliet i sar., 2002).  

Pored biljnih proteina čije su emulgujuće sposobnosti dokazane, poput proteina 

soje (Bengoechea i sar., 2010; Fasolin i sar., 2019; Jeske i sar., 2018; Joye i McClements, 

2014; Nishinari i sar., 2014; Shao i Tang, 2014), uljane repice (Karaca i sar., 2011a; Pojić 

i sar., 2018; Tan i sar., 2014; Wu i Muir, 2008), pšeničnog glutena (Bengoechea i sar., 

2010), proteina pirinča (Romero i sar., 2012) i kukruznog zeina (Day, 2013; Taha i sar., 

2019), izučavaju se i proteini iz alternativnih biljnih izvora:  

 

 ţitarica: ječam (Houde i sar., 2018), proso (Nazari i sar., 2018; Singh i sar., 

2018);  

 leguminoza: grašak (Amine i sar., 2014; Burger i Zhang, 2019; Liang i 

Tang, 2013), leblebija (Papalamprou i sar., 2010), sočivo (Avramenko i 

sar., 2013; Joshi i sar., 2012; Karaca i sar., 2011b; Ladjal Ettoumi i sar., 
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2016), kikiriki (Moure i sar., 2006; Taha i sar., 2019), rogač (Huang i sar., 

2001; Lawal, 2004); 

 koštuničavog voća: indijski orah (Neto i sar., 2001; Yuliana i sar., 2014), 

lešnik (Gul i sar., 2018; Moure i sar., 2006; Turan i sar., 2015b, 2015a), 

badem (Sze-Tao i Sathe, 2000); 

 uljarica: lan (Karaca i sar., 2011a), seme pamuka (Tsaliki i sar., 2004), 

suncokret (Day, 2013; Malik i Saini, 2018; Moure i sar., 2006; Pojić i sar., 

2018; Rodrigues i sar., 2012; Sara i sar., 2020), susam (Achouri i sar., 

2012; Khalid i sar., 2003), seme tikve (Rezig i sar., 2013; Popović i sar., 

. 2013)
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2.3. PROTEINI SEMENA TIKVE (Cucurbita Pepo) 

Da bi se našli na listi sastojaka nekog proizvoda proteini moraju da zadovolje 

odreĎene nutritivne i funkcionalne standarde. Sa nutritivnog stanovišta biljni proteini 

predstavljaju makronutritijent visoke nutritivne vrednosti (Burger i Zhang, 2019). Uprkos 

činjenici da su biljni proteini iz pojedinačnih biljnih izvora deficitarni u pojedinim 

esencijalnim masnim kiselinama, uz odreĎenu kombinaciju proteina iz različitih biljnih 

izvora, oni mogu da zadovolje potrebe organizma za esencijalnim masnim kiselinama 

(Alves i Tavares, 2019; Day, 2013). Zahvaljujući svojoj biološkoj aktivnosti, utvrĎeno je 

da proteini biljnog porekla imaju pozitivan uticaj na zdravlje, pozitivno utiču na crevnu 

floru i smanjuju rizik od razvoja kardiovaskularnih bolesti i dijabetesa (Aider i Barbana, 

2011; Fasolin i sar., 2019; Foegeding i Davis, 2011; Nishinari i sar., 2014). Sa druge 

strane, nedostatci biljnih proteina se ogledaju u njihovoj niţoj digestiji i bioraspoloţivosti 

u odnosu na proteine animalnog porekla, kao i prisustvu antinutritivnih komponenata 

poput: glukozinolata, tripsin inhibitora, tanina, eruka masne kiseline itd. (Day, 2013; 

Fasolin i sar., 2019; Foegeding i Davis, 2011; Moure i sar., 2006; Pojić i sar., 2018).  

Funkcionalne osobine proteina postaju vaţnije od nutritivnih karakteristika kada 

se protein nalazi u proizvodu u svojstvu funkcionalnog sastojka a ne glavne komponente 

(Schwenke, 2001). Jedan od glavnih preduslova da bi protein ispoljio neku funkciju je 

dobra rastvorljivost (Aider i Barbana, 2011; Damodaran, 2005; Lam i Nickerson, 2013). 

Rastvorljivost proteina predstavlja termodinamičku manifestaciju ravnoteţe interakcija 

izmeĎu proteina i rastvarača i interakcija izmeĎu molekula proteina (Hoffmann i Reger, 
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2014). Ona zavisi od sekvence i sastava amino kiselina koje čine strukturu proteina, 

odnosno, od njihove hidrofobnosti, polarnosti i naelektrisanja. Drugim rečima, prisustvo 

hidrofobnih grupa pospešuje intermolekularne interakcije proteinskih lanca što se 

manifestuje kao smanjenje rastvorljivosti. Sa druge strane, prisustvo polarnih i 

naelektrisanih amino kiselinskih ostataka doprinosi boljoj rastvorljivosti proteina 

(Bessada i sar., 2019; Nnanna i Xia, 2001).  

Pored same strukture, na rastvorljivost proteina značajno utiče i sredina u kojoj se 

nalazi, pre svega pH vrednost i jonska jačina. Rastvorljivost proteina je najniţa kada je 

pH vrednost sredine blizu izoelektrične tačke proteina koja se kod biljnih proteina 

uglavnom nalazi u blago kiseloj sredini, najčešće pri pH 4–5 (Yuliana i sar., 2014). U 

izoelektričnoj tački ukupno naelektrisanje proteina je jednako nuli, što dovodi do 

slabljenja elektrostatičkih odbojnih sila izmeĎu molekula proteina, smanjene hidratacije i, 

konačno, do njihovog taloţenja. Suprotno tome, sniţavanjem pH vrednosti sredine ispod 

izoelektrične tačke ili povećanjem iznad izoelektrične tačke, preovladava pozitivno, 

odnosno negativno naelektrisanje, respektivno, a rastvorljivost proteina se povećava 

(Amine i sar., 2014; Bessada i sar., 2019; Deng i sar., 2011; Hoffmann i Reger, 2014; 

Lawal, 2004).  

Promene rastvorljivosti u zavisnosti od jonske jačine su rezultat više efekata koji 

se tom prilikom ispoljavaju: elektrostatički efekat, hidrofobni efekat, jonska specifičnost, 

itd. (Maurer i sar., 2011). Naime, povećanjem jonske jačine u rastvoru proteini vezuju 

prisutne jone, pri čemu oni gube svoje nalektrisanje. Pri malim jonskim jačinama, joni 

soli, posebno anjoni, se slabo vezuju za naelektrisane proteinske grupe i rastvorljivost se 

blago povećava – salting–in efekat. Daljim povećanjem jonske jačine ukupno 

naelektrisanje proteina opada, intenziviraju se interakcije izmeĎu proteinskih molekula, a 

rastvorljivost opada – salting–out efekat (Joshi i sar., 2012; Marcone, 1999; Nnanna i 

Xia, 2001; Yalçin i Çelik, 2007).  
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Najvrednije izvore biljnih proteina predstavljaju ţitarice i uljarice. Ţitarice, kao 

osnovni izvor biljnih proteina za ljudsku ishranu, obezbeĎuju udeo od oko 50% od 

ukupno konzumiranih proteina, dok se proteinski potencijal uljarica, koje se gaje 

prvenstveno za proizvodnju ulja, još uvek potcenjuje (Potter i Hotchkiss, 1995). Naime, 

uljarice u poreĎenju sa ţitaricama, ne samo da sadrţe dva do četiri puta više proteina, već 

ti proteini poseduju i veću nutritivnu vrednost (Day, 2013; Marcone, 1999; Marcone i 

sar., 1998). Pored toga, proteini uljarica se prilikom procesa izdvajanja ulja koncentrišu u 

uljanoj pogači, sekundarnom proizvodu u procesu proizvodnje ulja, koja vaţi za jedan od 

ekonomski najisplativijih izvora biljnih proteina. Sadrţaj proteina u uljanoj pogači se 

kreće u rasponu od 15–60% (Moure i sar., 2006; Pojić i sar., 2018). Proporcionalno 

proizvodnji ulja, najdostupnije su uljane pogače soje, uljane repice, suncokreta, pamuka i 

kikirikija (Moure i sar., 2006; Pojić i sar., 2018; Rodrigues i sar., 2012). Pored navedenih 

uljanih pogača sve veću paţnju trţišta dobijaju uljane pogače koje se dobijaju u 

proizvodnji hladnoceĎenih ulja iz alternativnih uljanih izvora (lešnika, semena tikve, 

semena groţĎa, konoplje, susama, oraha), pre svega zbog blaţih uslova u toku procesa 

proizvodnje (Day, 2013; Pojić i sar., 2018). Prilikom hladnog ceĎenja ulja, ulje se izdvaja 

isključivo upotrebom mehaničke sile pri temperaturi niţoj od 50˚C, bez upotrebe 

hemiskih sredstava, te se na taj način dobija pogača sa proteinima u nativnom stanju i 

sačuvanim bioaktivnim komponentama (Pojić i sar., 2018; Rabrenović i sar., 2014). Za 

razliku od toga, uljana pogača koja zaostaje nakon industrijske proizvodnje ulja u svom 

sastavu sadrţi organski rastvarač koji se koristi za efikasnije izdvajanje ulja. Njegovo 

uklanjanje zahteva zagrevanje pogače pri čemu dolazi do denaturisanja proteina, što se 

negativno odraţava na prinos proteina prilikom ekstrakcije, kao i na njihove fizičko–

hemijske osobine (Day, 2013; Pojić i sar., 2018). 

Komercijalno, biljni proteini se izdvajaju iz uljanih pogača postupkom rastvaranja 

proteina koji se zatim precipituju u izoelektričnoj tački. U zavisnosti od medijuma koji se 
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koristi u procesu rastvaranja, dobija se nekoliko proteinskih proizvoda (Moure i sar., 

2006; Pojić i sar., 2018): 

 

 proteinsko brašno ili proteinski koncentrat sa sadrţajem proteina do 60% 

ili 60–90%, respektivno – kada se koristi neutralni ili kiseli medijum;  

 proteinski izolat sa sadrţajem proteina iznad 85% – kada se upotrebljava 

bazni medijum. 

 

Proteinski proizvodi poreklom iz uljarica (soje, uljane repice) su vec decenijama 

dostupni na trţištu. MeĎutim, njihova potrošnja je daleko ispod očekivane, prvenstveno 

zbog otpora prema genetski modifikovanoj hrani sa kojom se povezuje soja, ali i zbog 

činjenice da se uljarice ubrajaju meĎu najveće alergene, gde soja, kikiriki i koštuničavo 

voće čine tri od četiri najveća biljna alergena. Stoga, alternativni biljni izvori proteina 

koji ne izazivaju alergijske reakcije postaju sve značajniji (Alves i Tavares, 2019; Berton-

Carabin i Schroën, 2019; Burger i Zhang, 2019; Fasolin i sar., 2019; Jeske i sar., 2018).  

Jedan od alternativnih izvora biljnih proteina predstavlja i seme tikve (Cucurbita 

pepo) koje sadrţi izmeĎu 24% i 37% proteina, a koji se u procesu izdvajanja ulja 

koncentrišu u uljanoj pogači, gde njihov sadrţaj moţe dostići i do 65% (El-Adawy i 

Taha, 2001; Quanhong i Caili, 2005; Rezig i sar., 2013; Vaštag i sar., 2011). Glavnu 

proteinsku frakciju semena tikve čini skladišni protein 11S globulin, takozvani 

kukurbitin, koji je sličan 11/12S globulinima iz leguminoza (Rezig i sar., 2013). 

Kukurbitin je heksamer sačinjen od šest jednakih podjedinica molekulske mase 54 kDa, 

čijim sabiranjem se dobija ukupna molekulska masa kukurbitina od oko 325 kDa 
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(Blagrove i Lilley, 1980; Rezig i sar., 2013). Dvodimenzionalna SDS elektroforeza 

pokazala je da se svaka podjedinica kukurbitina sastoji od dva disulfidno vezana 

polipeptidna lanca, kiselog i baznog, molekulskih masa 33 kDa i 22 kDa, respektivno 

(Blagrove i Lilley, 1980; Rezig i sar., 2013; Rudakova i sar., 2014). Pored 12S 

globulinske frakcije, utvrĎeno je i prisustvo 18S globulina, u odnosu 12S:18S=9:1, koji 

su zapravo, dimer 12S komponenata (Blagrove i Lilley, 1980).  Rastvorljivost 

kukurbitina se kreće od 60% do 95% u zavisnosti od pH vrednosti sredine, osim u 

izoelektričnoj tački, na pH 4,5–7, gde je praktično nerastvorljiv (rastvorljivost manja od 

0,5%). Pored sposobnosti stabilizovanja pena, emulgovanjem ulja u rastvoru kukurbitina 

utvrĎeno je da kukurbitin ima i emulgujuće osobine (Popović i sar., 2013). Enzimskom 

hidrolizom kukurbitina dobijaju se proteinski hidrolizati sa poboljšanim funkcionalnim 

osobinama, pre svega sa smanjenom zavisnošću rastvorljivosti od pH vrednosti i 

povećanom antioksidativnom aktivnošću (Peričin i sar., 2008; Popović i sar., 2013).  

MeĎu proteinima semena tikve se, pored globulina, u znatno manjim količinama 

mogu naći i albumini, pri čemu ove dve frakcije zajedno čine 59% od ukupno prisutnih 

proteina (Fruhwirth i Hermetter, 2007; Marcone i sar., 1998).  2S albumin je heterodimer 

molekulske mase 12,5 kDa, koji se sastoji od dva disulfidno vezana polipeptidna lanca, 

manjeg, čija molekulska masa iznosi 4,8 kDa, i većeg, sa molekulskom masom od 7,9 

kDa (Fang i sar., 2010; Tomar i sar., 2014).  

Aminokiselinski sastav proteina semena tikve prikazan je u tabeli 1. U sastavu 

proteina semena tikve preovladavaju arginin, glutamat i glutaminska kiselina, dok su 

metionin, tirozin, histidin i treonin prisutne u niskim koncentracijama (Idouraine i sar., 

1996; Pichl, 1976; Rezig i sar., 2013). Uprkos tome, smatra se da proteini semena tikve 

imaju veoma visok sadrţaj esencijalnih aminokiselina koji zadovoljava kriterijume SZO i 

FAO preporučene za decu od 2–5 godina, sa izuzetkom treonina, lizina i leucina (El-

Adawy i Taha, 2001; Rezig i sar., 2013; Yadav i sar., 2010). Pored toga, zabeleţeno je i 

prisustvo retkih aminokiselina poput citrulina, m–karboksifenilalanina, b–pirazoalanina, 

g–aminobutirne kiseline i etilasparaginske kiseline (Fruhwirth i Hermetter, 2007).  
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Tabela 1. Aminokiselinski sastav proteina izolovanih iz semena tikve (Rezig i sar., 2013) 

 

Aminokiselina 

 

Sadrţaj 

(mg/100g) 
Aminokiselina 

Sadrţaj 

(mg/100g) 

Cys 3,4 – 6,4 Ile 1,9 – 4,9 

Met 0,2 – 2,1 Leu 6,7 – 12,2 

Thr 2,0 – 3,6 Phe 2,3 – 8,2 

Ser 3,1 – 7,4 Tyr 0,4 – 4,3 

Glx 18,5 – 27,8 Pro 4,0 – 5,0 

Asx 3,2 – 7,3 His 0,3 – 3,0 

Gly 4,9 – 6,8 Lys 2,6 – 4,0 

Ala 4,0 – 6,9 Arg 18,3 – 23,1 

Val 4,0 – 6,7   

  

 

Laka dostupnost aminokiselina i digestija proteina od 90%, koje mogu da pariraju 

proteinima soje, čine proteine semena tikve dobrim izborom za formulisanje 

funkcionalne i nutritivno bogate hrane (El-Adawy i Taha, 2001; Rezig i sar., 2013). U 

prilog tome ide i činjenica da proteini semena tikve poseduju biološku aktivnost od kojih 

se izdvaja antidiabetički, antifungalni, antibakterijski i protivupalni efekat, zatim 

antioksidativna aktivnost, antikancerogeni efekat i pozitivno deljstvo na koagulaciju krvi 

(Quanhong i Caili, 2005; Rezig i sar., 2013; Tomar i sar., 2014; Yadav i sar., 2010). 

Većina prehrambenih namirnica ima nisku pH vrednost, blisku izoelektričnoj tački 

mnogih proteina. U takvim uslovima, funkcionalne osobine proteina su daleko od 

optimalnih pa se proteini podvrgavaju fizičkim, hemijskim ili biološkim modifikacijama 

ne bi li se poboljšale njihove funcionalne karakteristike (Panyam i Kilara, 1996).  
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Enzimska hidroliza je bioproces u kome se modifikuju funkcionalne osobine 

proteina bez ugroţavanja njihove nutritivne vrednosti (Chabanon i sar., 2007; Jamdar i 

sar., 2010; Wu i sar., 2019). Prednosti enzimske hidrolize nad drugim procesima 

modifikacije proteina, fizičkim ili hemijskim, su blagi procesni uslovi, visoka 

specifičnost reakcije, izbegavanje hemijskih agenasa i minimalno formiranje sporednih 

proizvoda (Mokni Ghribi i sar., 2015; Sun, 2011; Tavano, 2013; Wu i sar., 2019; Yust i 

sar., 2010). Enzimska hidroliza spada u zelene tehnologije što je izdvaja u odnosu na 

druge tipove modifikacija proteina (Wu i sar., 2019).  

