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Nema

Seme tikve (Cucurbita pepo) obiluje kako uljem
tako i proteinima. Nakon izdvajanja ulja, proteini se
koncentriSu u uljanoj pogaci, sekundarnom proizvodu
procesa proizvodnje ulja, gde njihov sadrzaj dostize do
65%. Proteini semena tikve su primamljiv sastojak za

prehrambenu, farmaceutsku i kozmeti¢ku industriju zbog



svoje farmakoloSke aktivnosti 1 visoke bioloske
vrednosti. Pored toga, buduci da su mnogi proizvodi ovih
industrija po svojoj koloidnoj prirodi emulzije, proteini
semena tikve bi se u njima mogli na¢i i kao prirodne
povrsinski  aktivne  materije. Medutim, koloidna
funkcionalnost proteina semena tikve se jo$ uvek
potcenjuje zbog globularne strukture za koju se vezuju
slabija funkcionalna svojstva u odnosu na proteine sa
fleksibilnijom  strukturom. Prema tome, cilj ove
disertacije  je ispitivanje  funkcionalnih  osobina
proteinskog izolata semena tikve, pre svega njegovih
adsorpcionih 1 emulgujucih svojstava, kao 1 ispitivanje
uticaja promene proteinske strukture putem enzimske
hidrolize na ispitivana svojstva.

Pripremljeni su izolat proteina semena tikve
(IPST) i dva enzimska hidrolizata, H1 i H2. IPST, H1 i
H2 su okarakterisani odredivanjem sadrzaja vlage,
proteina 1 pepela, =zatim, odredivanjem prinosa,
molekulske mase i zeta potencijala. Ispitan je uticaj
koncentracije proteina/peptida (0,0001-1 g/100 cm®), pH
(3-8) i jonske jagine (0-1 mol/dm® NaCl) na
rastvorljivost 1 adsorpciona  svojstva:  dinamicki
medupovrsinski pritisak (ulje/voda), staticki povrSinski
(vazduh/voda) 1 medupovrSinski (ulje/voda) pritisak,
Kinetiku adsorpcije i dilatacionu reologiju proteinskih
adsorpcionih filmova. Nakon toga, ispitan je i uticaj
pomenutih parametara na emulziona svojstva IPST, H1 i

H2. Emulgujuéa svojstva IPST, H1 1 H2 su



Datum prihvatanja teme od
strane Senata:
DP

Datum odbrane:
DO

okarakterisana na osnovu prose¢nog precnika kapljica
emulzija, raspodele veli¢ina kapljica 1 stabilnosti
emulzija.

Utvrdeno je da je prinos IPST ve¢i od prinosa oba
hidrolizata za oko 65 %. IPST ima najnizu rastvorljivost
na pH=5, §to ujedno predstavlja i njegovu izoelektricnu
tacku. Enzimskom hidrolizom IPST znafajno se
povecava rastvorljivost, posebno na pl=5. Povecanje
jonske jacine je izazvalo salting—in ili salting—out efekat
rastvorljivosti kod svih uzoraka u zavisnosti od pH.
IPST, H1 1 H2 poseduju povrSinsku aktivnost pri cemu je
povrsinski/medupovrsinski pritisak H1 i H2 manje
zavistan od promene pH i jonske jacine u poredenju sa
povrsinskim/medupovrSinskim pritiskom IPST.
Adsorpcijom na granicu faza IPST i oba hidrolizata
obrazuju  adsorpcione filmove sa dominantnom
elasticnom komponentom. Emulgujuéa svojstva IPST,
H1 i H2 zavise od koncentracije uzorka, pH vrednosti i
jonske jac¢ine kontinualne faze. Pri koncentraciji od 1
g/100 cm® i 1.=0 mol/dm® pripremljene emulzije su
stabilne na svim pH osim emulzije IPST na pH 5. Sve

emulzije podlezu gravitacionoj nestabilnosti.

28.12.2017.
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Pumpkin (Cucurbita pepo) seed is rich source of
both, oil and proteins. Once the oil has been extracted,

proteins concentrate in oil cake, a by—product of the oil



extraction process, where their content can reach up to
65%. Pumpkin seed proteins are desirable ingredient in
food, pharmaceutical and cosmetic industry due to their
pharmacological activities and high biological value.
Moreover, since many of products of these industries are,
in colloidal terms, emulsions, pumpkin seed proteins
could serve as surface active materies. However,
colloidal functionality of pumpkin seed proteins is still
underestimated for their globular structure which entails
inferior functional properties to functional properties of
proteins with more flexible structure. Based on that, the
aim of this dissertation is to investigate functional
properties of pumpkin seed protein isolate, adsorption
and emulsifying properties, in the first place, and then to
investigate the influence of modification of the protein
structure, by means of enzymatic hydrolysis, on the
aforementioned properties.

Pumpkin seed protein isolate, IPST, and two
enzymatic hydrolysates, H1 and H2, were prepared.
IPST, H1 and H2 were characterized by determination of
moisture, ash and protein content, then, by determination
of protein recovery, molecular mass and zeta potential.
Influence of the protein/peptide concentration (0.0001-1
g/100 cm®), pH (3-8) i ionic strength (0-1 mol/dm?®
NaCl) on the solubility and adsorption properties:
dynamic interfacial (oil/water) pressure, static surface
(air/water) and interfacial (oil/water) pressure, adsorption

kinetics and interfacial dilatational properties, was
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investigated next. In the end, influence of the
aforementioned pharameters on the emulsifying
properties of IPST, H1 and H2 was investigated.
Emulsifying properties of IPST, H1 and H2 were
discussed in terms of mean droplet diameter, droplet size
distribution and emulsion stability.

Protein recovery of IPST was determined to be 65
% higher than recovery of H1 and H2. Solubility of IPST
was the lowest at pH 5, what presents the isoelectric
point. The enzymatic hydrolysis of IPST significantly
increased solubility, especialy at the isoelectric point.
Increase in the ionic strenght led to salting—in or salting—
out effect depending on pH of the sample. Three
investigated samples, IPST, H1 and H2 exhibited surface
activity, however, sufrace/interfacial pressure of H1 and
H2 were found to be less influenced by change in pH or
ionic strenght of the solution in comparison to the IPST.
Once adsorbed to the interface IPST and both
hydrolysates form interfacial film with dominant elastic
component. Emulsifying properties of IPST, H1 and H2
depend on the concentration, pH and ionic strength of the
continuous phase. Stabile emulsions were formed at
concentration of 1 g/100 cm® and 1.=0 mol/dm?
regardless of pH, with the exception of the IPST at pH 5.
All emulsions were susceptibile to gravitational

separation.