Enzimskom hidrolizom dolazi do hidrolitičkog raskidanja peptidnih veza izmeĎu 

dve amino kiseline u lancu proteina ili peptida u prisustvu enzima – proteaza / proteinaza, 

slika 12 (dos Santos Aguilar i Sato, 2018; Nnanna i Xia, 2001).  

Osobine hidrolizata zavise od njihove molekulske mase, strukture i sekvence 

amino kiselina. Jedan od osnovnih parametara kojim se opisuje proces i produkti 

hidrolize, kao i osobine dobijenog hidrolizata je stepen hidrolize (SH), koji predstavlja 

procenat raskinutih peptidnih veza (Chabanon i sar., 2007; Jamdar i sar., 2010).  

SH se odreĎuje indirektno, na osnovu količine baze koja je potrebna za odrţavanje 

konstantne pH vrednosti u toku hidrolize – „pH stat― metoda; na osnovu sniţavanja tačke 

zamrzavanja – osmometrijska metoda; na osnovu povećanja rastvorljivosti u 

trihlorsirćetnoj kiselini – TCA metoda; ili na osnovu reakcije sa trinitrobenzen–

sulfonskom kiselinom – TNBS metoda. Nedostatak korišćenja nabrojanih metoda je što 

SH odreĎeni različitim metodama često nisu uporedivi (Nnanna i Xia, 2001; Panyam i 

Kilara, 1996). 

 

 

 

Slika 12. Proteolitička reakcija katalizovana proteazom (P1 i P2 – polipeptidi; R1 i R2 –

aminokiselinske rezidue) (Nnanna i Xia, 2001) 
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Čak i hidrolizati sa istim SH, odreĎenim jednom metodom, koji potiču od istog supstrata, 

ali su dobijeni hidrolizom različitim enzimima, mogu imati različitu distribuciju 

molekulskih masa (Nnanna i Xia, 2001). Uopšteno vaţi pravilo da što je SH veći to su 

dimenzije peptida manje. MeĎutim, SH  zapravo ne daje informacije o odnosu hidrolizata 

i nehidrolizovanih proteina, niti o tipu peptida koji čine hidrolizat (Lacou i sar., 2016).  

Uprkos tome, SH se i dalje najčešće koristi za opisivanje hidrolizata, te se na 

osnovu SH proteinski hidrolizati kategorizuju u tri grupe koje bliţe odreĎuju njihovu 

upotrebu (Miñones Conde i Rodríguez Patino, 2007; Rodríguez Patino i sar., 2007; 

Popović i sar., 2013, Vaštag i sar., 2011):  

 

 hidrolizati sa niskim SH, kod kojih su poboljšane odreĎene funkcionalne 

osobine (uglavnom rastvorljivost, kapacitet stvaranja pene i emulzioni 

kapacitet);  

 hidrolizati sa variabilnim SH koji se koriste kao arome;  

 hidrolizati sa visokim SH – bioaktivni peptidi,  koji se upotrebljavaju kao 

nutritivni suplementi i sastojci specijalnih medicinskih dijeta.  

 

Pored odreĎivanja SH postoji još par metoda kojima se karakterišu hidrolizati. 

Elektroforeza se koristi za karakterisanje peptida na osnovu molekulske mase putem 

SDS–PAGE, ili za odreĎivanje naelektrisanja i molekulske mase peptida putem urea–

PAGE. Za razdvajanje peptida po veličinama ili na osnovu naelektrisanja koriste se 

ekskluziona ili jono–izmenjivačka hromatografija, respektivno, a masena spektrometrija 

sluţi za odreĎivanje masenog profila peptida u hidrolizatu i identifikaciju pojedinih 

peptida i odgovarajućeg proteina od kojeg su dati peptidi nastali. Da bi se dobile 

preciznije informacije o fizičkim karakteristikama enzimskih hidrolizata neophodno je 

primeniti kombinaciju spomenutih metoda (Lacou i sar., 2016).  
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2.3.3.1.     Emulziona i adsorpciona svojstva proteinskih hidrolizata  

Enzimsku hidrolizu proteina prate tri efekta: I) smanjenje molekulske mase; II) 

povećanje broja jonizujućih grupa; III) otkrivanje hidrofobnih grupa koje su prethodno 

bile sakrivene unutar proteinske strukture (Nnanna i Xia, 2001). Promene u 

funkcionalnim osobinama proteina su direktna posledica ovih efekata (Tamm i Drusch, 

2017; Van der Ven i sar., 2001; Wu i sar., 2019). 

Povećanjem broja jonizujućih grupa i smanjenjem molekulske mase dolazi do 

promene konformacije i strukture proteina čime je prvenstveno poboljšana rastvorljivost 

proteina pri različitoj pH vrednosti ili temperaturi sredine (Rodríguez Patino i sar., 2007; 

Tavano, 2013; Wu i sar., 2019; Zhao i sar., 2011). Rastvorljivost raste sa povećanjem SH, 

meĎutim, enzimska hidroliza sa SH hidrolize se moţe negativno odraziti na ostale 

funckonalne osobine proteina (Lacou i sar., 2016). Naime, otkrivanje nedostupnih 

hidrofobnih grupa i smanjenje molekulske mase pospešuju afinitet hidrolizata prema 

granici faza u sistemu ulja i vode do odreĎenog SH. Nakon toga, daljom enzimskom 

hidrolizom visoka koncentracija hidrolizovanih proteina se zadrţava u kontinualnoj fazi, 

usled smanjenog afiniteta prema granici faza (Lam i Nickerson, 2013).  

Teoretski, kontrolisanom enzimskom hidrolizom dobiju se hidrolizati sa 

poboljšanom emulzionim osobinama u odnosu na nativni protein. Poboljšanje emulzionih 

osobina je posledica tri efekta (Lacou i sar., 2016):  

 

I poboljšana adsorpcija na granicu faza;  

II otkrivanja hidrofobnih delova koji su prethodno bili sakriveni unutar 

strukure proteina, usled čega njihova adsorpcija u nepolarnu fazu ne 

zahteva denaturaciju proteina razmotavanjem strukture;  

III prisustva sulfhidrilnih, odnosno tiolnih, (–SH) grupa na pojedinim 

peptidima koje omogućavaju formiranje disulfidnih veza kojma se 

ostvaruju kovalentne veze izmeĎu različitih peptida i stvara viskoelastični 

adsorpcioni film.   
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Manja molekulska masa hidrolizata u odnosu na nativni protein omogućava 

hidrolizatima veću brzinu difuzije ka granici faza (Davis i sar., 2005; Martínez i sar., 

2009; Tamm i sar., 2016). Zatim, enzimski hidrolizati zbog fleksibilnije strukture i 

manjih dimenzija u odnosu na nativni protein, imaju više mogućnosti da zauzmu 

odgovarajući poloţaj na granici faza tako da se njihove hidrofobne grupe adsorbuju u 

nepolarnu fazu. Površina granice faza koju hidrolizati mogu da zauzmu je veća od 

površine koju zauzima nativni protein, slika 13, što obično za posledicu ima poboljšanje 

emulzionih svojstva (Adjonu i sar., 2014a; Nnanna i Xia, 2001; Wu i sar., 2019).  

Površinska aktivnost segmenata proteinskog landa dobijenih enzimskom 

hidrolizom se razlikuje od segmenta do segmenta u zavisnosti od njihove veličine i 

sekvence amino kiselina (Nnanna i Xia, 2001). Hidrolizati različitog SH se meĎusobno 

razlikuju, po ravnoteţnom meĎupovršinskom naponu kao i po brzini dostizanja 

odreĎenog meĎupovršinskog napona, što pored same duţine peptidnog lanca zavisi i od 

odnosa hidrofilnih i hidrofobnih grupa u peptidnim lancima hidrolizata (Rodríguez Patino 

i sar., 2007; Schröder i sar., 2017; Tamm i sar., 2016).  

 

 

 

Slika 13. Distribucija delimično razmotanog proteinskog molekula i njegovih hidrolizata 

na granici faza ulja i vode (Nnanna i Xia, 2001) 
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Smanjenje molekulske mase proteina/peptida usled enzimske hidrolize se moţe 

negativno odraziti na stabilnost koloida. Naime, peptidi male molekulske mase nisu u 

mogućnosti da se nakon adsorbovanja na granicu faza dovoljno „ispruţe― u kontinualnu 

fazu ne bi li obezbedili sterno odbijanje (Nnanna i Xia, 2001). Hidrolizati male 

molekulske mase imaju manju sposobnost interakcije na granici faza, te formiraju 

adsorpcione filmove smanjene viskoelastičnosti čime se narušava stabilnost emulzija 

(Martínez i sar., 2007). Peptidni lanci molekulske mase veće od 5 kDa su neophodni da bi 

se sprečila koalescencija emulzija (Schröder i sar., 2017).   

Najbolje funkcionalne osobine hidrolizata se dobijaju kontrolisanom i limitiranom 

enzimskom hidrolizom proteina u kojoj se dobijaju hidrolizati sa relativno malim SH (dos 

Santos Aguilar i Sato, 2018; Rodriguez Patino i Pilosof, 2011). MeĎu biljne proteine čije 

su emulzione i adsorpcione osobine korigovane primenom enzimske hidrolize ubrajaju se 

proteini kikirikija (Jamdar i sar., 2010; Radha i sar., 2008; Zhao i sar., 2011), leblebije 

(Mokni Ghribi i sar., 2015; Yust i sar., 2010), sočiva (Avramenko i sar., 2013), krompira 

(Cheng i sar., 2010), repice (Chabanon i sar., 2007), soje (Radha i sar., 2008; Tsumura i 

sar., 2005; Yuan i sar., 2012), susama (Chatterjee i sar., 2015; Radha i sar., 2008), 

suncokreta (Miñones Conde i Rodríguez Patino, 2007; Rodríguez Patino i sar., 2007), 

amaranta (engl. amaranth) (Ventureira i sar., 2010, 2012), crnog mungo pasulja (eng. 

Indian black gram) (Wani i sar., 2015), graška (Tamm i sar., 2016), pšenice (Joye i 

McClements, 2014), kokosa (Thaiphanit i sar., 2016) i mnogih drugih biljaka.  

 

2.3.3.2.     Enzimski hidrolizati proteina semena tikve (Cucurbita pepo)  

Enzimska hidroliza proeina semena tikve je ispitivana upotrebom nekoliko 

enzima: pepsina, flavourzima, alkalaze, protameksa i neutraze. Tok enzimske hidrolize 

proteina semena tikve pepsinom u zavisnosti od jonske jačine i koncentracije enzima je 

optimizovan računarskom modelovanjem (Peričin i sar., 2009; Ţivanović i sar., 2011).  

Enzimska hidroliza globulina semena tikve, kukurbitina, alkalazom, flavourzimom i 

pepsinom pokazala je da alkalaza hidrolizuje najviše peptidnih veza na molekulu 
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kukurbitina dok se upotrebom flavorzima moţe dobiti hidrolizat kukurbitina sa stepenom 

hidrolize ne većim od 9%. U sva tri slučaja, enzimska hidroliza je poboljšala 

rastvorljivost kukurbitina, u zavisnosti od stepena hidrolize, ali je daleko najveće 

povećanje rastvorljivosti kukurbitina u izoelektričnoj tački ostvareno hidrolizom 

pepsinom. Upotrebom bilo kojeg od tri ispitivana enzima emulziona svojstva enzimskih 

hidrolizata kukurbitina su poboljšana u odnosu na enzimska svojstva nehidrolizovanog 

kukurbitina pri stepenu hidrolize niţem od 15% (Popović i sar., 2013).  

Pored ispitivanja funkcionalnih osobina hidrolizata kukurbitina, zabeleţen je i 

porast antioksidativne aktivnosti njegovih hidrolizata, kao i antioksidativne aktivnosti 

hidrolizata proteinskog izolata semena tikve (Vaštag i sar., 2010).  

Enzimska hidroliza alkalazom, flavorzimom, protameksom i neutrazom 

primenjiva je i na uljanoj pogači semena tikve, pri čemu se povećava prinos proteinskog 

izolata (Venuste i sar., 2013). Aminokiselinski sastav hidrolizata je u skladu sa zahtevima 

WHO i FAO po pitanju esencijalnih aminokiselina. Pored toga, enzimskom hidrolizom se 

povećava digestija proteina semena tikve sa 71,32% na 77,96%. Alkalaza se pokazala 

kao najpovoljnija za proizvodnju hidrolizata proteina semena tikve sa poboljšanim 

nutritivnim kvalitetom, dok flavorzim najpovoljniji za proizvodnju hidrolizata proteina 

semena tikve sa poboljšanom antioksidativnom aktivnošću.  
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3.1.    MATERIJAL 

U eksperimentalnom radu u okviru ove disertacije korišćeni su sledeći materijali: 

 

 Uljana pogača semena tikve (Cucurbita pepo). Uljana pogača tikve je 

sekundarni proizvod koji zaostaje nakon izdvajanja ulja iz semena tikve 

postupkom hladnog ceĎenja – „Agrojapra―, Bosna i Hercegovina; 

 Jestivo rafinisano ulje suncokreta –  „Vital―,  Srbija;  

 Trigliceridi srednje duţine lanca, kaprilni/kaprinski trigliceridi – 

„Centrohem―, Srbija;  

 Alkalaza – proteaze iz Bacillus lichenioformis,  tečna, deklarisana aktivnost 

2,4 AU/g (Anson Unit/g) – „Sigma–Aldrich―, SAD;  

 Pepsin, liofilizirani prah, deklarisana aktivnost 0,7 FIP–U/mg (Federation 

Internationale Pharmaceutique units/mg) – „Sigma–Aldrich―, SAD;  

 Di–natrijum hidrogenfosfat anhidrovani (Na2HPO4 2H2O), čistoća >98 % – 

„Centrohem―, Srbija; 

 Limunska kiselina (C6H8O7), čistoća ≥99,5 % – „Centrohem―, Srbija; 

 Natrijum hidroksid (NaOH), čistoća ≥98 % – „Centrohem―, Srbija; 

 Hlorovodonična kiselina (HCl) 36 %, – „Centrohem―, Srbija; 

 Natrijum hlorid (NaCl), čistoća >99,5 %– „Centrohem―, Srbija; 

 n–Heksan (C6H14), čistoća >96 % – „Centrohem―, Srbija; 

 Glicin (NH2CH2COOH), čistoća >99 % – „Centrohem―, Srbija; 
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 Trihlorsirćetna kiselina (Cl3CCOOH), čistoća >99 % – „Centrohem―, 

Srbija; 

 Albumin iz kravljeg mleka, čistoća ≥98% – „Merck―, Nemačka; 

 Akrilamid/bisakrilamid, 30% rastvor, maseni odnos 

akrilamid:bisakrilamid=37,5:1 – „Sigma Aldrich―, SAD; 

 Tris baza (Tris(hidroksimetil)amino metan, (CH2OH)3CNH2), čistoće ≥99,8 

% – „Thermo Fisher Scientific―, SAD; 

 Natrijum dodecil–sulfat (SDS), čistoća >99 % – „Merck―, Nemačka; 

 β–merkaptoetanol, čistoća ≥99 % – „Sigma Aldrich―, SAD; 

 Coomassie brilliant blue R–250  – „Thermo Fisher Scientific―, SAD; 

 Sirćetna kiselina glacijalna (CH3COOH) čistoća ≥99,8 % – „Centrohem―, 

Srbija; 

 Metanol (CH3OH), čistoća 99,8 %, – „Centrohem―, Srbija; 

 Demineralizovana voda  

 Ultrapure MilliQ voda  

 

Puferi odreĎene pH vrednosti su pripremljeni mešanjem potrebnih zapremina 0,2 

mol/dm
3
 rastvora di–natrijum hidrogenfosfata i 0,1 mol/dm

3
 rastvora limunske kiseline.  
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3.2.    METODE  

Pre upotrebe uljana pogača je čuvana na temperaturi od 4 °C a zatim usitnjena 

mlinom za kafu.  

Izolat proteina semena tikve (IPST) se izdvaja iz uljane pogače tikve u postupku 

alkalne ekstrakcije sa precipitacijom u izoelektričnoj tački. Naime, 300 g usitnjene uljane 

pogače je najpre dva puta obezmašćeno sa po 1,5 l heksana. Obezmašćena uljana pogača 

je osušena na sobnoj temperaturi, a zatim je 200g osušene obezmašćene uljane pogače 

dispergovano u 500 ml demineralizovane vode. Zatim, pH vodene disperzije uljane 

pogače je podešen dodatkom 1 mol/dm
3
 osnovnog rasvora NaOH do postizanja pH=10. 

Dispergovana uljana pogača je blago mešana u toku 30 minuta da bi došlo do rastvaranja 

proteina, nakon čega je suspenzija filtrirana pomoću kvalitativnog filter papira. 

Rastvoreni proteini u filtratu su istaloţeni dodatkom 1 mol/dm
3
 HCl do postizanja pH=5. 

Precipitat je izdvojen iz tečne faze centrifugiranjem (Sorvall
TM

 RC 5B centrifuga, 

Thermo Fisher Scientific, SAD) na 4 °C i 10 000 o/min u trajanju od 20 minuta, zatim 

sušen na sobnoj temperaturi 48 sati i na kraju, usitnjen mlinom za kafu da bi se dobio 

IPST u prahu.  

IPST je enzimski hidrolizovan pomoću alkalaze i pepsina, pri čemu su dobijena 

dva hidrolizata, H1 i H2, respektivno.  
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Priprema hidrolizata H1: IPST suspenzija koncentracije 8 g/dm
3
 je dobijena 

suspendovanjem potrebne mase IPST u 0,2 mol/dm
3
 glicin–HCl puferu na pH 8. Tako 

dobijen supstrat je zagrejan do 50 °C nakon čega mu je dodata alkalaza u odnosu enzima 

i substrata 0,5 cm
3
 tečne alkalaze po 1g supstrata. Enzimska reakcija je zaustavljena 

nakon 30 min zagrevanjem suspenzije na 80 °C u toku 10 min.  

Priprema hidrolizata H2: IPST suspenzija koncentracije 10 g/dm
3
 je dobijena 

suspendovanjem potrebne mase IPST u vodenom rastvoru HCl na pH=3, pri čemu je pH 

rastvora podešavan i odrţavan dodavanjem 1 mol/dm
3
 osnovnog rastvora HCl u vodu. 

Tako dobijen supstrat je zagrejan na 37 °C nakon čega mu je dodat pepsin u odnosu 

enzima i substrata od 0,02 g praha pepsina po 1g supstrata. Reakcioni uslovi enzimske 

hidrolize pepsinom postavljeni su tako da je enzimska hidroliza završena 

autoinaktivacijom pepsina nakon 90 min. 

Stepen hidrolize, SH, oba hidrolizata, H1 i H2, iznosio je 19 ± 1 %.  

Po završetku enzimske hidrolize hidrolizovane suspenzije su ohlaĎene na sobnu 

temperaturu u vodenom kupatilu (≈25 °C), filtrirane uz pomoć vakuuma, a filtrati osušeni 

raspršivanjem u struji vrelog vazduha, „Büchi 190―, (BÜCHI Labortechnik AG, 

Švajcarska) pri ulaznoj i izlaznoj temperaturi od 120 °C i 70 °C, respektivno, prilikom 

čega su dobijeni hidrolizati H1 i H2 u praškastom obliku.  

U cilju odreĎivanja SH hidrolizovana suspenzija IPST je dodata trihlorsirćetnoj 

kiselini (0,44 mol/dm
3
) u zapreminskom odnosu 1:1. Smeša hidrolizovane suspenzije i 

trihlorsirćetne kiseline je inkubirana na 4 °C u toku 30 min, a zatim centrifugirana 10 min 

na 14500 o/min (Eppendorf mini Spin Plus, Eppendorf, Nemačka) da bi se uklonili 

istaloţeni proteini. Supernatant je dekantovanjem odvajen od taloga istaloţenih proteina, 

pri čemu je dobijen rastvor proteina u 0,22 mol/dm
3
 trihlorsirćetnoj kiselini koji se dalje 

koristi za odreĎivanje sadrţaja proteina metodom po Lowry–ju (Lowry, Rosebrough, 
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Fair, Randall, 1951) koristeći albimin iz kravljeg mleka kao standardni protein. Uporedo 

se, primenom iste metode, odreĎuje i sadrţaj ukupnih proteina u hidrolizovanoj 

suspenziji IPST. SH se računa iz odnosa proteina rastvorenih u 0,22 mol/dm
3
 

trihlorsirćetnoj kiselini i ukupnih proteina u hidrolizatu i izraţava se u procentima.  

Sadrţaj vlage, pepela i proteina u IPST, H1 i H2 je odreĎen standardnim 

metodama AOAC (Association of Official Analytical Chemists, 2000). Prikazane 

vrednosti predstavljaju srednju vrednost od najmanje tri rezultata odreĎivanja.  

Prinos proteina, P, u uzorcima IPST, H1 i H2 predstavlja masu izolovanih proteina 

u odnosu na masu proteina u početnom materijalu, uljanoj pogači semena tikve, i računa 

prema jednačini (11):  

 

UP

p

c

cm
P

*
(%)    (11) 

 

gde m predstavlja masu IPST, H1 ili H2 dobijenu iz 100 g uljane pogače, cp predstavlja 

procentni udeo proteina u IPST, H1 ili H2, a cUP predstavlja procentni udeo proteina u 

uljanoj pogači semena tikve (cUP = 63,5%).   
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Natrijum–dodecilsulfat poliakrilamid gel elektroforeza je izvedena po metodi 

Laemmli (1970). Korišćen je 4% (w/v) akrilamidni gel za uzorke i 12% akrilamidni 

separacioni gel. Gelovi su pripremljeni korišćenjem 30% rastvora akrilamid/bisakrilamid 

(maseni odnos 37,5/1). Analizirani su rastvori koncentracije 0,1 g/100 cm
3
 IPST, H1 i H2 

u vodenom rastvoru koji sadrţi 0,063 mol tris/glicin pufera (pH=6,8), 20 g natrijum 

dodecil–sulfata i 50 g β–merkaptoetanola u 100 cm
3
 rastvora. Elektroforeza je izvedena 

na aparaturi Pharmacia LKB – Multi Drive XL (Pharmacia, Švedska), na 60 mA, u 

vremenu potrebnom da uzorci stignu do gornje ivice gela. Gelovi su nakon elektroforeze 

obojeni vodenim rastvorom koji sadrţi 0,2 g Coomassie brilliant blue R–250, 10 cm
3
 

sirćetne kiseline i 50 cm
3
 metanola u 100 cm

3
 rastvora u toku 1 sata i potom potopljeni u 

vodeni rastvor koji sadrţi 10 cm
3
 sirćetne kiseline i 40 cm

3
 metanola u 100 cm

3
 rastvora u 

trajanju od 16 sati radi obezbojavanja gela i jasnog oslikavanja proteina pri odreĎenoj 

molekulskoj masi.  

Suspenzije IPST, H1 i H2 različitih koncentracija (csusp=1–10 g/100 cm
3
) su 

pripremljene dispergovanjem potrebne mase proteinskog praha u puferu odreĎene pH 

vrednosti (3–8) i jonske jačine (0–1 mol/dm
3
 NaCl). Suspenzije su zatim postavljene u 

vodeno kupatilo na 50 °C uz blago mešanje propelerskom mešalicom u trajanju od 

jednog sata radi pospešivanja rastvaranja proteina. Rastvori IPST, H1 ili H2 su dobijeni 

nakon izdvajanja nerastvorenih čestica membranskom filtracijom, korićenjem acetat-

celulozne membrane sa nominalnim prečnikom pora 0,45 µm (Sartorius, Nemačka). 

Koncentracija rastvora proteina je podešavana razblaţivanjem dobijenih rastvora 

odgovarajućim puferima.   
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Koncentracija proteina u rastvorima IPST, H1 i H2, c, je odreĎena metodom po 

Lowry–ju (Lowry, A.H., Rosebrough, N.J., Fair, A.L., Randall, 1951) pomoću UV–VIS 

double beam HALO DB–20S spektrofotometra (Dynamica Scientific Ltd., Velika 

Britanija) i izraţena u g/100 cm
3
. Rastvorljivost, s, IPST, H1 i H2 je računata po formuli 

(12):  

 

suspc

c
s

100*
   (12) 

 

Ukupan doprinos rastvorljivosti, Δs, predstavlja povećanje odnosno smanjenje 

rastvorljivosti proteina prilikom povećanja jonske jačine sa 0 mol/dm
3
 NaCl na 1 

mol/dm
3
 NaCl i odreĎen je korišćenjem jednačine:  

 

Δs = (s0 – s1)*100/s0  (13) 

 

gde s0 (g/100 cm
3
) predstavlja rastvorljivost proteina kada je Ic = 0 mol/dm

3
NaCl, 

dok s1 (g/100 cm
3
) označava rastvorljivost proteina kada je Ic = 1 mol/dm

3
 NaCl. 

Rastvori proteina za merenje zeta potencija su pripremljeni suspendovanjem 

potrebne mase IPST, H1 ili H2 u demineralizovanoj vodi tako da se rastvaranjem dobije 

rastvor proteina u koncentraciji od ≈1 g/100 cm
3
. pH suspenzije (3 do 8) je podešen 

dodatkom 0,1 mol/dm
3
 NaOH ili 0,1 mol/dm

3 
HCl, nakon čega je suspenzija zagrejana 

pomoću vodenog kupatila na 50 °C uz blago mešanje u toku jednog sata u cilju 

pospešivanja rastvaranja proteina. Nakon isteka jednog sata, pH suspenzije je ponovo 
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izmeren i, po potrebi, naknadno podešavan do ţeljene pH. Nerastvorene čestice 

suspenzije su odvojene od proteinskog rastvora, tj. rastvora IPST, H1 ili H2, filtriranjem 

na Sartorius membranskom filtru (prečnik pora 0,45 μm) (Sartorius, Nemačka). Zeta 

potencijal rastvorenih proteina IPST, H1 i H2, koncentracije 1 g/100 cm
3
, je odreĎen na 

Zetasizer Nano ZS (Malvern Instruments, Velika Britanija), tako što je najpre izmerena 

elektroforetska pokretljivost rastvorenih proteina, preko koje je izračunat zeta potencijal. 

Prikazani rezultati predstavljaju srednju vrednost bar tri merenja.  

 

Površinski napon vazduh/rastvor proteina i meĎupovršinski napon ulje/rastvor 

proteina izmereni su metodom Du Noüy–jevog prstena pomoću tenziometra Sigma 703D 

(KSV Instruments LTD, Finska) na temperaturi od 25 °C. Prsten je najpre uronjen u 20 

ml rastvora IPST, H1 ili H2 koncentracije 0,1 g/100 cm
3
. U slučaju merenja 

meĎupovršinskog napona, na površinu rastvora proteina paţljivo se dodaje 20 ml 

suncokretovog ulja. Formirane granice faza vazduh/rastvor proteina ili ulje/rastvor 

proteina se ostavljaju u mirovanju sledećih 10 min radi uravnoteţavanja granične 

površine nakon čega sledi merenje površinskog ili meĎupovršinskog napona. Površinski 

napon pufera iznosio je 71,7 ± 0,4 mN/m bez obzira na pH vrednost. MeĎupovršinski 

napon pufera na pH 3–7 iznosio je 28,4 ± 0,9 mN/m, dok je na pH 8 izmerena vrednost 

meĎupovršinskog napona iznosila 25,7 ± 1 mN/m. Izmerene vrednosti površinskog i 

meĎupovršinskog napona proteinskih rastovora su upotrebljene za izračunavanje 

površinskog, πvazduh/rastvor, i meĎupovršinkog pritiska, πulje/rastvor, po sledećoj formuli (14):  

 

  0   (14) 
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gde je σ0 površinski/meĎupovršinski napon pufera a σ površinski/meĎupovršinski napon 

rastvora IPST, H1 i H2.  

Dinamički meĎupovršinski napon ulje/rastvor proteina je odreĎen metodom 

analize profila viseće kapi na tenziometru PAT1 (Sinterface Technologies, Nemačka). 

MeĎupovršinski napon sveţe formirane kapi ulja u rastvoru poteina praćen je u funkciji 

vremena, u toku narednih 60 min na sobnoj temperaturi (24 ± 1 °C). Izmerene vrednosti 

dinamičkog meĎupovršinskog napona rastvora proteina su upotrebljene za izračunavanje 

dinamičkog meĎupovršinkog pritiska, πulje/rastvor, korišćenjem jednačine (14) za svaki 

vremenski interval posebno.  

Nakon 60 min od formiranja kapi površina kapi je sinusoidalno narušavana putem 

naizmeničnog dovoĎenja i odvoĎenja definisane zapremine ulja u kap i iz kapi, čime su 

izazvane dilatacione oscilacije slobodne površine kapi. Adsorbovani proteinski filmovi 

reološki su karakterisani primenom oscilacije kapi na pet različitih frekvencija, 0,01, 

0,02, 0,04, 0,1 i 0,2 Hz pri konstantnoj amplitudi od 10 % u odnosu na zapreminu viseće 

kapi, uz periode mirovanja u trajanju od 100 s izmeĎu različitih frekvencija.  

Kinetika adsorpcije proteina na granicu faza je analizarana primenom 

pojednostavljene forme Ward i Tordai jedančine (15) (Ward i Tordai, 1946): 

 

2/1)14,3/(2 DtTckb  (15) 
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čiji nagib linearne oblasti na grafičkom prikazu predstavlja konstantu brzine difuzije, kdif 

(Jarpa-Parra i sar., 2015; Rodríguez Niño i sar., 2005; Ruíz-Henestrosa i sar., 2009; Tang 

i Shen, 2015). Sledeća faze adsorpcije je kvantifikovati primenom jednačine prvog reda: 

 

tkit  ))/()ln(( 40036003600    (16) 

 

gde su π3600, πt i π400 meĎupovršinski pritisci nakon 3600 s, nakon vremena t, i u 

inicijalnom vremenu, respektivno, a ki predstavlja konstantu brzine prvog reda. Grafički 

prikaz ove jednačine obično ima dva ili više linearnih regiona (Jarpa-Parra i sar., 2015; 

Rodríguez Niño i sar., 2005; Ruíz-Henestrosa i sar., 2009; Tang i Shen, 2015). U okviru 

ove disertacije analiziran je prvi linearan region radi dobijanja konstante brzine 

adsorpcije, kads, koja odgovara brzini prodiranja proteinskih molekula na granicu faza i 

otvaranju njihove struktrure. Drugi linearni region koji predstavlja naknadno 

prilagoĎavanje proteinske strukture granici faza nije obuhvaćen analizom zbog činjenice 

da je adsorpcija proteina na granicu faza tečno–tečno dugotrajan i vremenski zahtevan 

proces.  

20% (w/w) emulzije ulja u vodi su pripremljene dispergovanjem 6 g 

suncokretovog ulja u 24 g kontinualne faze na homogenizeru Ultraturrax T–25 

(Janke&Kunkel, Nemačka) na 25 °C, pri 10000 o/min u toku 10 min. Kao kontinualna 

faza korišćeni su rastvori IPST, H1 ili H2 u koncentraciji od 0,1 g/100 cm
3
 ili 1 g/100 

cm
3
, odreĎene vrednosti pH (3, 5 ili 8) i jonske jačine (0 ili 0,5 mol/dm

3
 NaCl).  

Ispitivanje uticaja broja obrtaja turbine homogenizera prilikom pripreme emulzije 

i uticaja sastava kontinualne faze na prosečan prečnik kapljica emulzije korišćene su 

sledeće kontinualne faze: I) IPST na pH 8, II) H1 na pH 5, III) H1 na pH 8 i IV) H2 na 



Adsorpciona i emulgujuća svojstva proteinskog izolata i hidrolizata semena tikve (Cucurbita pepo)  
   

53 

 

pH 3. Jonska jačina kontinualnih faza iznosila je 0,5 mol/dm
3
 NaCl. Pripremljene su 20 

U/V emulzije dispergovanjem 6 g suncokretovog ulja u 24 g kontinualne faze na 25 °C u 

toku 10 min prema sledećim procedurama:  

 

 E10 – homogenizacija na 10000 o/min, koncentracija proteina u kontinualnoj fazi 

c= 1 g/100 cm
3
; 

 E24 – homogenizacija na 24000 o/min, koncentracija proteina u kontinualnoj fazi 

c= 1 g/100 cm
3
; 

 E1,5 – homogenizacija na 24000 o/min, koncentracija proteina u kontinualnoj fazi 

c= 1,5 g/100 cm
3
; 

 SUSP – homogenizacija na 24000 o/min, koncentracija proteina u kontinualnoj 

fazi koju čini suspenzija proteina csusp= 1 g/100 cm
3
; 

 

 

Zapreminski prosečan prečnik kapljica emulzije odreĎen je metodom difrakcije 

laserskog zraka upotrebom Mastersizer Micro Particle Analyzer (Malvern Instruments 

Ltd., Velika Britanija). Puferi odgovarajućeg pH i jonske jačine korišćeni su za snimanje 

baznog spektra. Parametri koji su korišćeni tokom odreĎivanja su: refraktivni indeks 

pufera, kao kontinualne faze, 1,33; refraktivni indeks suncokretovog ulja – disperzne faze 

1,469; absorbanca uzoraka 0,1. Emulzije su ukapavane u kivetu do postizanja obskuracije 

izmeĎu 10 i 20%. Prikazane vrednosti zapreminskog prosečnog prečnika, d3,0 

predstavljaju srednju vrednost najmanje tri merenja.  