28.12.2017.
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Adsorpciona i emulgujuéa svojstva proteinskog izolata i hidrolizata semena tikve (Cucurbita pepo)

1. UVOD

Mnogi proizvodi prehrambene, farmaceutske 1 kozmeticke industrije su po svojoj
koloidnoj prirodi emulzije, koje, sa stanovista njihove upotrebe, treba da zadovolje niz
zahteva po pitanju koloidne stabilnosti, disperznih osobina, teksturalnih svojstava i sl. U
tom cilju, njima se dodaju razli¢ite supstance kao $to su emulgatori, reoloski modifikatori
I stabilizatori koje mogu biti prirodnog, polusinteti¢kog ili sintetickog porekla. Poslednjih
godina postoji snazan trend, pre svega u prehrambenoj industriji, u koriS¢enju iskljucivo
materija prirodnog porekla. U svojstvu prirodnih emulgatora prehrambenim proizvodima
se Cesto dodaju proteini, od kojih se najvise koriste natrijum—kazeinat i proteini surutke.
Istovremeno, sve je veca teznja da se proteini zivotinjskog porekla, kao nosioci koloidne
funkcionalnosti, zamene sa proteinima biljnog porekla. Ta teznja proizilazi iz nekoliko
razloga: a) proizvodi koji sadrze sastojke isklju¢ivo biljnog porekla su prilagodeni i
grupama potroSaca sa restriktivnom ishranom (iz religijskih razloga, vegetarijancima,
veganima itd.), b) za proizvodnju biljnih proteina trosi se daleko manje energije u
poredenju sa proizvodnjom proteina zivotinjskog porekla pri ¢emu se smanjuje pritisak
na zivotnu sredinu, C) biljni proteini su jeftiniji 1 poti¢u iz lako dostupnih i1 obnovljivih
izvora, d) zdravstvena bezbednost (ucestale alergijske rekacije na proteine mleka, prioni,
i sl.).

Poznato je da su uljarice bogat izvor proteina, gde sadrzaj proteina u uljanoj
pogaci, nus proizvodu koji zaostaje nakon izdvajanja ulja iz semena, iznosi ¢ak oko 60%.
Ti proteini se, medutim, danas koriste skoro iskljucivo kao jeftin izvor aminokiselina u
humanoj 1 pogotovo u animalnoj ishrani, dok je moguénost njihove upotrebe kao nosioca
koloidne funkcionalnosti u prehrambenim proizvodima nedovoljno ispitana i skoro

potpuno neiskoris¢ena.
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Jedna od uljarica sa visokim sadrzajem proteina jeste i tikva (Cucurbita pepo), ¢ije
seme sadrzi 31,5%-51% ulja i 24,5-36% proteina. Proteini koji nakon cedenja ulja
zaostaju u uljanoj pogaci zauzimaju i do 65% njenog sadrzaja. Glavnu proteinsku frakciju
u semenu tikve ¢ini 12S globulin — Kukurbitin, koga prate 2S abumini koji zajedno ¢ine
60% od ukupnih proteina semena tikve. Proteini semena tikve ispoljavaju bioloSku i
farmakoloSku aktivnost, pri ¢emu je ustanovljeno da imaju antidijabeticko, antimikrobno,
antiinflamatorno i antikancerogeno dejstvo, da inhibiraju mehanizme koagulacije krvi,
kao 1 da ublazavaju negativne posledice pothranjenosti. Sa druge strane, studije o
njihovim koloidnim osobinama su vrlo retke, naroCito kada se radi o povrSinskoj
aktivnosti, adsorpcionim i emulgujué¢im svojstvima. Uzrok ovakve situacije lezi u slaboj
rastvorljivosti biljnih proteina, posebno u kiseloj sredini, koja predstavlja jedan od
osnovih preduslova za ispoljavanje koloidne funkcionalnosti proteina.

PoboljSanje rastvorljivosti proteina moze se posti¢i modifikacijom strukture
proteina, a jedan od najefikasnijih nacina modifikacije predstavlja hidroliza proteina
upotrebom enzima. Enzimskom hidrolizom proteina dobijaju se hidrolizati sa niZom
molekulskom masom i delimi¢no degradiranom tercijernom i sekundarnom strukturom,
Sto obezbeduje vecu rastvorljivost hidrolizata i izmenjenu koloidnu funkcionalnost u
odnosu na nativni protein. Pored toga, enzimska hidroliza poboljSava nutritivnu vrednost

I bioaktivna svojstva nativnog proteina uz redukciju njegovog alergijskog potencijala.

1.1. CILJ DISERTACIJE

Osnovni cilj istrazivanja je ispitivanje mogucénosti koriS¢enja proteina semena
tikve (Cucurbita pepo) za formiranje adsorpcionih proteinskih filmova na povrSini
dispergovanih kapi ulja kao i mogucnosti formiranja stabilnih emulzija. U tom cilju
proteini semena tikve ¢e se izolovati iz uljane pogace, kao nus proizvoda u procesu
dobijanja hladno cedenog ulja, ¢ime ¢e se dobiti izolat proteina semena tikve (IPST).

Enzimskom hidrolizom izolata sa dva enzima, alkalazom i pepsinom, dobijaju se dva

2



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

hidrolizata proteina semena tikve, H1 1 H2, respektivno, uz ocekivano povecanje
rastvorljivosti hidrolizata.

U cilju karakterizacije IPST, H1 i H2 odredi¢e se molekulska masa dobijenih
proteina/peptida, zatim, sadrzaj vlage, pepela i proteina, i prinos procesa izolavanja.
Tenziometrijsko ispitivanje adsorpcije IPST, H1 i H2 na granici faza ulje/voda i
vazduh/voda pri razli¢itim uslovima sredine (pH, jonska jacina, koncentracija
proteina/peptida) omoguéi¢e definisanje korelacije izmedu, prethodno odredenih,
molekularnih osobina proteina/peptida i mehanizama formiranja adsorpcionih filmova.
Ispitivanje reoloskih osobina proteinskih adsorpcionih filmova na granici faza ulje—
proteinski rastvor dace uvid u njihovo ponaSanje prilikom dilatacionih deformacija §to je
u vezi sa koloidnom stabilno§¢u emulzija i ponaSanjem proteinskih adsorpcionih filmova
prilikom izlaganja mehani¢kom stresu. Ispitae se emulgujuce osobine IPST, H1 1 H2
pripremom emulzije tipa ulje u vodi, pri razli¢itim uslovima (koncentracija
proteina/peptida, pH, jonska jacina). Odredi¢e se disperzne osobine i sedimentaciona
stabinost pripremljenih emulzija. Time ¢e se definisati sposobnost IPST, H1 i H2 da

stabilizuju emulzije pri raznim uslovima sredine realnih prehrambenih proizvoda.
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2. TEORIJSKI DEO SA PREGLEDOM
LITERATURE

2.1. ADSORPCIONI FILMOVI NA GRANICI FAZA
TECNO/TECNO I TECNO/GAS

2.1.1. ADSORPCIJA KOLOIDA NA GRANICU FAZA

Granica faza predstavlja uzani region izmedu dve faze koje se medusobno
razlikuju po hemijskoj i fizickoj gradi i osobinama, agregatnom stanju, sadrZaju energije 1
drugom. Prema agregatnom stanju faza razlikuju se pet granica faza te¢no/gasovito,
te¢no/te¢no, te¢no/Cvrsto, ¢vrsto/gasovito i ¢vrsto/¢vrsto (Dakovic¢, 2006; McClements,
2004a), dok ¢e se za potrebe ove disertacije razmatrati samo te¢no/gasovito i te¢no/te¢no.

Molekuli na granici faza su uvek u dodiru sa molekulima druge faze pri cemu se
njihovo energetsko stanje razlikuje od energetskog stanja molekula u unutrasnjosti faze.
Naime, molekuli na granici faza tecnost/gas poseduju visak energije, koja se naziva
slobodna povrSinska energija, a koja predstavlja rezultantu sila koje deluju na molekule
na granici faza i koja tezi da molekule iz granice faza uvuce u unutrasnjost te¢ne faze
svodeci slobodnu povrsinu granice faza na minimum. Na granici faza te¢no/tecno javice
se razli¢ita uzajamna dejstva izmedu molekula razli¢ith faza kao Sto su privlaéne sile
istorodnih molekula iz unutrasnjosti faza (kohezione sile) ali i privlacne sile molekula
susedne faze sa kojima su u dodiru (adhezione sile). U oba slucaja, bilo da se radi o

granici faza te¢no/gas ili teCno/te¢no, povecanje slobodne povrsine granice faza zahteva
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izvestan utroSak rada. UtroSeni rad zavisi od povrSinskog (u slucaju granice faza
teCno/gas), odnosno medupovrSinskog napona (u slucaju granice faza tecno/te¢no), koji
predstavlja silu potrebnu da bi se na granici faza raskinula monomolekularna opna
jedini¢ne duzine. PovrSinski/medupovrSinski napon je utoliko veéi ukoliko su jace
medumolekulske sile date te¢nosti (Bos 1 Van Vliet, 2001; Dakovi¢, 2006; Dukhin i sar. ,
1995; Karbaschi i sar., 2014; McClements, 2004a; Wilde, 2000).

Tec¢na faza moZe da bude rastvor u kome su pored molekula rastvaraca prisutni i
molekuli rastvorene materije. U zavisnosti od medudejstva sa molekulima rastvaraca
molekuli rastvorene materije nalaze se u razli¢itim koncentracijama u unutrasnjosti i na
granici faza, i u razli¢itoj meri uti¢u na povrsinski/medupovrsinski napon. AKo rastvorena
materija povecava povrsinski napon, koncentracija rastvorka na granici faza je manja u
odnosu na koncentraciju u rastvoru. U suprotnom, rastvorena materija smanjuje
povrsinski/medupovrsinski napon ukoliko je njena koncentracija na granici faza veca od
koncentracije u rastvoru (bakovi¢, 2006).

Materije koje smanjuju povrsinski/medupovrSinski napon te¢nosti nazivaju se
povrsinski aktivne materije (PAM). Smanjenje povrSinkog/medupovrsinskog napona
usled adsorpcije PAM na granicu faza se iskazuje pomocu povrSinskog/medupovrsinskog

pritiska, 7 (mN/m), koji se dobija iz sledece jednacine (Langevin, 2000):

T=0q-0 1)

gde je o9 (MN/m) povrsSinski/medupovrsinski napon Ciste granice faza
vazduh/voda ili  ulje/voda, respektivno, dok o (MmN/m) predstavlja
povrsinski/medupovrSinski napon vazduh/voda ili ulje/voda, respektivno, u prisustvu
PAM. Sto je PAM efikasnija u smanjivanju termodinami¢ki nepovoljnih interakcija na
granici faza, odnosno u snizavanju g, to je veca vrednost 7.

Vrednost 7 raste sa povec¢anjem koncentracije PAM kako u kontinualnoj fazi, tako
I na granici faza, I, sve do postizanja ravnotezne koncentracije na granici faza, I, kada

) Lot

se dostize ravnotezni povrsinski/medupovrsinski pritisak, 7z (mN/m). Nakon dostizanja z,

5
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7 postaje nezavistan od daljeg povecanja koncentracije PAM, te zadrZzava vrednost 7=r,
(Katona i sar., 2010; McClements, 2004a; McClements i Jafari, 2018; Milanovic¢ i sar.,
2014). Vrednost r, zavisi od karakteristika molekula PAM, nacina njihovog pakovanja na
granici faza i od interakcije sa molekulima kontinualne i disperzne faze (McClements,
2004a). Prema tome, povrSinski aktivne materije se mogu podeliti na niskomolekulske
PAM koje karakteriSe izrazita povrSinska aktivnost |1 znacajno povecanje
povrsinskog/medupovrsinskog pritiska ve¢ pri malim koncentracijama i na materije koje
pokazuju kontinuiran umeren rast povrSinskog/medupovrsSinskog pritiska sa povecanjem
koncentracije, $to je karakteristicno za makromolekulske rastvore (proteini i polisaharidi)
(slika 1). Vrednost ravnoteznog povrsinskog/medupovrSinskog pritiska, 7
makromolekulskih rastvora je daleko niZa od vrednosti 7 koja se moze posti¢i upotrebom
niskomolekulskih PAM  (Dakovi¢, 2006; Leal-Calderon i sar., 2007; McClements,
2004a; McClements i Jafari, 2018).