Prosečan prečnik kapljica emulzija pripremljenih po procedurama E10, E24, E1,5 

i SUSP je odreĎen mikrofotografskom analizom, s obzirom da s emulzije pripremljene po 

SUSP proceduri sadrţavale nerastvorene čestice proteina koje smetaju odreĎivanju 

prosečnog prečnika na Mastersizer Micro Particle Analyzer–u. Mikrofotografije emulzija 

su fotografisane pomoću optičkog mikroskopa – Bel 3000 (Bioptica, Italija) sa kamerom 
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BEL® photonics i softverom BelView7. Veličina i raspodela veličina kapljica na 

mikrofotografijama odreĎena je pomoću Leica Qwin softvera. Brojčani prosečan prečnik, 

d10, i standardna devijacija, σx su izračunati po sledećim formulama:  

 

n

D

d

n

i

i
 1

10

  
(17) 

n

dD
n

i

i

x

2

10

1














  (18) 

 

gde je Di prečnik svake kapi a n predstavlja ukupan broj izmerenih kapi (n > 1000).  

Stabilnost emulzija je praćena putem kriming testa. Naime, emulzije su odmah 

nakon pripreme sipane u staklene graduisane cilindre od 10 ml gde je njihova stabilnost 

praćena tokom 14 dana. Tokom tog perioda, u gornjem delu emulzija se izdvaja sloj 

krema bogat emulgovanim kapljicama, a u donjem delu sloj seruma bogat kontinualnom 

fazom. Promene u stabilnosti emulzija su praćene vizualno i karakterisane su putem 

kriming indeksa, KI, koji se računa po formuli (19):  

 

E

S

V

V
KI

100*
(%)   (19) 

 

gde je VS zapremina seruma a VE predstavlja ukupnu zapreminu emulzije.   
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4.1. SADRŢAJ PROTEINA, PEPELA I VLAGE 

Sadrţaj proteina, pepela i vlage u proteinskom izolatu i hidrolizatima semena tikve 

su analizirani u cilju dobijanja detaljnijeg uvida u njihov sastav. Rezultati odreĎivanja 

sadrţaja proteina, pepela i vlage u IPST, H1 i H2 prikazani su u Tabeli 2.  

 

Tabela 2. Sadrţaj proteina, pepela i vlage u IPST, H1 i H2. 

 

Uzorak 

 

Proteini (%) Pepeo (%) Vlaga (%) 

IPST 84,87 ± 2,00 2,48 ± 0,01 8,59 ± 0,02 

H1 89,39 ± 2,10 5,38 ± 0,03 5,21 ± 0,01 

H2 92,13 ± 1,70 2,13 ± 0,04 5,78 ± 0,00 

 

 

IPST, H1 i H2 imaju visok sadrţaj proteina od 84,87%, 89,39% i 92,13%, 

respektivno, karakterističan za proteinske izolate i hidrolizate. Sličan sadrţaj proteina 

zabeleţen je u proteinskim izolatima suncokreta (Pérez i sar., 2005), susama (Achouri i 

sar., 2012), indijskog oraha (Yuliana i sar., 2014), sočiva (Avramenko i sar., 2013), 

indijskog crnog pasulja (Phaseolus mungo L.) (Wani i sar., 2015), leblebije, boba, 

ovsenih mekinja, lana, soje i graška (Pojić i sar., 2018) i proteinskim izolatima i 

hidrolizatima kikirikija (Jamdar i sar., 2010).   

Sadrţaj pepela u IPST i H2 je pribliţnih vrednosti, 2,48% i 2,13%, respektivno. 

Pepeo u ova dva uzorka najvećim delom potiče od soli nastalih neutralizacijom kiselina i 
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baza korišćenih u procesu dobijanja uzoraka (Wani i sar., 2015). Za razliku od procesa 

pripreme IPST i H2, prilikom pripreme hidrolizata H1 korišćen je 0,2 mol/dm
3
 glicin–

HCl pufer od kojeg potiče viši sadrţaj pepela (5,38%), u odnosu na sadrţaj pepela u IPST 

i H2.   

Najviši sadrţaj vlage od 8,59% je izmeren u IPST, dok je sadrţaj vlage hidrolizata 

H1 i H2 iznosio 5,21% i 5,78%, respektivno. Niţi sadrţaj vlage u oba hidrolizata, H1 i 

H2, u poreĎenju sa IPST se pripisuje različitom načinu pripreme uzoraka, odnosno 

različitom načinu sušenja uzoraka. Naime, IPST je osušen na sobnoj temperaturi od oko 

25 °C, dok su oba hidrolizata osušena u struji vrelog vazduha, na temperaturi od 120 °C.  

4.2. PRINOS PROTEINA 

Prinos proteina u izolatu i hidrolizatima, odnosno maseni udeo izolovanih proteina 

u odnosu na početni materijal, je vaţan parametar prilikom evaluacije procesa pripreme 

proteinskih proizvoda jer ima veliki uticaj na isplativost čitavog postupka. Prinos proteina 

u IPST, H1 i H2 iznosi: PIPST=36,5 ± 0,2%, PH1=19,3 ± 0,6% i PH2=15,9 ± 1,0%. Oba 

hidrolizata, H1 i H2, imaju manji prinos u odnosu na IPST budući da je početni materijal 

za njihovo dobijanje upravo IPST. Prema tome,  rastvorljivost IPST, koja zavisi od 

uslova pri kojima se odvija hidroliza, je jedan od ograničavajućih faktora prinosa 

hidrolizata. Šta više, viši prionos H1, koji se hidrolizuje na pH 8, u odnosu na prinos H2, 

koji se hidrolizuje na pH 3, je rezultat veće rastvorljivosti IPST na pH 8 (detaljnije u 

poglavlju 4.5.) pri čemu je više proteina dostupno za delovanje enzima na pH 8 u odnosu 

na pH 3, te se kao krajnji ishod dobija viši prinos hidrolizata H1. Dobijeni rezultati su u 

skladu sa ranije sprovedenim istraţivanjima (Rezig i sar., 2013) koja su ustanovila da 

prinos proteina u proteinskom izolatu, a samim tim i prinos proteina u hidrolizatima, 

moţe biti povećan podešavanjem uslova sredine, pre svega pH i jonske jačine, prilikom 

ekstrakcije proteina tako da se obezbedi maksimalna rastvorljivost proteina.  
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4.3. MOLEKULSKA MASA PROTEINA 

Molekulska masa IPST i H1 i H2 je odreĎena pomoću SDS-PAGE elektroforeze. 

Elektroforetogram molekulskih masa IPST, H1 i H2 prikazan je na slici 14. 

Elektroforetogram IPST pokazuje tri karakteristične grupe peptida, prvu pri molekulskoj 

masi od 36 kDa, drugu oko 24 kDa i treću izmeĎu 14 kDa i 20 kDa. Prve dve grupe 

peptida, od 36 i 24 kDa potiču od dva polipeptidna lanca iz glavne proteinske frakcije 

proteina semena tikve, 12S globulina – kukurbitina. Zajedno ova dva polipeptidna lanca 

čine jednu podjedinicu, a šest takvih podjedinica čine heksamer, kukurbitin, ukupne 

molekulske mase od oko 352 kDa (Blagrove i Lilley, 1980; Colman i sar., 1980; 

Marcone, 1999; Rezig i sar., 2013). Treća grupa peptida sa IPST elektroforetograma, 

molekulske mase 14–20 kDa, pripada 2S albuminskoj frakciji (Rezig i sar., 2013). 

Enzimskom hidrolizom IPST dobijeni su hidrolizati H1 i H2, oba sa istim 

stepenom hidrolize SH=19%, ali sa izrazito različitim profilom molekulsih masa (slika 

14)  

 

Slika 14. Elektroforetski profili IPST, H1 i H2. 
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Enzimska hidroliza alkalazom, gde se kao proizvod dobija hidrolizat H1, je samo 

blago izmenila elektroforetski profil IPST: sve tri grupe peptida iz IPST su i dalje 

prisutne ali je intenzitet peptidne grupe oko molekulske mase od 24 kDa pojačan, kao i 

intenzitet peptidne grupe sa niskim molekulskim masama (14-20 kDa). Sa druge strane, u 

toku hidrolize IPST pepsinom (H2) svi polipeptidni lanci molekulske mase veće od 20 

kDa su hidrolizovani, pa se kao rezultat toga na elektroforetogramu H2 izdvaja samo 

jedna grupa peptida, sa molekulskom masom manjom od 20 kDa. Razlika u profilima 

molekulskih masa peptida dobijenih nakon hidrolize istog proteina različitim enzimima 

se pripisuje specifičnosti mesta katalitičke reakcije za svaki enzim, kao i različitosti 

uslova pri kojima enzimi deluju (Adjonu i sar., 2014a; Lacou i sar., 2016; Nnanna i Xia, 

2001). Naime, alkalaza pripada grupi serinskih endoproteaza, odnosno enzima koji 

najefikasnije deluju u alkalnoj sredini, a koji imaju široku specifičnost delovanja, sa 

naglaskom na velike nenaelektrisane aminokiselinske rezidue. Suprotno tome, pepsin, 

koji spada u kisele endoproteaze, katalizuje raskidanje peptidnih veza kod hidrofobnih, 

naročito aromatičnih rezidua kao što su fenil–alanin ili leucin (Chatterjee i sar., 2015).  

4.4.  ZETA POTENCIJAL PROTEINA 

Proteini su polimeri dobijeni povezivanjem aminokiselina peptidnom vezom. 

Peptidna veza, kao i različiti aminokiselinski ostaci, omogućavaju proteinima da nose 

pozitivno ili negativno naelektrisanje u zavisnosti od pH vrednosti sredine u kojoj se 

nalaze. Pri pH vrednosti koja je jednaka izoelektričnoj tački proteina, njihovo ukupno 

naelektrisanje je jednako nuli (Đaković, 2006; Hoffmann i Reger, 2014; Lam i 

Nickerson, 2013). Pomeranjem pH vrednosti iznad ili ispod izoelektrične tačke dolazi do 

preovladavanja negativnog, odnosno pozitivnog naelektrisanja, respektivno. Uticaj pH 

vrednosti na zeta potencijal IPST, H1 i H2 je ilustrovan na slici 15.  
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Slika 15. Uticaj pH na zeta potencijal IPST, H1 i H2. c= 1 g/100 cm
3
,  Ic = 0 mol/dm

3
.  

 

IPST i H1 imaju sličnu zavisnost zeta potencijala od pH vrednosti sredine: kada je 

pH≤4, IPST i H1 su pozitivno naelektrisani, dok pri pH≥5 preovladava negativno 

naelektrisanje. Dakle, njihova izoelektrična tačka se nalazi izmeĎu pH 4 i pH 5, gde je 

zeta potencijal ova dva proteina praktično nula. Uticaj pH na zeta potencijal hidrolizata 

H2 pokazuje drugačiju zavisnost u poreĎenju sa zavisnošću koju pokazuju IPST i H1. 

Zeta potencijal H2 je čak i na pH = 5 pozitivan, dok pri daljem povećavanju pH zeta 

potencijal H2 postaje blago negativan, a izoelektrična tačka se moţe zapaziti na pH≈6,5. 

Slične rezultate objavili su (Adjonu i sar., 2014a) za enzimske hidrolizate proteina 

surutke koji su dobijeni upotrebom različitih enzima i pri različitim uslovima sredine. 

Uticaj pH vrednosti na zeta potencijal pepsinskih hidrolizata (H2) je posledica kiselosti 

sredine u kojoj se enzimska hidroliza odigrava (pH=3), a koja je bliska izoelektričnoj 

tački nativnog proteina (pH≈5), pri čemu su prisutni rastvoreni molekuli slabo 

naelektrisani. Suprotno tome, kod enzimske hidrolize koja se odvija na pH=8, odnosno, 

dalje od izoelektrične tačke IPST, rastvoreni proteini su više naelektrisani  (Adjonu i sar., 

2014a).     
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4.5. RASTVORLJIVOST PROTEINA 

Funkcionalne osobine proteina su usko povezane sa njihovom rastvorljivošću, pri 

čemu uslovi sredine, prvenstveno pH i jonska jačina, mogu imati značajan uticaj kako na 

rastvorljivost proteina, tako i na njegove funkcionalne osobine. Uticaj pH na 

rastvorljivost IPST, H1 i H2 ilustrovan je na slici 16.  

Moţe se primetiti da je IPST pokazao najniţu rastvorljivost od oko 12 g/100 cm
3
 u 

izoelektričnoj tački, pI=5. Rastvorljivost IPST raste kako se pH sniţava ispod ili kako se  

povećava iznad pI, dostiţući svoju maksimalnu vrednosti od 68 g/100 cm
3
 na pH=8, što 

predstavlja tipičan profil rastvorljivosti za većinu biljnih proteina kod kojih se beleţi 

minimum rastvorljivosti pri pH 4–5 i maksimum rastvorljivosti u alkalnoj sredini 

(Yuliana i sar., 2014; Yust i sar., 2010). Rastvorljivost proteina je, pre svega, odreĎena 

njihovim naelektrisanjem na različitim pH vrednostima. Rastvorljivost je minimalna na 

pH = pI, kada se proteini nalaze u obliku cviter jona, pri čemu balans izmeĎu pozitivnog i 

negativnog naelektrisanja čini molekule proteina efektivno nenaelektrisanim što značajno 

oteţava njihovu solvataciju, i time smanjuje rastvorljivost. 

 

 

 

Slika 16. Uticaj pH na rastvorljivost IPST, H1 i H2. csusp = 1 g/100 cm
3
,  Ic = 0 mol/dm

3
. 
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Nasurot tome, udaljavanjem pH od pI, solvatacija proteina se pospešuje 

povećavanjem naelektrisanja proteina, dovodeći do povećanja rastvorljivosti (Amine i 

sar., 2014; Bessada i sar., 2019; Chatterjee i sar., 2015; Deng i sar., 2011; Hoffmann i 

Reger, 2014; Wang i sar., 2019; Yuliana i sar., 2014).  

Ispitivanja su pokazala da je rastvorljivost H1 i H2, veća od rastvorljivosti IPST, u 

celom opesgu ispitivanih pH, a posebno u opsegu pH bliskim pI IPST, slika 16. 

Rastvorljivost oba hidrolizata, H1 i H2, u manjoj meri zavisi od pH vrednosti u poreĎenju 

sa IPST. Naime, rastvorljivost H1 se kreće u opsegu izmeĎu 60 g/100 cm
3
 i 76 g/100 

cm
3
, dok je rastvorljivost H2 veća od 90 g/100 cm

3
 pri svim ispitanim pH vrednostima 

(Slika 16). Veća rastvorljivost hidrolizata u odnosu na IPST je posledica redukcije 

sekundarne strukture nativnog proteina tokom enzimske hidrolize, zatim, manje 

molekulske mase novonastalih peptida i prisustva jonizovanih amino i karboskilnih grupa 

koje su prethodno bile sakrivene unutar strukture proteina, što zajedno uzrokuje 

povećanje hidrofilnosti hidrolizata (Sinha i sar., 2007; Tavano, 2013; Wu i sar., 2009; 

Yalçin i Çelik, 2007; Yust i sar., 2010; Zhao i sar., 2011).  

Uticaj jonske jačine rastvora na rastvorljivost IPST, H1 i H2, pri različitim pH 

vrednostima, prikazana je na slici 17a, 17b i 17c, respektivno. Mogu se primetiti dva 

različita efekta u zavisnosti od pH vrednosti sredine i vrste proteina:  

 

I salting–out efekat – smanjenje rastvorljivosti prilikom povećanja jonske 

jačine; 

II salting–in efekat – povećanje rastvorljivosti prilikom povećanja jonske 

jačine.  
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Slika 17. Uticaj jonske jačine rastvora na rastvorljivost a) IPST, b) H1 i c) H2, pri 

različitoj pH vrednosti (3, 5 i 8). csusp = 1 g/100 cm
3
. 

 

Kao posledica povećanja jonske jačine, rastvorljivost IPST na pH 3 značajno 

opada sa 37,6 g/100 cm
3
 na 13,2 g/100 cm

3
, demonstrirajući tipičan salting–out efekat, 

dok se na pH 8 i pH 5 inicijalno ispoljava blagi salting–in efekat do jonske jačine od 0,5 

mol/dm
3
 NaCl, a zatim sledi opadanje rastvorljivosti usled daljeg povećanja jonske jačine 

(Slika 17a). Dobijeni rezultati su u skladu sa ranije sprovedenim istraţivanjima, gde je 

ustanovljeno da povećanje jonske jačine rastvora izolata proteina suncokreta dovodi do 
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salting–out efekta, kada je pH < pI, odnosno do salting–in efekta, kada je pH ≥ pI (Pérez 

i sar., 2005). Pored toga, povećanje rastvorljivosti do odreĎene jonske jačine (Ic = 0,5 

mol/dm
3
 NaCl), nakon čega sledi pad rastvorljivosti daljim povećanjem jonske jačine, 

zabeleţeno je i kod drugih izolata biljnih proteina, npr. indijskog oraha (Yuliana i sar., 

2014), semena ginko bilobe (Deng i sar., 2011) i susama (Achouri i sar., 2012).  