40
?30 | Niskomolekulske
= PAM T
=

20
é Proteini Tc°°
=10 A /

o
0 | l\lr ¥
10° 10" 10° 10° 10°

c

Slika 1. Zavisnost medupovrsinskog pritiska od koncentracije PAM, makromolekulskih

rastvora (protein) i niskomolekulske PAM (McClements, 2004a)
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Nizi ravnoteZzni povrSinski/medupovrSinski pritisak proteina je posledica
kompleksne strukture proteina. Za razliku od niskomolekulskin PAM koje imaju jasno
definisanu polaranu glavu i nepolaran rep, hidrofilne i hidrofobne aminokiselinske
rezidue se nalaze nasumicno lokalizovane u primarnoj strukturi proteina. Obrazovanjem
tercijerne strukture stvaraju se izdvojene hidrofilne i hidrofobne grupice na povrSini
proteina. Prilikom adsorpcije na granicu faza ulja i vode, samo je jedan deo hidrofobnih
grupa u poziciji da se adsorbuje, dok veci deo proteinskog molekula ostaje u vodenoj fazi
usled konformacionih ograni¢enja. Kao posledica toga, pakovanje proteina na granici
faza nije idealno, te i u slucaju zasi¢ene granice faza proteinima, velika frakcija granice
faza ostaje u stanju visoke slobodne energije, odnosno nizeg povrSinskog pritiska

(Damodaran, 2005).

2.1.2. KINETIKA ADSORPCIJE

Povrsinski/medupovrsinski pritisak rastvora PAM odreduje se kada je granica faza
u ravnoteznom stanju. Medutim, za mnoge industrijske i bioloske procese su znacajne
informacije koje se dobijaju merenjem dinamickog povrSinskog/medupovrSinskog
pritiska, odnosno kontinuiranim merenjem povrSinskog/medupovrSinskog pritiska od
trenutka formiranja granice faza pa sve do dostizanja ravnoteznog stanja.
Povrsinski/medupovrsinski napon, o, novoformirane granica faza vazduh/rastvor PAM ili
ulje/rastvor PAM, respektivno, se skoro ne razlikuje od povrsinskog/medupovrsinskog
napona Cistog rastvaraca, oy, Sto znaci da je povrSinski/medupovrSinski pritisak = 0
mN/m. Tokom vremena, z raste do postizanja ravnotezne vrednosti, .. VremenskKi
period potreban za uravnotezavanje granice faza varira od nekoliko milisekundi do
nekoliko dana, u zavisnosti od koncentracije i tipa PAM (Dukhin i sar., 1995; Eastoe |
Dalton, 2000).

Vreme potrebno za dostizanje ravnoteznog stanja granice faza zavisi od brzine

transporta materija iz rastvora do granice faza, odnosno od difuzionih procesa, pa se
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odredivanje dinamickog povrSinskog/medupovrSinskog pritiska koristi za njihovo
karakterisanje, odnosno za pracenje kinetike adsorpcije PAM na granicu faza (Dukhin i
sar., 1995; Eastoe i Dalton, 2000; Karbaschi i sar., 2014).

Adsorpcija PAM na granicu faza predstavlja dinamican proces Koji se moze
prikazati kroz dva koraka (slika 2): 1) kretanje PAM iz kontinualne faze do granice faza
ulje i voda — difuzioni model (slika 2a—b); Il) prelazak iz kontinualne faze na granicu faza
— kineticko—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).

| Difuzioni model: Prvi korak adsorpcije PAM se moze 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,
I, je niza od ravnotezne koncentracije, I_, a brzina kojom se dostize I se
povecava sa povecanjem brzine difuzije PAM 1 povecanjem koncentracije

PAM u kontinualnoj fazi.

%
v
-

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)
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Nakon dostizanja ravnoteznog stanja, /=/I_ , brzina adsorpcije se usporava
zbog zasiCenosti granice faza PAM, tj. zbog smanjenog broja slobodnih
mesta za adsorpciju na granici faza. Ovaj model je pogodan za
interpretaciju adsorpcije pri samom pocetku formiranja granice faza kada je
povrsina granice faza slobodna (Dukhin i sar., 1995; McClements, 2004a;
Miller i sar., 2017).

Matematickim putem proces adsorpcije PAM se moZze opisati Ward i

Tordai jednac¢inom (Ward, A.F.H., Tordai, 1946):

I(t) = 200\/ Kot 2\/kﬂ jf c.d(Jt-1) (2)

314 314

gde ¢, predstavlja koncentraciju rastvora PAM, kgt je koeficijent difuzije,
Cs je koncentracija PAM u blizini granice faza, t predstavlja vreme i t
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, jednacina se skracuje:

kdiff‘t
F(t) = 2C0 &ﬂ (3)

Povezivanjem /" sa o preko jendacine (4):
o-09=-NRTI" 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 uvr§tavanjem u jednacinu (3)
dobija se kona¢na jednaéina (Eastoe i Dalton, 2000; Fainerman i sar.,
1994):
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oo — o0 =2nRTcy kdiﬁt odnosno z= 2nRTcy I(difft

Q)
314 314

Na osnovu ove jednaCine, u toku adsorpcije kontrolisane iskljucivo
difuzionim mehanizmom, funkcija zavisnosti = od t* je linearna a njen
nagib predstavlja konstantu difuzije, kg (Fainerman i sar., 1994; Jarpa-
Parra i sar., 2015; Tang i Shen, 2015).

Kineti¢cko—difuzioni model: U praksi, kada se PAM nade u neposrednoj
blizini granice faza adsorpcija se ne odvija nesmetano, ve¢ je potrebno
savladati jednu ili viSe energetskih barijera da bi doSlo do adsorpcije. Prema
tome, samo nekolicina PAM koje se nadu u neposrednoj blizini granice
faza, zaista bude i adsorbovano. Kinetika adsorpcije u ovakvim sistemima
prvenstveno zavisi od postojecih energetskih barijera, koje se mogu javiti iz
nekoliko razloga (Eastoe i Dalton, 2000; Kralchevsky i Nagayama, 2000;
McClements, 2004a; Ruiz-Henestrosa i sar., 2009):

» prisustva  repulsivnih  interakcija  (elektrostatickih,  sternih,
hidratacionih, itd.) izmedu PAM i prethodno adsorbovanih molekula

koji se ve¢ nalaze na granici faza;

» ispunjenosti uslova pod kojima ¢e neka PAM adsorbovati na granicu
faza. Na primer, globularni proteini ¢e se adsorbovati na granicu faza
samo ukoliko su njihovi hidrofobni delovi okrenuti ka granici faza u

trenutku sudara;

» sposobnosti PAM da formiraju micele, pri ¢emu adsorpcija PAM na
granicu faza zavisi od koncentracije, kako micela tako i monomera,

kao i od dinamike formiranja, odnosno, raspadanja micela.

10
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2.1.3. REOLOSKE OSOBINE ADSORPCIONIH FILMOVA

Reologija adsorpcionih filmova se bavi prouc¢avanjem povezanosti deformacije
adsorpcionih filmova u zavisnosti od sila koje na njih deluju u odredenom vremenskom
periodu (Bos i Van Vliet, 2001; Murray, 2002). Uzimaju¢i u obzir ¢injenicu da su
deformacije adsorpcionih filmova sastavni deo mnogih industrijskih procesa, uvid u
ponasanje adsorpcionog filma tokom delovanja deformacije 1 karakterizacija
relaksacionih procesa koji se odvijaju u strukturi adsorpcionog filma nakon prestanka
delovanja sila pruza kljucne informacije potrebne za modifikovanje 1 efikasnije
upravljanje tim procesima (Karbaschi i sar., 2014). Reoloska analiza naj¢e$¢e primenjuje
smicajne i dilatacione deformacije. Smicajnim deformacijama se menja oblik
adsorpcionog filma pri ¢emu njegova povrSina ostaje konstantna dok dilatacione
deformacije podrazumevaju promenu povrsine adsorpcionog filma, bilo povecanjem ili
smanjivanjem, zadrzavajuc¢i prvobitni oblik adsorpcionog filma (Bos i Van Vliet, 2001;
Dukhin i sar., 1995; Miller i sar., 2010; Ravera i sar., 2010). Razlika izmedu dilatacione i
smicajne reoloSke analize adsorpcionih filmova jeste to $to na dilatacionu reologiju utice
1 kinetika adosrpcije 1 desorpcije PAM, usled povecavanja i1 smanjivanja povrSine
adsorpcionog filma, dok smicajna reologija posmatra samo materijal koji je sastavni deo
adsorpcionog filma, pruzajuéi vise informacija o strukturama koje se tu nalaze (Miller i
sar., 2010; Murray, 2002).

2.1.3.1. Dilataciona reologija adsorpcionih filmova

Dilatacione reoloSke osobine adsorpcionih filmova se mogu ispitivati primenom
prolaznih i harmoni¢nih oscilacija povrsine granice faza. Kao odgovor na saopStene
oscilacije dolazi do promena povrSinskog/medupovrSinskog napona. Postoji nekoliko
metoda za odredivanje dilatacionih reoloskih osobina adsorpcionih filmova putem
merenja povrsinskog/medupovrSinskog napona ali trenutno jedna od najeksploatisanijih

metoda je metoda analize profila kapi ili mehuriéa — PAT metoda (Berry i sar., 2015;

11
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Eastoe 1 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 moguénost merenja kako na granicama faza te¢no/te¢no tako i na granicama
faza te¢no/gas. Pored toga, vremenski interval merenja PAT metodom iznosi od 1 s do
nekoliko dana, Sto omogucava pracenje 1 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 mehuri¢a. Tenziometar za
analizu profila kapi je Sematski prikazan na slici 3. Merenje na tenziometru za analizu
profila kapi i mehurica se izvodi tako Sto se istisne kap tecnosti za analizu na vrhu igle
mikro Sprica koji se nalazi u komori za merenje ispunjenom gasom ili nekom drugom
tecnosti u zavisnosti od toga koja se granica faza posmatra. Oblik istisnute kapi zavisi od
dve sile koje deluju na kap, od povrSinskog/medupovrsinskog napona koji tezi da
formirana kap bude sfernog oblika i od sile gravitacije koja izduzuje kap. Kamera snima
kap osvetljenu izvorom svetlosti, koji obezbeduje jasniju sliku kapi, i snimljene podatke

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

Igla

Kamera \
Racunar |

Mikro Spric

Izvor svetlosti

Slika 3. Sematski prikaz tenziometra za analizu profila kapi i mehurié¢a (Soleimani i sar.,
2018).

12
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Slika 4. Sematski prikaz softverske obrade slike PAT metodom: slika viseée kapi,
odredivanje koordinata profila kapi 1 skup teoretski odogovarajucih profila

eksperimentalnim podacima (Javadi i sar., 2013).

Zadatak softvera je da obradi dobijenu sliku kapi, odredi koordinate njenog profila
i, zatim, odredene koordinate fituje sa Gaus—Laplasovom (eng. Gauss—Laplace)
jednacinom (Berry i sar., 2015; Javadi i sar., 2013; Miller i sar., 2010). Softverska obrada
slike kapi je Sematski prikazana na slici 4.