Enzimskom hidrolizom IPST alkalazom dobijen je hidrolizat H1 kod kog je 

ustanovljeno da povećanje jonske jačine praktično ne utiče na rastvorljivost na pH 3 i pH 

5, dok pri pH 8 rastvorljivost H1 se povećava za 14 g/100 cm
3
 prilikom povećanja Ic sa 0 

mol/dm
3
 na 0,7 mol/dm

3
 NaCl (Slika 17b). Sa druge strane, povećanje jonske jačine 

rastvora hidrolizata dobijenog upotrebom pepsina, H2, dovodi do opadanja rastvorljivosti 

na pH 3 i pH 5. Rastvorljivost H2 na pH=8 se povećava za 10 g/100 cm
3
, kao posledica 

povećanja Ic sa 0 mol/100 cm
3
 na 1 mol/100 cm

3
 NaCl, ispoljavajući blagi salting–in 

efekat (Slika 17c).  

Ukupna promena rastvorljivosti IPST, H1 i H2, Δs (g/100 cm
3
), prilikom 

povećanja jonske jačine od 0 mol/dm
3
 do 1 mol/dm

3
 NaCl pri pH 3, 5 i 8 prikazana je na 

Slici 18.  

 

 

Slika 18. Ukupna promena rastvorljivosti IPST, H1 i H2, Δs (g/100 cm
3
), prilikom 

povećanja jonske jačine od 0 mol/dm
3
 do 1 mol/dm

3
 NaCl pri pH 3, 5 i 8.  
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Oba efekta, salting–out i salting–in, su zabeleţena kod sva tri ispitana uzorka, 

IPST, H1 i H2. Najizraţeniji salting–out efekat se javlja kod IPST na pH 3, gde je Δs = 

64,8 %, a najizraţeniji salting–in se javlja kod IPST na pH 5, pri čemu se rastvorljivost 

povećava za 25,6 %. Jedino u alkalnoj sredini, na pH = 8, kod sva tri uzorka, IPST, H1 i 

H2, se javlja samo salting–in efekat, Δs ˃ 0 %.  

Uticaj jonske jačine na rastvorljivost proteina je rezultat kompleksnog uzajamnog 

dejstva različitih efekata poput elektrostatičkih interakcija, jon specifičnih interakcija, 

hidrofobnih efekata, itd. (Marcone, 1999; Yalçin i Çelik, 2007).   

4.6. ADSORPCIONA SVOJSTVA 

Ispitana je adsorpcija IPST, H1 i H2 na granicu faza tečno/gas i tečno/tečno, kao i 

osobine dobijenih proteinskih adsorpcionih filmova. Adsorpciona svojstva su ispitivana 

odreĎivanjem površinskog i meĎupovršinskog pritiska, dinamičkog meĎupovršinskog 

pritiska i kinetike adsorpcije pri različitim uslovima sredine, pH (3–8) i jonske jačine (0–

1 mol/dm
3
 NaCl), i koncentracije uzorka (0,0001–1 g/100 cm

3
).  

Proteini su amfifilni molekuli koji se adsorbuju na granicu faza tečnost/gas i 

tečnost/tečnost. Tom prilikom dolazi do smanjenja površinskog/meĎupovršinskog 

napona, odnosno do povećanja površinskog/meĎupovršinskog pritiska. Uticaj pH 

vrednosti na površinski i meĎupovršinski pritisak rastvora IPST, H1 i H2 prikazan je na 

slici 19. Moţe se primetiti da je površinski i meĎupovršinski pritisak veći od 0 mN/m što 

ukazuje na to da se IPST, H1 i H2 adsorbuju na granicu faza pri svim ispitivanim pH 

vrednostima. UtvrĎeno je da rastvor IPST pokazuje najveći površinski pritisak, 23 mN/m,  
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Slika 19. Uticaj pH vrednosti na površinski (ispunjeni simboli) i meĎupovršinski pritisak 

(prazni simboli) rastvora IPST, H1 i H2. c=0,1 g/100 cm
3
; Ic=0 mol/dm

3
. 

na pI=5, dok se sa sniţavanjem pH ispod ili povećavanjem iznad pI, površinski pritisak 

rastvora IPST sniţava. Najviši površinski pritisak (22,6 mN/m) upravo u izoelekričnoj 

tački je posledica smanjene rastvorljivosti i intenziviranih hidrofobnih interakcija koje su 

pospešile adorpciju IPST molekula na granicu faza da bi se minimizovale 

termodinamički nepovoljne hidrofobne interakcije (Papalamprou i sar., 2010). Suprotno 

tome, na pH ≠ pI proteinski molekuli su postali hidratisaniji, njihova rastvorljivost je 

povećana (Slika 16), a hidrofobne interakcije koje pospešuju adsorpciju IPST na granicu 

faza su smanjene, što se ogleda u smanjenju površinskog pritiska rastvora IPST, u odnosu 

na pI, na 16,5 mN/m na pH 8 i na 20 mN/m na pH 3. Uticaj pH na površinski pritisak 

rastvora H1 i H2 je manje izraţen u poreĎenju sa uticajem pH na površinski pritisak 

IPST, tako da površinski pritisak H1 iznosi izmeĎu 21 mN/m i 24 mN/m, a površinski 

pritisak H2 izmeĎu 19 mN/m i 23 mN/m, bez obzira na pH (Slika 19). 

Sa slike 19. se uočava da su meĎupovršinski pritisci rastvora IPST, H1 i H2 u 

odnosu: πIPST ˂ πH1 ˂ πH2 na svim ispitanim pH vrednostima osim na pH 3. Manja 

molekulska masa H1 i H2 u odnosu na IPST uslovljava viši meĎupovršinski pritisak 
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rastvora H1 i H2 u odnosu na meĎupovršinski pritisak rastvora IPST usled veće 

fleksibilnosti redukovanih peptida i dostupnosti hidrofobnih grupa koje su prethodno bile 

sakrivene unutar strukture nativnog proteina što pospešuje adsorpciju H1 i H2 na granicu 

faza (Adjonu i sar., 2014b; Avramenko i sar., 2013; Luo i sar., 2014; Martínez i sar., 

2009; Miñones Conde i Rodríguez Patino, 2007).   

Uticaj koncentracije rastvora IPST, H1 i H2 na površinski i meĎupovršinski 

pritisak prikazan je na slici 20a, 20b i 20c, respektivno, na pH 3, 5 i 8.  

 

     

 

 

Slika 20. Uticaj koncentracije rastvora a) IPST, b) H1 i c) H2 na površinski (ispunjeni 

simboli) i meĎupovršinski (prazni simboli) pritisak rastvora na pH 3, 5 i 8. Ic=0 mol/dm
3
. 
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Kao što je i očekivano, koncentracija proteinskog rastvora ima značajan uticaj na 

površinski i meĎupovršinski pritisak ratvora. Što je veća koncentracija rastovora IPST, 

H1 i H2 – to je veći i površinski/meĎupovršinski pritisak, bez obzira na pH vrednost 

rastvora. Naime, povećanjem koncentracije proteina u rastvoru povećan je broj 

adsorbovanih peptida na granci faza što za rezultat ima povećanje 

površinskog/meĎupovršinskog pritiska (Bos i Van Vliet, 2001). Najveći 

površinski/meĎupovršinski pritisak je izmeren pri najvišoj koncentraciji rastvora 

proteina, c=1 g/100 cm
3
, za sva tri uzorka i na sve tri ispitivane pH vrednosti rastvora.  

Maksimalan površinski pritisak rastvora IPST iznosio je od 20 mN/m do 30 mN/m, u 

zavisnosti od pH vrednosti, što predstavlja maksimalan površinski pritisak koji se moţe 

postići upotrebom proteina (Bos i Van Vliet, 2001; Damodaran, 2005; Dickinson, 2011). 

Pribliţne vrednosti površinskog pritiska zabeleţene su upotrebom proteinskih izolata 

biljnog porekla: sočiva (Joshi i sar., 2012), ovsa (Ercili-Cura i sar., 2015), soje (Ruíz-

Henestrosa i sar., 2007b), i proteinskih izolata animalnog porekla: surutke (Joshi i sar., 

2012; van Kempen i sar., 2013), β–laktoglobulina i β–kazeina (Seta i sar., 2014). 

Uticaj povećanja jonske jačine na površinski/meĎupovršinski pritisak rastvora 

IPST, H1 i H2 je prikazan na slici 21a, 21b i 21c, respektivno, na tri različite pH 3, 5 i 8. 

Povećanje jonske jačine rastvora veoma malo utiče na površinski i meĎupovršinski 

pritisak ispitivanih rastvora, osim u slučaju rastvora IPST na pH 3, gde je zabeleţeno 

značajnije povećanje površinskog pritiska za 10,5 mN/m usled povećanja koncentracije 

NaCl sa 0 mol/dm
3
 na 1 mol/dm

3
. Takvo ponašanje je posledica smanjene rastvorljivosti 

IPST na pH 3 (Slika 17) odnosno, povećanja hidrofobnih interakcija i smanjene 

hidratacije proteina. Izuzev toga, povećanje jonske jačine se minimalno odrazilo na 

površinski i meĎupovršinski pritisak svih ostalih rastvora, što je potkrepljeno činjenicom 

da je prosečna varijacija u okviru jedne pH vrednosti 3 mN/m za površinski pritisak i 1,4 

mN/m za meĎupovršinski pritisak.  
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Slika 21. Uticaj jonske jačine na površinski (ispunjeni simboli) i meĎupovršinski (prazni 

simboli) pritisak a) IPST, b) H1 i c) H2, na pH 3, 5 i 8. c=0,1 g/100 cm
3
.  

 

Ispitan je uticaj vremena na meĎupovršinski pritisak granice faza izmeĎu rastvora 

proteina i ulja triglicerida srednje duţine lanca. Dinamički meĎupovršinski pritisak  
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rastvora IPST, H1 i H2 je prikazan na slici 22, slici 23 i slici 24, respektivno, na pH 3, 5 i 

8. Primećuje se da tokom vremena dolazi do povećanja meĎupovršinskog pritiska, π, na 

granici faza ulje/rastvor proteina, za sva tri ispitivana proteina bez obzira na pH vrednost 

rastvora. Takvo ponašanje ukazuje na to da se IPST, H1 i H2 adsorbuju na granicu faza 

ulje–rastvor proteina, bez obzira na pH rastvora. Povećanje π tokom vremena pri 

koncentraciji c˃0,0001 g/100 cm
3
, najizraţenije je na početku merenja, bez obzira na pH 

vrednost rastvora. Takav trend se objašnjava činjenicom da je na početku adsorpcije 

granica faza ulje–rastvor proteina prazna, te je adsorpcija molekula IPST, H1 ili H2 

olakšana. Tokom vremena, koncentracija IPST, H1 i  H2 na granici faza se povećava, pri 

čemu dolazi do povećanja energetskih barijera (elektrostatičke barijere i barijere 

meĎupovršinskog pritiska) koje oteţavaju dalju adsorpciju novih molekula proteina, što 

na kraju dovodi do smanjenja brzine adsorpcije i konačno, do toga da povećanje π tokom 

vremena postane sve umerenije (Maldonado-Valderrama i sar., 2005; Rodríguez Patino i 

sar., 2007; Romero i sar., 2012; Ruíz-Henestrosa i sar., 2007a; Tang i Shen, 2015; Yuan i 

sar., 2012).  

 

 

 

Slika 22. Dinamički meĎupovršinski pritisak rastvora IPST pri različitoj koncentraciji c 

(1–0,0001 g/100 cm
3
) na a) pH 3 b) pH 5 i c) pH 8. Ic=0 mol/dm

3
. 
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Slika 23. Dinamički meĎupovršinski pritisak rastvora H1 pri različitoj koncentraciji c (1–

0,0001 g/100 cm
3
) na a) pH 3 b) pH 5 i c) pH 8. Ic=0 mol/dm

3
. 

 

 

 

Slika 24. Dinamički meĎupovršinski pritisak rastvora H2 pri različitoj koncentraciji c (1–

0,0001 g/100 cm
3
) na a) pH 3 b) pH 5 i c) pH 8. Ic=0 mol/dm

3
. 

 

Izuzetak od goreopisanog ponašanja su uzorci IPST na pH 3 i pH 5 i H1 i H2 na 

pH 5 pri najniţoj koncentraciji, kod kojih izostaje početno naglo povećanje π, a umesto 

njega se javlja indukcioni period u okviru kog ne dolazi do promene π. Povećanje π  na 

pH 3 kod IPST se javlja tek nakon 1000 s. Pojava indukcionog perioda na pH 5 je 

posledica izraţene asocijacije molekula proteina u izoelektričnoj tački koja je rezultat 

malog naelektrisanja proteina (Damodaran, 2005; Joshi i sar., 2012; McClements, 2004b; 
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Rodriguez Patino i Pilosof, 2011; Ruíz-Henestrosa i sar., 2009; Yuliana i sar., 2014). 

TakoĎe, veoma niska koncentracija rastvora proteina doprinosi ovom efektu.  

Uticaj povećanja jonske jačine na dinamički površinski pritisak rastvora IPST, H1 

i H2 prikazan je na slici 25, slici 26 i slici 27, pri različitim pH vrednostima rastvora, pH 

3, pH 5 i pH 8. MeĎupovršinski pritisak rastvora IPST, H1 i H2 se najviše povećava na 

početku merenja a zatim se je povećanje sve umerenije, na svim ispitivanim pH 

vrednostima i jonskim jačinama rastvora, izuzev rastvora IPST na pH 8, gde se promene 

meĎupovršinskog pritiska dešavaju tokom duţeg vremenskog perioda (slika 25c). 

 

 

                           

 

 

Slika 25. Dinamički meĎupovršinski pritisak rastvora IPST pri različitoj jonskoj jačini Ic 

(0–1 mol/dm
3
 NaCl) na a) pH 3 b) pH 5 i c) pH 8. c=0,01 mol/dm

3
. 

 

 

 



  Sandra Bučko – Doktorska disertacija 

     

72 

 

 

 

Slika 26. Dinamički meĎupovršinski pritisak rastvora H1 pri različitoj jonskoj jačini Ic 

(0–1 mol/dm
3
 NaCl) na a) pH 3 b) pH 5 i c) pH 8. c=0,01 mol/dm

3
. 

 

 

 

Slika 27. Dinamički meĎupovršinski pritisak rastvora H2 pri različitoj jonskoj jačini Ic 

(0–1 mol/dm
3
 NaCl) na a) pH 3 b) pH 5 i c) pH 8. c=0,01 mol/dm

3
. 

Difuzija IPST, H1 i H2 iz rastvora do granice faza, a zatim i adsorbcija na granicu 

faza moţe biti okarakterisana konstantom brzine difuzije, kdiff, i konstantom brzine 

adsorpcije, kads, respektivno. Primer odreĎivanja kdiff i kads reprezentativnih H2 rastvora na 

različitim pH vrednostima prikazan je na slici 28a i 28b, respektivno. 
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Slika 28. Primer grafičkog odreĎivanja a) kdiff i b) kads. Rastvori H2, c=0,01 g/100 cm
3
, 

Ic=0 mol/dm
3
. 

 

kdiff se odreĎuje kao linearni nagib na grafiku zavisnosti π od kvadratnog korena 

vremena adsorpcije, t
1/2

 (Slika 28a), a  kads kao prvi linearni region na grafiku zavisnosti 

ln((π3600-πt)/( π3600-π400)) od vremena (Slika 28b) (Jarpa-Parra i sar., 2015; Patino i sar., 

2005; Ruíz-Henestrosa i sar., 2009; Tang i Shen, 2015).  

Uticaj pH vrednosti i koncentracije rastvora IPST, H1 i H2 na kdiff i kads prikazan je 

u Tabeli 3. kdiff rastvora IPST raste sa povećanjem koncentracije rastvora proteina, bez 

obzira na pH vrednost, sa izuzetkom rastvora koncentracije 0,1 g/100 cm
3
 na pH 8. Pri 

najvišoj koncentraciji rastvora IPST, c=1 g/100 cm
3
, nije bilo moguće odrediti kdiff i kads 

usled činjenica da se inicijalna promena meĎupovršinskog napona odigrala u isuviše 

kratkom vremenskom periodu, koji prevazilazi mogućnosti merenja korišćene metode. 

kdiff oba hidrolizata, H1 i H2, se takoĎe povećavaju sa povećanjem koncentracije rastvora 

na svim ispitanim pH vrednostima. Najniţe vrednosti kdiff, za sve ispitivane koncentracije 

rastvora, odreĎene su na pH 5, što je posledica asocijacije molekula na pH=pI zbog 

slabog naelektrisanja peptida. Povećanje dimenzija entiteta koji difunduju usporava 

njihovu difuziju ka granici faza. Slično ponašanje je zabeleţeno i kod drugih nativnih i 

modifikovanih globularnih proteina (Jarpa-Parra i sar., 2015; Patino i sar., 2005; 

Rodríguez Niño i sar., 2005; Ruíz-Henestrosa i sar., 2009, 2007b; Yuliana i sar., 2014). Iz 
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Tabele 3. moţe se primetiti da su kdiff H1 i H2 veće u odnosu na kdiff IPST, bez obzira na 

koncentraciju i pH vrednost rastvora, što je posledica smanjene molekulske mase 

hidrolizata usled enzimske hidrolize (Rodríguez Niño i sar., 2005; Ruíz-Henestrosa i sar., 

2009). 