Nakon fitovanja eksperimentalnih parametara dobijaju se izlazni parametri
merenja: povrsinski/medupovrsinski napon, povrSina kapi, zapremina kapi i radius
zakrivljene povrsine. Da bi se odredile dilatacione reoloske osobine adsorpcionog filma
na granici faza, istisnuta kap se podvrgava harmoni¢nim deformacijama u vidu povecanja
I smanjenja povrsine kapi kontrolisanim istiskivanjem i uvlacenjem tecnosti (Miller i sar.,
2010). Povrsinski/medupovrsinski napon se menja proporcionalno saopstenoj oscilaciji i,
u slucaju potpuno elasticnih adsorpcionih filmova, prati promenu povrsSine filma bez
kasnjenja. Medutim, u praksi se najceS¢e belezi odredeno kasnjenje reakcije, @ (s),
povrsinskog/medupovrsinskog napona, y (mN/m), na saopStene deformacije, odnosno na
oscilacije povrsine, A (mm?), 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).

13
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v/ mM/m
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Slika 5. Uticaj harmonic¢nih oscilacija povrsine adsorpcionog filma na povrsinski/

medupovrsinski napon (Ravera i sar., 2010).

Furijer—ovom (eng. Fourier) analizom dobijenih eksperimentalnih rezultata
dobijaju se dilatacioni reoloski parametri adsorpcionog filma u vidu parova podataka kao

Sto su (Miller i sar., 2010):

» moduo elasti¢nosti, E*, i fazni ugao J;

» dilataciona elasti¢nost, £, i dilatacioni viskozitet, £ .

Dilataciona viskoelasti¢nost ili, kako se jo$ naziva, moduo elasti¢nosti, E*, je
kompleksan parametar koji zavisi od frekvencije oscilacija, a koji po Gibbs—u predstavlja
odgovor adsorpcionog filma u vidu promene medupovrSinskog napona na dilatacione
promene povrsine granice faza, A. Gibbs—ov dilatacioni modul ¢ine dve komponente:
elasti¢éna komponenta tj. dilataciona elasti¢nost, £, koja predstavlja potencijalnu energiju
adsorpcionog filma, i rasipna komponenta, takozvani dilaticoni viskozitet, £, Koji

predstavlja energiju potrebnu za relaksacione procese u adsorpcionom filmu. Gibbs—ov
14
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dilatacioni modul se kvantitativno predstavlja kao kompleksan dilatacioni modul, E*, Koji
¢ine realni 1 imaginarni deo, tj. elasti¢na 1 viskozna komponenta, respektivno. Rac¢una se
po formuli (6) (Berton-Carabin i sar., 2018; Miller i sar., 2010; Ravera i sar., 2010; Ruiz-

Henestrosa i sar., 2009)

mcos(5)+|m5m(5) (6)

E*=E'+IE"=
gde je Ay pocdetna povrSina kapi pre oscilacija, zatim Ao i 44 su promene
povrsinskog/medupovrSinskog napona 1 povrSine kapi, respektivno, usled harmoni¢nih
oscilacija, a ¢ je fazni pomak izmedu dilatacionih oscilacija i odgovora adsorpcionog
filma na saopstene oscilacije. Za idealno elasticne materijale, dilatacione oscilacije 1
odgovor adsorpcionog filma su u fazi, 6 = 0°, a imaginarni deo jednak je nuli, dok kod
idealno viskoznih adsorpcionih filmova ¢ iznosi 90°, a realna komponenta je jednaka nuli
(Bos i Van Vliet, 2001; Karbaschi i sar., 2014; Mendoza i sar., 2014).

Na osnovu modula elasticnosti 1 njegovih sastavnih parametara mogu se
karakterisati adsorpcioni filmovi u ravnoteznom stanju i prilikom re—ekvilibracije nakon
primenjenih oscilacija adsorpcionog filma. Odredivanjem dilatacionih reoloskih
parametara adsorpcionog filma dobijaju se informacije o difuzionoj razmeni,
molekulskim reorijentacijama, povrSinskoj agregaciji, kao 1 o drugim kinetickim
procesima koji se mogu odvijati u adsorpcionom filmu (Ravera i sar., 2010). Pored toga,
moduo elasti¢nosti, zajedno sa ostalim parametrima, se sve ¢e$¢e povezuje sa uc¢inkom
emulgatora u stabilizaciji kapljica emulzije tokom homogenizacije i nakon toga, u
obezbedivanju njihove stabilnosti (Berton-Carabin i sar., 2018; Karbaschi i sar., 2014;
Miller i sar., 2010).
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2.14. EMULGUJUCE MATERIJE I STABILNOST EMULZIJA

Emulzije su dvo ili viSe fazni te¢ni disperzni sistemi kod kojih je najmanje jedna
teCnost — disperzna (diskontinualna) faza, rasporedena u vidu kapljica u drugoj tecnosti —
disperznom sredstvu (kontinualnoj fazi). Disperzna faza i disperzno sredstvo su
medusobno nemesljivi. 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; Bakovié¢, 2006; McClements, 2004a; Petrovic, 2016).

Emulzije se dobijaju u postupku homogenizacije pri ¢emu se povecava granica
faza izmedu dve nemesljive teCnosti na ra¢un ulozenog rada. UtroSeni rad, A, se moze

predstaviti jednac¢inom (7) (Dakovi¢, 2006; Petrovié¢, 2016):

A=c AS )

gde ¢ (mN/m) predstavlja medupovrsinski napon, a A4S (m?) poveéenje slobodne povrsine
koja dostize i do nekoliko m® po gramu disperzne faze (Berton-Carabin i sar., 2018).
UtroSeni rad ujedno povecava 1 potencijalnu energiju emulzija, ¢ine¢i th termodinamicki
nestabilnim sistemima koji teZze da smanjenjem slobodne povrSine, zapravo smanje
nepovoljne interakcije izmedu dve faze. Kao posledica toga, dolazi do pokretanja
fizicko—hemijskih mehanizama destabilizacije emulzija koji mogu dovesti do smanjenja
stepena disperznosti ili, u krajnjem slucaju, do razruSavanja emulzije i izdvajanja uljne
faze na povrsini preparata (Damodaran, 2005; Hu 1 sar., 2017; McClements, 2004b;
Petrovi¢, 2016).

Pojam “stabilnost emulzija” se odnosi na sposobnost emulzije da se odupre
promenama fizicko—hemijskih karakteristika tokom vremena: $to je emulzija stabilnija, to
sporije dolazi do promene njenih osobina (Hu i sar., 2017; McClements, 2004a). Promene
emulzija se usporavaju dodatkom supstanci poznatih kao emulgujuc¢e materije koji imaju

sposobnost odrzavanja emulzije u termodinamicki nepovoljnom — metastabilnom stanju,
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¢ine¢i emulziju kineticki stabilnom (Holmberg i sar., 2002; Leal-Calderon i sar., 2007;
Milinkovi¢ i sar., 2018).

2.1.4.1. Emulgujuie materije

Emulgujuc¢e materije su povrsinski aktivne materije (PAM) koje se sastoje iz dva
dela, hidrofilnog 1 hidrofobnog, §to im omogucava da se tokom homogenizacije
adsorbuju na povrsinu novoformiranih kapljica emulzije gde snizavaju medupovrsinski
napon, formiraju zastitni adsorpcioni film i olaksavaju homogenizaciju (Berton-Carabin i
sar., 2018; Dakovi¢, 2006; Lam 1 Nickerson, 2013; Petrovi¢, 2016). Nepolarni deo
odreduje aktivnost emulguju¢ih materija, koja se karakteriSe brojem adsorbovanih
molekula na granici faza u odnosu na koncentraciju u kontinualnoj fazi. Sa druge strane,
polarne grupe su odgovorne za rastvorljivost emulgujuc¢ih materija u vodenoj sredini i, u
odredenoj meri, se odupiru povrsinskoj aktivnosti (Dukhin i sar., 1995). Kao emulujuce
materije najcesce se koriste povrsinske aktivne materije niske molekulske mase, amfifilni
biopolimeri (proteini i polisaharidi) i koloidne Cestice (Berton-Carabin i Schroén, 2019;
McClements, 2004a; McClements i Jafari, 2018; Milinkovi¢ i sar., 2018).

S obzirom na raznolikost molekulskih 1 fiziCko—hemijskih karakteristika
emulgujuéih meterija, postoje znacajne razlike u njithovoj sposobnosti da stabilizuju
novoformirane kapljice i obezbede stabilnost emulzija u toku odredenog vremenskog
perioda (McClements, 2004a). Medu karakteristike koje odreduju efikasnost emulgujuéih
materija da stabilizuju kapi emulzije prilikom homogenizacije spadaju (Bos 1 Van Vliet,
2001; McClements, 20044a; Ozturk i McClements, 2016):

» povrsinska aktivnost — sposobnosti adsorbovanja na granicu faza ulje—voda,
odnosno, posedovanje polarnih i nepolarnih grupa u polozaju koji

omogucava adsorbovanje na granicu faza;

» snizavanje medupovrSinskog napona;
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> stabilizacija kapljica — stvaranje jakih odbojnih sila, poput sternih ili
elektrostatiCkih odbojnih sila, koje Stite kapljice od agregacije prilikom

sudara;

> kinetika adsorpcije — prilikom homogenizacije emuzije, emulgujuce
materije se moraju adsorbovati na povrSinu kapljica u S$to kracem
vremenskom periodu ne bi li smanjili medupovrSinski napon i sprecili

agregaciju kapljica;

» pakovanje emulguju¢ih materija na povrSini kapi — §to je gusée pakovanje
emulgujuce materije na povrsini kapi, to je potrebna veca koncentracija da

stabilizuje datu emulziju.

Efikasnost emulguju¢ih materija prilikom formiranja emulzije se moze porediti na
osnovu minimalnog prose¢nog pre¢nika kapi koje data emulgujuc¢a materija moze da
stabilizuje pri datoj koncentraciji, zatim odredivanjem minimalne koncentracije
emulgujuée materije potrebne da bi se pripremila emulzija odredenog prose¢nog precnika
kapi ili pracenjem promene prosecnog precnika kapi emulzije u zavisnosti od
koncentracije emulguju¢e materije (McClements, 2004a; Ozturk i McClements, 2016).
Uprkos ¢injenici da veli¢ina kapi emulzije prvenstveno zavisi od rada koji je utroSen
prilikom homogenizacije, ukoliko emulguju¢a materija nije dovoljno efikasna u
stabilizovanju novonastalih kapi ili je nema u dovoljnoj koncentraciji da pokrije
novonastalu granicu faza, veli¢ina kapi ¢e zavisiti isklju¢ivo od emulgujuceg svojstva ili
koli¢ine emulgujuc¢e materije (McClements i Jafari, 2018; Ozturk i McClements, 2016).

Emulgujuca svojstva emulgujuéih materija se najcesc¢e kvantifikuju i izrazavaju u
vidu emulzione aktivnosti, emulzionog kapaciteta i emulzione stabilnosti. Emulziona
aktivnost se odnosi na maksimalnu povrsinu granice faza koju moze stabilizovati masena
jedinica emulguju¢e materije. Emulzioni kapacitet predstavlja maksimalnu
zapreminu/masu ulja koje moze biti emulgovano jednom masenom jedinicom

emulgujuée materije u odredenim uslovima, a emulziona stabilnost karakteriSe
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sposobnost emulgujuc¢e materije da formira emulziju ¢ije osobine ostaju nepromenjene u

odredenom vremenskom periodu pri odredenoj temperaturi (Panyam i Kilara, 1996).

2.1.4.2.  Vidovi nestabilnosti emulzija

Destabilizacija emulzije se moze manifestovati na nekoliko nacina, pri cemu Su za
nepovratno razruSavanje emulzija, koje vodi u separaciju faza, zasluzna dva mehanizma:
Ostwald—-ovo zrenje i koalescencija. Pored ova dva mehanizma stabilnost emulzije
narusavaju I povratni procesi poput gravitacione nestabilnosti, flokulacije i inverzije faza
(bakovié, 2006; Leal-Calderon i sar., 2007).

Ostwald—ovim zrenjem se naziva proces koji se odigrava bez medusobnog
kontakta kapljica, kada manje kapljice gube svoj sadrzaj difuzijom disperzne faze kroz
kontinualnu fazu usled velike razlike u Laplasovom (engl. Laplace) pritisku izmedu
kapljica razlicite veli¢ine, odnosno velike razlike u zakrivljenosti povrsSine kapljica, pri
¢emu se zapremina vecih kapi povecava. Prema tome, kao posledica Ostwald—ovog
zrenja dolazi do povecanja prosecnog prec¢nika kapi u emulziji (Damodaran, 2005; Leal-

Calderon i sar., 2007; Petrovi¢, 2016). Ostwald—ovo zrenje prikazano je na slici 6.