 

 

Tabela 3. Uticaj pH vrednosti i koncentracije rastvora IPST, H1 i H2 na kdiff i kads. Ic=0 

mol/dm
3
. 

  

 

kdiff (mN/m*s
0.5

) 

 

kads*10
-4

 (1/s) 

pH 

c 

(g/100 cm
3
) 

 

IPST H1 H2 IPST H1 H2 

3 

0,0001 x 0,02 ± 0,00 0,26 ± 0,01 x 2,5 ± 0,3 6,0 ± 0,1 

0,001 0,15 ± 0,00 0,21 ± 0,01 0,22 ± 0,01 6,8 ± 0,1 7,2 ± 0,2 9,7 ± 0,1 

0,01 0,42 ± 0,02 0,86 ± 0,04 0,82 ± 0,22 9,5 ± 0,2 8,4 ± 0,1 7,5 ± 1,3 

0,1 0,61 ± 0,03 2,05 ± 0,10 x 9,5 ± 0,2 8,9 ± 0,2 5,9 ± 0,4 

1 x x x 9,4 ± 1,0 7,8 ± 1,5 x 

5 

0,0001 x x 0,01 ± 0,01 x x 1,5 ± 0,3 

0,001 0,03 ± 0,00 0,05 ± 0,00 0,06 ± 0,00 8,2 ± 0,5 8,4 ± 0,2 5,4 ± 0,3 

0,01 0,16 ± 0,02 0,20 ± 0,01 0,55 ± 0,13 4,9 ± 0,0 8,7 ± 0,1 4,2 ± 0,3 

0,1 0,21 ± 0,03 0,35 ± 0,03 x 7,0 ± 0,2 8,6 ± 0,2 3,8 ± 0,4 

1 x x x 6,6 ± 0,5 9,1 ± 0,5 x 

8 

0,0001 0,00 ± 0,00 0,02 ± 0,00 0,01 ± 0,00 1,7 ± 0,5 3,5 ± 0,4 4,2 ± 0,4 

0,001 0,04 ± 0,00 0,14 ± 0,02 0,08 ± 0,01 3,5 ± 0,2 3,61 ± 0,3 6,5 ± 0,3 

0,01 0,61 ± 0,08 0,53 ± 0,06 0,69 ± 0,14 3,5 ± 0,7 13,9 ± 0,2 5,5 ± 0,5 

0,1 0,39 ± 0,06 0,96 ± 0,19 x 5,8 ± 0,4 2,0 ± 0,2 5,3 ± 0,3 

1 x x x 3,0 ± 0,4 4,1 ± 0,0 x 
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Tokom vremena sve više molekula proteina se adsorbuje na granicu faza što 

dovodi do postepenog povećavanja energetske barijere za adsorpciju novih molekula 

proteina. Proces adsorpcije molekula iz graničnog sloja na granicu faza stoga postaje sve 

sporiji i difuziona adsorpcija prelazi u difuziono–kinetičku adsorpciju gde brzina 

adsorpcije proteina iz graničnog sloja na granicu faza odreĎuje brzinu ukupnog procesa 

oadsorpcije (Maldonado-Valderrama i sar., 2005; Rodríguez Niño i sar., 2005; Ruíz-

Henestrosa i sar., 2007a). Brzina adsorpcije iz graničnog sloja na granicu faza moţe se 

kvantifikovati pomoću kads (tabela 3), gde veće vrednosti kads odgovaraju brţoj adsorpciji 

iz graničnog sloja na granicu faza. Primećuje se da uticaj pH vrednosti i koncentracije 

rastvora IPST, H1 i H2 na kads zavisi od vrste isptivanog proteina. Najveće vrednosti kads 

IPST odreĎene su na pH 3 bez obzira na koncentraciju rastvora, pri čemu kads opada sa 

povećanjem pH. kads hidrolizata H1, za datu koncentraciju na pH 5 su blago povećane u 

odnosu na kads na pH 3, dok su najniţe vrednosti kads H1 na pH 8. U slučaju kads H2, 

najviše vrednosti se dobijaju na pH 3, slično kao kod IPST, a najniţe na pH 5.  

Uticaj jonske jačine na kdiff i kads pri različitim pH vrednostima, prikazana je u 

Tabeli 4. Kod svih uzoraka, IPST, H1 i H2, kdiff opada sa povećanjem jonske jačine bez 

obzira na pH, sa izuzetkom IPST i H1 na pH 5 gde je uticaj dodatka NaCl na kdiff mali. 

Struktura proteinskih molekula na pH 5 je zbijena i bez prisustva NaCl (Ic=0 mol/dm
3
) 

usled slabog naelektrisanja, odnosno malog zeta potencijala (Slika 15). Prema tome, 

dodatakom NaCl ne dolazi do značajnijih promena u strukturi proteina, dok pri pH≠pI 

povećanje jonske jačine ima kompleksan uticaj na strukturu proteina i njihovu asocijaciju 

(Bolontrade i sar., 2016; Joshi i sar., 2012).  
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Tabela 4. Uticaj jonske jačine rastvora IPST, H1 i H2 na kdiff i kads pri različitoj pH 

vrednosti (3, 5 i 8). c=0,01 g/100 cm
3
. 

  

 

kdiff (mN/m*s
0.5

) 

 

 

kads*10
-4

 (1/s) 

pH 
Ic 

(mol/dm
3
) 

IPST H1 H2 IPST H1 H2 

3 

0 0,42 ± 0,02 0,66 ± 0,04 0,82 ± 0,23 9,5 ± 0,2 8,4 ± 0,1 8,2 ± 0,9 

0,1 0,28 ± 0,01 0,60 ± 0,07 0,76 ± 0,12 7,6 ± 0,1 7,5 ± 0,1 8,9 ± 0,2 

0,5 0,20 ± 0,01 0,27 ± 0,02 0,34 ± 0,01 5,4 ± 0,1 7,3 ± 0,3 8,7 ± 0,2 

1 0,16 ± 0,01 0,19 ± 0,00 0,11 ± 0,00 6,5 ± 0,2 4,5 ± 0,3 6,5 ± 0,2 

5 

0 0,16 ± 0,02 0,20 ± 0,01 0,55 ± 0,12 4,9 ± 0,0 8,7 ± 0,1 4,2 ± 0,3 

0,1 0,15 ± 0,03 0,17 ± 0,01 0,48 ± 0,11 2,6 ± 0,3 8,3 ± 0,1 7,0 ± 0,3 

0,5 0,23 ± 0,03 0,27 ± 0,02 0,23 ± 0,00 3,8 ± 0,2 7,8 ± 0,1 6,6 ± 0,1 

1 0,12 ± 0,03 0,16 ± 0,01 0,26 ± 0,00 3,3 ± 0,2 9,3 ± 0,1 6,5 ± 0,1 

8 

0 0,61 ± 0,08 0,35 ± 0,01 0,69 ± 0,11 3,5 ± 0,7 13,9 ± 0,2 5,5 ± 0,5 

0,1 0,41 ± 0,08 0,81 ± 0,17 0,64 ± 0,23 7,8 ± 0,2 14,0 ± 0,2 5,2 ± 0,5 

0,5 0,31 ± 0,02 0,21 ± 0,02 0,53 ± 0,12 13,0 ± 0,3 5,8 ± 0,1 6,1 ± 0,3 

1 0,08 ± 0,00 0,19 ± 0,02 0,26 ± 0,10 8,7 ± 0,2 7,6 ± 0,1 6,4 ± 0,3 

 

 

Uticaj povećanja jonske jačine na kads ne pokazuje jednoznačne trendove opadanja 

ili povećanja kads, usled povećanja jonske jačine, bez obzira na vrstu ispitivanog uzorka ili 

pH vrednost rastvora.  
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Jedna od glavnih odlika proteina kao površinski aktivnih molekula po kojoj se 

razlikuju od niskomolekularnih emulgatora jeste da proteini obrazuju viskoelastične 

adsorpcione filmove na granici faza (Dan i sar., 2013; Dickinson, 1999; Hoffmann i 

Reger, 2014; Sagis i Scholten, 2014). Viskoelastične osobine adsorpcionih filmova se 

mogu okarakterisati putem dilatacione elastičnosti, E’, i dilatacionog viskoziteta E’’, 

odreĎenih računskim putem na osnovu merenja odgovora adsorpcionog filma na 

saopštene dilatacione oscilacije. Uticaj frekvencije oscilovanja na E’ i E’’ adsorpcionih 

filmova rastvora IPST, H1 i H2 na granici faza izmeĎu rastvora proteina i ulja prikazan je 

na slici 29, 30 i 31, respektivno.  

 

                       

 

Slika 29. Uticaj frekvencije oscilovanja na dilatacionu elastičnost, E’ (ispunjeni simboli), 

i dilatacioni viskozitet, E’’ (prazni simoboli), adsorpcionih filmova rastvora IPST 

različite koncentracije na a) pH 3, b) pH 5 i c) pH 8. Ic=0 mol/dm
3
. 
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Slika 30. Uticaj frekvencije oscilovanja na dilatacionu elastičnost, E’ (ispunjeni simboli), 

i dilatacioni viskozitet, E’’ (prazni simoboli), adsorpcionih filmova rastvira H1 različite 

koncentracije na a) pH 3, b) pH 5 i c) pH 8. Ic=0 mol/dm
3
. 

 

 

Slika 31. Uticaj frekvencije oscilovanja na dilatacionu elastičnost, E’ (ispunjeni simboli), 

i dilatacioni viskozitet, E’’ (prazni simoboli), adsorpcionih filmova rastvira H2 različite 

koncentracije na a) pH 3, b) pH 5 i c) pH 8. Ic=0 mol/dm
3
. 

 

Dilataciona elastičnost adsorpcionih filmova IPST, H1 i H2 se povećava sa 

povećanjem frekvencije oscilovanja i teţi ravnoteţnom stanju bez obzira na pH vrednost 

rastvora. Uticaj frekvencije oscilovanja na E’ se smanjuje sa povećanjem koncentracije 

rastvora: što je koncentracija proteinskog rastvora veća to je promena E’ sa promenom 

frekvencije oscilovanja manja. Uticaj frekvencije oscilovanja na E’’ je zanemarljiv pri 

koncentracijama rastvora proteina c>0,001 g/100 cm
3
, sa izuzetkom adsorpcionih filmova 
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H2 na pH 3 kod kojih dolazi do povećanja E’’ pri koncentracijama rastvora od 0,1 g/100 

cm
3
, 0,01 g/100 cm

3
 i 0,0001 g/100 cm

3
. Slično ponašanje pokazuju i adsorpcioni filmovi 

IPST, H1 na pH 3 i pH 5 i H2 na pH 5 kada je koncentracija rastvora proteina c≤0,001 

g/100 cm
3
. Uprkos tome, potrebno je naglasiti da je E’’ svih uzoraka sa c˃0,001 g/100 

cm
3
 značajno niţi od E’ za dati uzorak pri frekvencijama ν≥0,04 Hz što je osobina koju 

IPST, H1 i H2 dele sa drugim biljnim proteinima, na primer: izolatom i hidrolizatom 

glicina (Ruíz-Henestrosa i sar., 2009), koncentratom proteina pirinča (Romero i sar., 

2012), globulinima soje i redukovanim glicininom (Patino i sar., 2005) i proteinskim 

izolatom amaranta (Bolontrade i sar., 2016).  

Uticaj koncentracije rastvora IPST, H1 i H2 na E’ i E’’ adsorpcionih filmova pri 

različitoj pH vrednosti rastvora proteina je prikazan na slici 32a, 32b i 32c, respektivno. 

Povećanjem koncentracije rastvora IPST, H1 i H2 povećava se i E’ adsorpcionih filmova 

bez obzira na pH rastvora proteina, osim kod adsorpcionih filmova hidrolizata H2 na pH 

3, gde E’ praktično ne zavisi od koncentracije rastvora. Pored toga, E’ adsorpcionih 

filmova IPST na pH 3, zatim H1 na pH 5 i oba hidrolizata, H1 i H2 na pH 8 raste sa 

povećanjem koncentracije za niţe koncentracije rastvora, c≤0,01 g/100 cm
3
, nakon čega 

dalje opada. Ovakav rezultat je posledica razlike u površinskoj koncentraciji IPST, H1 i 

H2 pri različitim koncentracijama rastvora kao i konformacije molekula u zavisnosti od 

uslova sredine. Naime, kdiff  je niţa pri niskim koncentracijama rastvora proteina (tabela 

3), što znači da se granica faza sporije popunjava adsorbovanim peptidima, pri čemu 

molekuli na granici faza podleţu relaksacionim procesima i imaju više mogućnosti za 

ostvarivanje intermolekularnih veza. Sa druge strane, pri višim koncentracijama IPST, 

H1 i H2 rastvora, povećava se zasićenost granične površine molekulima – površina koju 

zauzima jedan molekul svedena je na minimum, te prisutni molekuli pri velikim 

koncentracijama ispoljavaju svojstva slična nesolvatisanim molekulima, što se 

manifestuje kroz smanjenu visko–elastičnost adsorpcionih filmova (Bos i Van Vliet, 

2001; Jarpa-Parra i sar., 2015). Smanjenje E’ pri koncentraciji c˃0,1 % na različitim pH 

vrednostima rastvora je zapaţeno i kod proteina graška, krompira i Na–kazeinata (Amine 

i sar., 2014).   
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Slika 32. Uticaj koncentracije rastvora a) IPST, b) H1 i c) H2 na dilatacionu elastičnost, 

E’ (ispunjeni simboli) i dilatacioni viskozitet, E’’ (prazni simboli) adsorpcionih filmova 

na različitoj pH vrednosti rastvora. Ic= 0 mol/dm
3
, ν=0,02 Hz. 

 

 

Na slici 32 se primećuje da je enzimskom hidrolizom IPST povećana E’ 

adorpcionih filmova na pH=pI, odnosno da adsorpcioni filmovi hidrolizata H1 pri c≥0,01 

g/100 cm
3
 i hidrolizata H2 na svim koncentracijama imaju veću E’ u poreĎenju sa E’ 

adsorpcionih filmova IPST na pH=5. Veća E’ adsorpcionih filmova modifikovanih 
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proteina u odnosu na E’ adsorpcionih filmova nativnih proteina u izoelektričnoj tački je 

zapaţena i kod hemijski redukovanog i enzimski hidrolizovanog glicinina što je posledica 

razlike u koncentraciji i konformaciji adsorbovanih proteina na granici faza. Naime, niţa 

površinska koncentracija nativnih proteina i njihova kompaktnija konformacija na pH=pI, 

u odnosu na pH≠pI, ograničava intermolekularne interakcije. Sa druge strane, manja 

molekulska masa hidrolizovanih proteina doprinosi povećanju koncentracije 

adsorbovanih molekula na granici faza i njihovih meĎusobnih interakcija (Patino i sar., 

2005; Ruíz-Henestrosa i sar., 2009).  

Sa druge strane, uticaj povećanja koncentracije rastvora IPST, H1 i H2 na E’’ 

adsorpcionih filmova je praktično zanemarljiv budući da su promene E’’ nastale usled 

povećanja koncentracije manje od 5 mN/M na svim ispitivanim pH vrednostima (Slika 

32). 

Uticaj jonske jačine na E’ i E’’ adsorpcionih filmova IPST, H1 i H2 pri različitim 

pH vrednostima rastvora prikazan je na slici 33a, 33b i 33c, respektivno. Na slici 33a se 

moţe videti da povećanje jonske jačine rastvora IPST dovodi do sniţavanja E’ na pH 3 

dok na ostalim pH vrednostima, pH 5 i pH 8, uzrokuje blago povećanjem E’. Povećanjem 

Ic do 0,5 mol/dm
3
 NaCl u rastvorima H1 i H2 dolazi do povećanja E’ adsorpcionih 

filmova za oko 10 mN/m na pH 3 (Slika 33b i 33c), kao rezultat slabljenja odbojnih sila 

pri čemu dolazi do povećanja intermolekularnih interakcija. Na pH=5, uticaj dodatka 

NaCl na E’ adsorpcionih filmova H1 i H2 je sličan dejstvu na rastvorljivost IPST, H1 i 

H2 (Slika 17a, 17b i 17c, respektivno), pri čemu povećanje Ic na pH 5 izaziva najmanje 

promene E’ adsorpcionih filmova u odnosu na druge ispitivane pH vrednosti, pH 3 i pH 

8.  

Niţe vrednosti E’’ u odnosu na E’ adsorpcionih filmova IPST, H1 i H2, bez obzira 

na pH i jonsku jačinu, ukazuju na dominaciju elastičnih osobina kod adsorpcionih 

filmova. 
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Slika 33. Uticaj jonske jačine na dilatacionu elastičnost, E’(ispunjeni simboli), i 

dilatacioni viskozitet, E’’ (prazni simboli), adsorpcionih filmova rastvora a) IPST, b) H1 i 

c) H2 na pH 3, 5 i 8. c=0,01 g/100 cm
3
, ν=0,02 Hz.  
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4.7. EMULZIONA SVOJSTVA 

Emulziona svojstva IPST, H1 i H2 ispitana su pripemom 20% emulzija ulja u 

vodenoj fazi – rastvoru proteina, i okarakterisana se putem veličine, raspodele veličina 

kapljica i kriming indeksa. Ispitan je uticaj koncentracije rastvora IPST, H1 i H2, uticaj 

pH vrednosti (3, 5 i 8), jonske jačine sredine (0 mol/dm
3
 i 0,5 mol/dm

3
) i uslova 

homogenizovanja, odnosno, uticaj broja obrtaja turbine homogenizera (10000 o/min i 

24000 o/min).  

Na slici 34a i 34b prikazan je uticaj pH vrednosti kontinualne faze na prosečan 

prečnik kapljica, d4,3, emulzija stabilizovanih IPST, H1 i H2, pri koncentraciji proteina u 

kontinualnoj fazi od c=0,1 g/100 cm
3
 i c=1 g/100 cm

3
, respektivno. Pri koncentraciji 

rastvora IPST i H2 od 0,1 g/100 cm
3
 u kontinualnoj fazi stabilne emulzije dobijene su na 

pH 3 i pH 8, dok u slučaju hidrolizata H1 stabilna emulzija formirana je samo na pH=8. 

Kod ostalih emulzija progresivna koalescencija kapljica dovela je do potpune separacije 

faza, uprkos činjenici da su sva tri proteina, IPST, H1 i H2, površinski aktivna i formiraju 

adsorpcione filmove bez obzira na pH vrednost rastvora (Slika 21).  

 

 

     

Slika 34. Uticaj pH na prosečan prečnik kapljica emulzija stabilizovanih IPST, H1 i H2 

sa a) 0,1 g/100 cm
3
 i b) 1 g/100 cm

3
 proteina u kontinualnoj fazi. Ic= 0 mol/dm

3
.  
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UporeĎivanjem prosečnog prečnika kapljica emulzija sa različitom 

koncentracijom rastvora IPST, H1 i H2 u kontinualnoj fazi primećuje se da je povećanje 

koncentracije rastvora proteina dovelo do smanjenja prosečnog prečnika kapljica (Slika 

34a i 34b). Dakle, veličina kapljica u emulzijama u ovom slučaju ne zavisi od saopštene 

energije u toku homogenizacije već isključivo od koncentracije rastvora IPST, H1 i H2 

(McClements i Jafari, 2018; Ozturk i McClements, 2016). U emulzijama sa 

koncentracijom proteina od 0,1 g/100 cm
3
 u kontinualnoj fazi nema dovoljno proteina da 

bi se pokrila površina kapi nastalih tokom homogenizovanja, te je veličina kapi odreĎena 

isključivo maksimalnom površinom koja moţe biti pokrivena prisutnim molekulima 

proteina (McClements, 2004b).  

Emulgovanjem ulja u rastvorima IPST, H1 i H2 koncentracije 1 g/100 cm
3
 

dobijene su stabilne emulzije bez obzira na pH vrednost rastvora, osim u slučaju IPST na 

pH 5 kada je došlo do raslojavanja emulzije, odnosno, do razrušavanja emulzije (Slika 

34b). Slaba emulgujuća svojstva biljnih proteina na pH u blizini izoelektrične tačke su 

posledica slabog naelektrisanja proteina koje omogućava agregaciju i koalescenciju 

kapljica kao posledicu slabog elektrostatičkog odbijanja emulgovanih kapljica (Joshi i 

sar., 2012; Lam i Nickerson, 2013). 

Pri koncentraciji proteina u kontinualnoj fazi od 1 g/100 cm
3
 oba hidrolizata 

stabilizovala su kapljice emulzija bez obzira na pH (Slika 34b), uprkos minimalnoj 

vrednosti zeta potencijala H1 na pH 5 i H2 na pH 5 i pH 8 (Slika 15), što ukazuje na to da 

pored naelektrisanja molekula, stabilnosti emulzija doprinosi i smanjenje molekulske 

mase usled enzimske hidrolize. Takvo ponašanje je posledica enzimske hidrolize kojom 

nastaju peptidi kod kojih postoji veća verovatnoća da su hidrofobne i hidrofilne grupe, 

koje su u nativnom proteinu bile sakrivene unutar njegove strukture, postale dostupne za 

ostvarivanje intermolekularnih veza. Tokom homogenizacije emulzija te iste grupe lakše 

nalaze najpovoljniju orijentaciju na granici faza ulja i vode, doprinose dilatacionoj 

elastičnosti adsorpcionog filma (Slika 32), a samim tim, i povećanju efekta sterne 

stabilizacije (Adjonu i sar., 2014a).  
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Raspodela veličina kapljica u emulzijama sa 0,1 g/100 cm
3
 i 1 g/100 cm

3
 IPST, H1 

i H2 u kontinualnoj fazi na različitim pH vrednostima prikazana je na slici 35a, 35b i 35c.  

Monomodalna raspodela veličina prečnika kapljica se primećuje u emulzijama 

stabilizovanim sa IPST na pH 3 i pH 5 i kod H1 svim ispitivanim pH vrednostima, dok se 

kod svih ostalih stabilnih emulzija (IPST na pH 8 i emulzije stabilizovane hidrolizatom 

H2 bez obzira na pH) zapaţa bimodalna raspodela veličina kapljica što moţe da ukazuje 

na odvijanje nekih od mehanizama nestabilnosti kao što su koalescencija i flokulacija 

kapljica (Ushikubo i Cunha, 2014).  

  

     

 

 

Slika 35. Raspodela veličina kapljica emulzija sa 0,1 g/100 cm
3
 (prazni simboli) i 1 g/100 

cm
3
 (ispunjeni simboli) a) IPST, b) H1 i c) H2 na različitim pH. Ic= 0 mol/dm

3
.  
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TakoĎe, primećuje se, slika 35, da je maksimum raspodele, tj. najverovatniji 

prečnik kapljica, kod emulzija sa manjom koncentracijom proteina pomeren u desno u 

odnosu na maskumum raspodele veličine kapljica emulzija sa koncentracijom proteina od 

1 g/100cm
3
 u kontinualnoj fazi. 

Na slici 36 prikazan je uticaj pH vrednosti na prosečan prečnik kapljica, d4,3, 

emulzija sa povećanom jonskom jačinom, Ic=0,5mol/dm
3
, pri različitoj koncentraciji 

rastvora IPST, H1 i H2 u kontinualnoj fazi (0,1 g/100cm
3
 i 1 g/100cm

3
). Pri povećanoj 

jonskoj jačini dobijene su stabilne emulzije stabilizovane hidrolizatom H1, bez obzira na 

koncentraciju proteina i pH vrednost kontinualne faze. Hidrolizat H2 je takoĎe 

stabilizovao emulzije na sve tri ispitivane pH vrednosti, meĎutim, samo pri većoj 

koncentraciji rastvora proteina, c=1 g/100 cm
3
. Sa druge strane, stabilne emulzije IPST, 

pri povećanoj jonskoj jačini, su dobijene samo na pH=8, na obe ispitivane koncentracije 

rastvora proteina.  

 

 

     

Slika 36. Uticaj pH na prosečan prečnik kapljica emulzija IPST, H1 i H2 sa a) 0,1 g/100 

cm
3
 i b) 1 g/100 cm

3
 proteina u kontinualnoj fazi i jonskom jačinom, Ic= 0,5 mol/dm

3
. 
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Pri Ic=0,5 mol/dm
3
 NaCl nestabilne emulzije su dobijene emulgovanjem ulja u 

rastvorima IPST na pH 3 i pH 5, bez obzira na koncentraciju rastvora i u rastvorima H2 

pri niţoj koncentraciji rastvora proteina na pH 3, pH 5 i pH 8, kada je odmah nakon 

homogenizovanja došlo do izdvajanja uljne faze. 

UporeĎivanjem prosečnih prečnika kapljica odgovarajućih emulzija sa Ic=0 

mol/dm
3
, slika 34, i Ic=0,5 mol/dm

3
 NaCl, slika 36, primećuje se da je usled povećanja Ic 

smanjen prosčan prečnik kapljica u emulzijama stabilizovanim IPST na pH 8 pri c=0,1 

g/100 cm
3
 kao i u emulzijama stabilizovanim hidrolizatom H1 na pH 3 i pH 5 pri  c=0,1 

g/100 cm
3
 i na pH 3 pri c=1 g/100 cm

3
. Uticaj povećanja Ic na stabilnost emulzija i na 

njihov prosečan prečnik kapljica je rezultat kombinacije uticaja koje povećanje Ic ima na 

rastvorljivost, zeta potencijal i površinski pritisak rastvora IPST, H1 i H2, kao i na 

dilatacionu elastičnost njihovih adsorpcionih filmova.  

Raspodela veličina kapljica u emulzijama sa Ic=0,5 mol/dm
3
 NaCl pri različitoj 

koncentraciji IPST, H1 i H2 i različitim pH vrednostima prikazana je na slici 37a, 37b i 

37c. Monomodalna raspodela prečnika kapljica zapaţa se kod emulzija stabilizovanih sa 

IPST i H1 bez obzira na koncentraciju i pH vrednost kontinualne faze, izuzev emulzije 

stabilizovane IPST pri koncentraciji od 1 g/100 cm
3
 u kontinualnoj fazi na pH 8 koja ima 

bimodalnu raspodelu. Pored toga, bimodalna raspodela veličina kapljica se primećuje i 

kod svih emulzija stabilizovanih hidrolizatom H2. Najverovatniji prečnik kapljica 

emulzija sa manjom koncentracijom rastvora proteina (c=0,1 g/100 cm
3
), slika 37, 

smaknut ka većim prečnicima kapljica u odnosu na najverovatniji prečnik kapljica 

emulzija sa većom koncentracijom rastvora proteina.  

 

 

 

 

 

 

 



  Sandra Bučko – Doktorska disertacija 

     

88 

 

 

 

 

 

 

Slika 37. Raspodela veličina kapljica emulzija a) IPST, b) H1 i c) H2 sa povećanom 

jonskom jačinom, Ic= 0,5 mol/dm
3
 NaCl pri c=0,1 g/100 cm

3
 (prazni simboli) i c=1 g/100 

cm
3
 (ispunjeni simboli) na pH 3, 5 i 8. 
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Kriming indeks, KI, emulzija sa 0,1 g/100 cm
3
 i 1 g/100 cm

3
 IPST, H1 i H2 u 

kontinualnoj fazi u zavisnost od pH vrednosti prikazan je na slikama 38, 39 i 40, 

respektivno. Primećuje se da kod svih ispitivanih emulzija kriming indeks raste sa 

vremenom usled razdvajanja emulzija na dva dela: krem – bogat kapljicama ulja, i donji 

sloj – serum, bogat kontinualnom fazom. KI dostiţe plato već nakon tridesetak minuta što 

ukazuje na izrazitu gravitacionu nestabilnost do koje dolazi usled prisustva relativno 

velikih kapljica u emuzijama i niskog viskoziteta kontinualne faze (Petrović i sar., 2010).  

 

               

Slika 38. Kriming indeks emulzija stabilizovanih IPST sa a) c=0,1 g/100 cm
3
 i b) c=1 

g/100 cm
3
 na tri različite pH vrednosti (3, 5 i 8). Ic=0 mol/dm

3
.
 

 

                 

Slika 39. Kriming indeks emulzija stabilizovanih H1 sa a) c=0,1 g/100 cm
3
 i b) c=1 

g/100 cm
3
  na tri različite pH vrednosti (3, 5 i 8). Ic=0 mol/dm

3
. 
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Slika 40. Kriming indeks emulzija stabilizovanih H2 sa a) c=0,1 g/100 cm
3
 i b) c=1 

g/100 cm
3
  na tri različite pH vrednosti (3, 5 i 8). Ic=0 mol/dm

3
. 

 

Slike 41, 42 i 43 prikazuju kriming indeks emulzija sa jonskom jačinom, Ic=0,5 

mol/dm
3
 NaCl, stabilizovanih IPST, H1 i H2, respektivno, pri različitoj koncentraciji 

rastvora proteina na tri pH vrednosti (3, 5 i 8).  

 

 

                

Slika 41. Kriming indeks emulzija stabilizovanih IPST sa a) c=0,1 g/100 cm
3
 i b) c=1 

g/100 cm
3
 pri Ic=0,5 mol/dm

3
 NaCl na tri različite pH vrednosti (3, 5 i 8). 
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Slika 42. Kriming indeks emulzija stabilizovanih H1 sa a) c=0,1 g/100 cm
3
 i b) c=1 

g/100 cm
3
 pri Ic=0,5 mol/dm

3
 NaCl na tri različite pH vrednosti (3, 5 i 8). 

 

 

              

Slika 43. Kriming indeks emulzija stabilizovanih H2 sa a) c=0,1 g/100 cm
3
 i b) c=1 

g/100 cm
3
 pri Ic=0,5 mol/dm

3
 NaCl na tri različite pH vrednosti (3, 5 i 8). 

 

Sa slika 41–43 se moţe uočiti da se KI emulzija sa povećanom Ic postepeno 

povećava u toku vremena dostiţući plato već nakon maksimalno 20 minuta. Sa druge 

strane, KI kod izrazito nestabilnih emulzija kod kojih je došlo do izdvajanja ulja, odnosno 

kod emulzija sa c=0,1 g/100 cm
3
 stabilizovanih IPST, na svim ispitivanim pH 
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vrednostima i emulzija stabilizovanih H2 na pH 5 i pH 8, takoĎe sa c=0,1 g/100 cm
3
, je 

dostigao plato već nakon par minuta.  

Na osnovu sprovedenih ispitivanja uticaja koncentracije, pH vrednosti i jonske 

jačine rastvora IPST, H1 i H2 na sposobnost emulgovanja suncokretovog ulja, 

ustanovljeno je da u emulzijama sa kontinualnom fazom jonske jačine Ic=0,5 mol/dm
3
 

NaCl najmanji prosečan prečnik kapljica dobijen sa IPST na pH 8, H1 na pH 8 i pH 5 i 

H2 na pH 3. Prema tome, kontinualne faze spomenutog sastava su odabrane za ispitivanje 

uticaja uslova homogenizacije (pogledati poglavlje 3.2.13.) na osobine emulzija. 

Pripremljene su 20% emulzije suncokretovog ulja u četiri različite kontinualne faze. 

Brojčani prosečan prečnik kapljica, d10, u emulzijama sa četiri izabrane kontinualne faze 

prikazan je na slici 44. Prosečan prečnik kapljica emulzija se smanjuje sa povećanjem 

brzine broja obrtaja homogenizera sa 10000 o/min (emulzija B10) na 24000 o/min 

(emulzija B24).  

 

 

 

Slika 44. Prosečan prečnik kapljica, d10, emulzija stabilizovanih IPST na pH 8, H1 na pH 

8 i pH 5 i H2 na pH 3, pripremljenih pri različitim uslovima. Ic=0,5 mol/dm
3
. 
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Sa druge strane, povećanje koncentracije rastvora IPST, H1 i H2 sa 1 g/100 cm
3
 (B24) na 

1,5 g/100 cm
3
 (B1,5) praktično ne utiče na d10 sugerišući da granica faza nastala tokom 

homogenizovanja u potpunosti pokrivena molekulima IPST, H1 i H2, već pri 

koncentraciji 1 g/100 cm
3
 usled čega je veličina kapljica relativno nezavisna od daljeg 

povećanja koncentracije emulgatora i primarno zavisi od količine utrošene energije 

tokom homogenizacije (McClements, 2004a). 

Ispitana je mogućnost emulgovanja suncokretovog ulja u suspenzijama praha 

IPST, H1 i H2. UtvrĎeno je da emulgovanje suncokretovog ulja u suspenzijama IPST, H1 

i H2 (SUSP emulzije) minimalno utiče na prosečan prečnik kapi u poreĎenju sa 

odgovarajućim emulzijama suncokretovog ulja u rastvorima IPST, H1 i H2 (B24), sa 

izuzetkom emulzije H1 na pH 5 gde dolazi do povećanja prosečnog prečnika kapljica sa 

3,5 μm (B24) na 7,3 μm (SUSP) (Slika 44).  

Na slici 45 prikazan je kriming indeks B10, B24, B1,5 i SUSP emulzija a) IPST na 

pH 8, b) H1 na pH 8, c) H1 na pH 5 i d) H2 na pH 3.  

Kriming indeks emulzija B10, B24, B1,5 i SUSP raste sa vremenom do dostizanja 

platoa. U slučaju emulzija sa kontinualnom fazom IPST na pH 8, različiti uslovi 

homogenizovanja kao i koncentracije rastvora IPST imaju zanemarljiv uticaj na 

povećanje KI (slika 45a). Sa druge strane, moţe se zapaziti da je dostizanje platoa KI 

emulzija B24 i SUSP sa kontinualnom fazom H1 na pH 8 i emulzijama B24, B1,5 i SUSP 

sa kontinualnim fazama H1 na pH 5 i H2 na pH 3 odloţeno za više od 30 minuta u 

poreĎenju sa dostizanjem platoa KI emulzija B10, odnosno, do njihovog raslojavanja 

dolazi nakon stotinak minuta.   
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Slika 45. Kriming indeks B10, B24, B1,5 i SUSP emulzija a) IPST na pH 8, b) H1 na pH 

8, c) H1 na pH 5 i d) H2 na pH 3. Ic=0,5 mol/dm
3
. 
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U okviru ove doktorske disertacije okarakterisani su izolat proteina semena tikve 

(Cucurbita pepo), IPST, i njegova dva enzimska hidrolizata, H1 i H2, uz poseban akcenat 

na njihovim adsorpcionim i emulgujućim svojstvima koja ovoj disertaciji daju posebnu 

vrednosti i originalnost, budući da su ispitivanja adsorpcionih osobina izolata i hidrolizata 

semena tikve kao i ispitivanja reoloških osobina njihovih adsorpcionih filmova raĎena po 

prvi put. Dodatno tome, specifičnost ovog istraţivanja je i to što se sva ispitivanja 

koloidnih osobina izvedena pri realnim uslovima (povećana jonska jačina, priprema 20% 

emulzija) što značajno doprinosi sagledavanju mogućnosti korišćenja datih proeina u 

realnim proizvodima. Na osnovu rezultata ispitivanja izvedeni su sledeći zaključci:  

 

I Isptivanjem sadrţaja proteina, pepela i vlage utvrĎeno je da sva tri uzorka, 

IPST, H1 i H2, imaju visok sadrţaj proteina od 84,87 ± 2%, 89,39 ± 2,1% 

i 92,13 ± 1,7%, respektivno. H1 ima duplo viši sadrţaj pepela (5,38%) od 

IPST i H2 (2,48% i 2,13%, respektivno) kao posledicu podešavanja pH 

vrednosti tokom pripreme uzorka puferom, za razliku od podešavanja pH 

rastvorom baze ili kiseline, dok IPST ima nešto viši sadrţaj vlage (8,59 

%) u odnosu na hidrolizate H1 i H2 (5,21% i 5,78%, respektivno) usled 

sušenja na najniţoj temperaturi.   

II UtvrĎeno je da je prinos oba hidrolizata, koji iznosi 19,3 ± 0,6% za H1 i 

15,9 ± 1,0% za H2, manji od prinosa IPST (36,5 ± 0,2%) za više od 45%. 

Drastično umanjen prinos je rezultat slabe rastvorljivosti IPST, kao 

početnog materijala za enzimsku hidrolizu, pri uslovima pod kojima se 

odvija enzimska hidroliza.   
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III Enzimskom hidrolizom IPST značajno se povećava rastvorljivost 

proteina. H1 i H2 imaju veću rastvorljivost u odnosu na IPST bez obzira 

na pH vrednost, a posebno u pH oblasti bliskoj izoelektričnoj tački IPST, 

pI=5. Pored toga, uticaj pH vrednosti na rastvorljivost je znatno manji kod 

H1 i H2 u odnosu na IPST.  

IV Povećanje jonske jačine je izazvalo salting–in i  salting–out efekat kod 

svih uzoraka IPST, H1 i H2, u zavisnosti od pH rastvora. Salting–out je 

najmanje izraţen u slučaju hidrolizata H2.  

V Ispitivanjem adsorpcionih svojstava proteinskog izolata i hidrolizata 

semena tikve (Cucurbita pepo), utvrĎeno je da svi uzorci povećavaju 

površinski i meĎupovršinski pritisak pri koncentraciji c≥0,001 g/100 cm
3
, 

što ukazuje na to da se IPST, H1 i H2 adsorbuju na granicu faza ulje/voda 

i vazduh/voda bez obzira na pH vrednost i jonsku jačinu sredine. 

Površinski/meĎupovršinski pritisak H1 i H2 je manje zavistan od promene 

pH i jonske jačine rastvora u poreĎenju sa površinskim/meĎupovršinskim 

pritiskom IPST.  

VI Povećanjem koncentracije rastvora IPST, H1 i H2, u ispitivanom opsegu, 

povećava se površinski i meĎupovršinski pritisak što ukazuje na 

povećanje koncentracije adsorbovanih proteina na granici faza.  

VII OdreĎivanjem parametara kinetike adsorpcije ustanovljeno je da konstanta 

brzine difuzije, kdiff, IPST, H1 i H2 raste sa povećanjem koncentracije 

rastvora proteina na sve tri ispitivane pH vrednosti (3, 5 i 8) pri čemu se 

najniţe vrednosti u okviru jednog uzorka na odreĎenoj koncentraciji 

dobijaju na pH=5. Veće vrednosti kdiff kod oba hidrolizata u odnosu na kdiff 

IPST ukazuju na to da je enzimska modifikacija IPST doprinela povećanju 

brzine difuzije H1 i H2 molekula u odnosu na molekule IPST, uprkos 

činjenici da je uticaj pH vrednosti rastvora ostao prisutan i nakon 

enzimske hidrolize IPST. 
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VIII kdiff svih uzoraka opada sa povećanjem jonske jačine, sa izuzetkom IPST i 

H1 na pH 5 gde je uticaj dodatka NaCl na kdiff mali, što je posledica 

činjenice da je proteinska struktura na pH=5 već zbijena, te dodatak NaCl 

ne dovodi do značajnijih promena u strukturi koje bi se kasnije odrazile na 

kdiff.  

IX Dilataciona elastičnost adsorpcionih filmova IPST, H1 i H2 zavisi od pH 

vrednosti i koncentracije uzoraka, dok pomenuti uslovi imaju mali uticaj 

na dilatacioni viskozitet. Dilatacioni viskozitet je pri koncentraciji 

proteina c≥0,001 g/100 cm
3
, na svim ispitanim pH i jonskim jačinama 

rastvora, nekoliko puta manji od dilatacione elastičnosti, što ukazuje na 

dominantno elastični karakter proteinskih adsorpcionih filmova na granici 

faza ulje/voda.  

X Enzimskom hidrolizom IPST povećana je dilataciona elastičnost 

proteinskih adsorpcionih filmova na pH=pI, pri čemu hidrolizat H1 ima 

veću dilatacionu elastičnost od IPST pri koncentracijama većim od 0,001 

g/100 cm
3
, a hidrolizat H2 pri svim ispitanim koncentracijama.  

XI UtvrĎeno je da sva tri uzorka proteina semena tikve, IPST, H1 i H2, imaju 

sposobnost emulgovanja trigliceridnih ulja. Emulgujuća svojstva IPST, 

H1 i H2 zavise od koncentracije uzorka, pH i jonske jačine kontinualne 

faze.  

XII Povećanje koncentracije IPST, H1 i H2 do 1 g/100 cm
3
 dovodi do 

smanjenja veličine emulgovanih kapi. Pri koncentraciji ≥1 g/100 cm
3
 

površina kapljica je zasićena molekulima proteina, a prosečan prečnik 

kapljica primarno zavisi od utrošene energije za homogenizaciju, odnosno 

od broja obrtaja turbine tokom homogenizacije.  

XIII Pri koncentraciji od 1 g/100 cm
3
 ispitivani proteini sementa tikve su 

stabilizovali emulzije na svim pH osim IPST na pH 5, uprkos činjenici da 
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u izoelektričnoj tački IPST elektrostatičke odbojne sile nisu dovoljno jake 

da obezbede integritet kapljica nastalih emulgovanjem. MeĎutim, 

naelektrisanje proteina nije jedini faktor koji odreĎuje stabilnost emulzija, 

budući da su oba hidrolizata, H1 i H2, uspešno stabilizovala emulgovane 

kapljice bez obzira na pH vrednost, uprkos niskom zeta potencijalu, 

sugerišući da je veća dilataciona elastičnost H1 i H2 na pH 5 od 

dilatacione elastičnost IPST zasluţna za stabilizaciju kapljica putem 

sternih efekata.  

XIV Homogenizovanjem ulja u rastvoru ispitivanih proteina, IPST, H1 i H2, 

pri povećanoj jonskoj jačini, IPST je uspešno stabilizovao kapi emulzije 

samo na pH 8, bez obzira na koncentraciju proteina u rastvoru. Sa druge 

strane, u slučaju hidrolizata H1 dobijene su stabilne emulzije na svim 

isptivanim pH vrednostima (3, 5 i 8) i na obe isptivane koncentracije, 0,1 

g/100 cm
3
 i 1 g/100 cm

3
 dok je hidrolizat H2 takoĎe stabilizovao emulzije 

na svim isptivanim pH vrednostima, ali samo pri većoj koncentraciji 

proteina, odnosno pri c=1 g/100 cm
3
. 

XV Sve emulzije su podlegle gravitacionoj nestabilnosti pri čemu se u 

gornjem sloju emulzije formira sloj bogat emulgovanim kapljicama – 

krem, a u donjem delu sloj siromašan emulgovanim kapljicama – serum.  
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квалитета и безбедности― 

2. ЦОСТ акција број МП1106 

1. Опис података 

 

1.1 Врста студије 

 

Укратко описати тип студије у оквиру које се подаци прикупљају  

Докторска дисертација  
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1.2 Врсте података 

а) квантитативни  

б) квалитативни 

 

1.3. Начин прикупљања података 

а) анкете, упитници, тестови 

б) клиничке процене, медицински записи, електронски здравствени записи 

в) генотипови: навести врсту ________________________________ 

г) административни подаци: навести врсту _______________________ 

д) узорци ткива: навести врсту протеинске фракције семена тикве (Cucurbita 

..........    ..pepo). 

ђ) снимци, фотографије: навести врсту микрофотографије емулзија и 

..................фотографије узорака током експерименталног рада 

е) текст, навести врсту литература  

ж) мапа, навести врсту ______________________________________ 

з) остало: описати експериментални резултати 

 

1.3 Формат података, употребљене скале, количина података  

Експериментални подаци  

1.3.1 Употребљени софтвер и формат датотеке:  

a) Excel фајл, датотека  .xlsx 

b) SPSS фајл, датотека  __________________ 

c) PDF фајл, датотека _.pdf 

d) Текст фајл, датотека .docx 

e) JPG фајл, датотека _.jpg, .jpeg, .tif 

f) Остало, датотека ____________________ 
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1.3.2. Број записа (код квантитативних података) 

а) број варијабли _14 (3 протеинске фракције, 6 рН вредности и 5 

.............различитих вредности јонске јачине) 

б) број мерења (испитаника, процена, снимака и сл.) ___________________ 

 

1.3.3. Поновљена мерења  

а) да 

б) не 

 

Уколико је одговор да, одговорити на следећа питања: 

а) временски размак између поновљених мера је од неколико минута до 

......................неколико дана  

б) варијабле које се више пута мере односе се на све експерименталне 

......................анализе 

в) нове верзије фајлова који садрже поновљена мерења су именоване 

...................... као:  

 

Напомене:  

______________________________________________________________ 

 

Да ли формати и софтвер омогућавају дељење и дугорочну валидност 

података? 

а) Да 

б) Не 

Ако је одговор не, образложити _______________________ 
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2. Прикупљање података 

 

2.1 Методологија за прикупљање/генерисање података 

 

2.1.1. У оквиру ког истраживачког нацрта су подаци прикупљени?  

а) експеримент, навести тип _анализа фунционалних особина протеина са 

.................нагласком на адсорпционим и емулгујућим својствима 

б) корелационо истраживање, навести тип ___________________________ 

ц) анализа текста, навести тип _прикупљање литературних података и 

.................упоређивање са експерименталним резултатима 

д) остало, навести шта ______________________________________ 

 

2.1.2 Навести врсте мерних инструмената или стандарде података 

специфичних за одређену научну дисциплину (ако постоје). 

_____________________________________________________________ 

 

2.2 Квалитет података и стандарди  

 

2.2.1. Третман недостајућих података 

а) Да ли матрица садржи недостајуће податке? Да Не 

 

Ако је одговор да, одговорити на следећа питања: 

а) Колики је број недостајућих података? __________________________ 

б) Да ли се кориснику матрице препоручује замена недостајућих 

података? Да    Не 

в) Ако је одговор да, навести сугестије за третман замене недостајућих 

података _______________________________________ 
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2.2.2. На који начин је контролисан квалитет података? Описати 

Квалитет података је контролисан одређивањем поновљивости добијених 

............резултата 

 

2.2.3. На који начин је извршена контрола уноса података у матрицу? 

Контрола уноса података је извршена упоређивањем са експерименталним 

............резултатима и литературним подацима 

 

3. Третман података и пратећа документација 

 

3.1. Третман и чување података 

3.1.1. Подаци ће бити депоновани у НаРдУс– Националном репозиторијуму 

дисертација у Србији и у репозиторијуму Информационог система научне 

делатности Универзитета у Новом Саду. 

3.1.2. URL адреса  

http://nardus.mpn.gov.rs/?locale-attribute=sr_RS                                    

............https://www.cris.uns.ac.rs/searchDissertations.jsf 

3.1.3.DOI _______________________________________________________ 

 

3.1.4. Да ли ће подаци бити у отвореном приступу? 

а) Да 

б) Да, али после ембарга који ће трајати до _________________ 

в) Не 

 

Ако је одговор не, навести разлог ___________________________ 

 

 

 

http://nardus.mpn.gov.rs/?locale-attribute=sr_RS
https://www.cris.uns.ac.rs/searchDissertations.jsf
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3.1.5. Подаци неће бити депоновани у репозиторијум, али ће бити чувани.  

Образложење 

________________________________________________________________ 

 

3.2 Метаподаци и документација података 

3.2.1. Који стандард за метаподатке ће бити примењен?_________________ 

 

3.2.1. Навести метаподатке на основу којих су подаци депоновани у 

репозиторијум.___________________________________________________________ 

 

Ако је потребно, навести методе које се користе за преузимање података, 

аналитичке и процедуралне информације, њихово кодирање, детаљне описе 

варијабли, записа итд. 

__________________________________________________________________ 

 

3.3 Стратегија и стандарди за чување података 

3.3.1. До ког периода ће подаци  бити чувани у репозиторијуму? ________ 

3.3.2. Да ли ће подаци бити депоновани под шифром? Да   Не 

3.3.3. Да ли ће шифра бити доступна одређеном кругу истраживача? Да   Не 

3.3.4. Да ли се подаци морају уклонити из отвореног приступа после 

извесног времена? Да   Не 

Образложити 

__________________________________________________________________ 

4. Безбедност података и заштита поверљивих информација 

 

Овај одељак МОРА бити попуњен ако ваши подаци  укључују личне податке 

који се односе на учеснике у истраживању. За друга истраживања треба такође 

размотрити заштиту и сигурност података.  
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4.1 Формални стандарди за сигурност информација/података 

Истраживачи који спроводе испитивања с људима морају да се придржавају 

Закона о заштити података о личности 

(https://www.paragraf.rs/propisi/zakon_o_zastiti_podataka_o_licnosti.html) и 

одговарајућег институционалног кодекса о академском интегритету.   

 

4.1.2. Да ли је истраживање одобрено од стране етичке комисије? Да Не 

Ако је одговор Да, навести датум и назив етичке комисије која је одобрила 

истраживање____________________________________________________________ 

 

4.1.2. Да ли подаци укључују личне податке учесника у истраживању? Да Не 

Ако је одговор да, наведите на који начин сте осигурали поверљивост и 

сигурност информација везаних за испитанике: 

а) Подаци нису у отвореном приступу 

б) Подаци су анонимизирани 

ц) Остало, навести шта 

________________________________________________________________ 

 

5. Доступност података 

 

5.1. Подаци ће бити  

а) јавно доступни 

б) доступни само уском кругу истраживача у одређеној научној области   

ц) затворени 

 

Ако су подаци доступни само уском кругу истраживача, навести под којим 

условима могу да их користе_____________________________________________ 

 

https://www.paragraf.rs/propisi/zakon_o_zastiti_podataka_o_licnosti.html


  Sandra Bučko – Doktorska disertacija 

     

126 

 

Ако су подаци доступни само уском кругу истраживача, навести на који 

начин могу приступити подацима: _______________________________________ 

 

5.4. Навести лиценцу под којом ће прикупљени подаци бити архивирани. 

________________________________________________________________ 

 

6. Улоге и одговорност 

 

6.1. Навести име и презиме и мејл адресу власника (аутора) података 

Сандра Бучко, sandranj@uns.ac.rs  

 

6.2. Навести име и презиме и мејл адресу особе која одржава матрицу с 

подацимa 

Сандра Бучко, sandranj@uns.ac.rs  

 

6.3. Навести име и презиме и мејл адресу особе која омогућује приступ 

подацима другим истраживачима 

Сандра Бучко, sandranj@uns.ac.rs  

 

 