Povecanije velikih kapljica

>

00000

O 0 o o

Smanjenje malih kap;ljica

Slika 6. Sematski prikaz Ostwald—ovog zrenja (McClements, 2004a)
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Na osnovu Laplasove jednacine:

AP=25lr  (8)

gde je 4P Laplasov pritisak, o povrsinski/medupovrSinski napon i r poluprecnik kapljice,
moze se zakljuciti da Sto je veéi polupre¢nik kapljica to je manji njihov Laplasov pritisak.
Ostwald—ovo zrenje je karakteristicno za nanoemulzije, a moze da predstavlja problem i
u emulzijama koje sadrze arome ili eteri¢na ulja koje karakteriSe 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 razruSavanja zaStitnog adsorpcionog filma emulgujuce
materije na granici faza i sjedinjavanja dve ili vise kapljica u jednu vecu kapljicu. Do
razruSavanja zaStitnog omotaca dolazi nastajanjem otvora koji kada dostigne kriticnu
veli¢inu postaje nestabilan i nakon toga se samo povecava do kona¢nog spajanja dve kapi
(bakovi¢, 2006; Petrovi¢, 2016; Van Aken 1 sar., 2003). Ukoliko se uzme da je za
stvaranje otvora veli¢ine r potrebna energija E(r), tada je za formiranje otvora kriti¢ne
veli¢ine r* potrebna energija E(r*) koje zapravo predstavlja aktivacionu energiju procesa
nukleacije otvora kriticne veli¢ine, §to je Sematski predstavljeno na slici 7. U slucaju da
je otvor manji od r*, odnosno da je E(r)<E(r*), kapljice zadrzavaju 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 povecava sa boljim pakovanjem
povrsinski aktivnih materija na granici faza: §to su PAM gusée pakovane to je bolja
metastabilnost adsorpcionog filma. Pored toga, pove¢anjem gustine pakovanja PAM
poboljsava se i dilataciona elasti¢nosti adsorpcionih filmova koja ima klju¢nu ulogu u
suzbijanju termickih i1 mehanickih deformacija adsorpcionog filma i1 u smanjenju
verovatno¢e dostizanja aktivacione energije koja dovodi do stvaranja otvora kriticne

veli¢ine (Leal-Calderon i sar., 2007).
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a) b)

E(r) 4

L

- >
| \

Slika 7. a) Sematski prikaz razruiavanja adsorpcionog filma na granici faza
nukleacijom otvora i b) promena potrebne energija za nukelisanje otvora odredene

veli¢ine (Leal-Calderon i sar., 2007).

Koalescencija se ubrzava ukoliko se povecava verovatnoca sudara izmedu
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 razruSavanja emulzije (Berton-Carabin i Schroén, 2019; Leal-Calderon i
sar., 2007; McClements, 2004a).

Gravitaciona nestabilnost oznacava pojavu separacije kapljica pod uticajem
zemljine teZe pri Cemu se u zavisnosti od razlike u gustinama disperzne faze i disperznog
sredstva kapljice taloze na dnu emulzije — sedimentacija, ili isplivavaju na povrSinu —
kriming (engl. creaming), slika 8 (Hu i sar., 2017; McClements, 2004a; Milinkovi¢ i sar.,
2018; Robins, 2000). Emulzija se razdvaja na sloj u kome je koncentrovana disperzna
faza — krem, 1 na sloj u kome je koncentrovano disperzno sredstvo — serum. Raspodela
veli¢ina kapi emulzije, kao 1 veli¢ina kapljica emulzije podlegle gravitacionoj

nestabilnosti ostaje nepromenjena buduci da kapljice zadrzavaju svoju individualnost.
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Slika 8. Sematski prikaz gravitacione nestabilnosti — kriming (McClements, 2004a)

Prema Stoksovoj jednacini brzina kojom se odvija neki od mehanizama
gravitacione nestabilnosti, v, je direktno proporcionalna kvadratu pre¢nika kapljica, r?, i
razlici u gustinama disperzne, p, i kontinualne faze, po, i obrnuto proporcionalna
viskozitetu kontinualne faze, » (Berton-Carabin i sar., 2018; Chanamai i McClements,
2000; bakovi¢, 2006; Damodaran, 2005; McClements i Jafari, 2018):

_2(p=Po)Y 2
BT r* (9)

v

Predznak brzine gravitacione nestabilnosti odreduje pojavu sedimentacije (-) i
kriminga (+). Tokom separacije kapljica u polidisperznim emulzijama javlja se
frakcionisanje po veli¢ini kapljica od vrha emulzije prema dnu usled vece brzine
izdvajanja kapljica vecCeg prec¢nika §to dovodi do pojave koncentracionog gradijenta
disperzne faze i gradijenta veliCina kapljica po vertikali emulzije (DPakovi¢, 2006;
McClements, 2004a).

Brzina gravitacione nestabilnosti moze da odstupa od brzine definisane

Stoksovom jednacinom iz nekoliko razloga (McClements, 2004a):
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» ukoliko je kontinualna faza nenjutnovski fluid ¢ij viskozitet zavisi od brzine
ili napona smicanja, $to je Cesto izrazeno kod makromolekulskih rastvora;

» visoke koncentracije disperzne faze pri ¢emu je uticaj hidrodinamickih
interakcija izmedu kapljica prilikom kretanja znacajan;

> jako naelektrisanih kapljica emulzije kada elektri¢ni dvojni sloj povecava
efektivnu zapreminu Kkapljica, usporava njihovo kretanje i spreCava
medusobno priblizavanje kapljica;

> kristalizacije uljane faze, bilo da se radi o diperznoj fazi kada se povecava
njena gustina ili o kontinualnoj fazi kada nastaje trodimenzionalna struktura
masnih kristala koja sprecava sedimentaciju vodene faze;

» Braunovog kretanja kapljica emulzije koje znaCajno utiCe na brzinu
gravitacione nestabilnosti kod emulzija sa pre¢nikom kapljica manjim od
0,1 um;

» flokulacije.

Flokulacija je proces sjedinjavanja kapljica koje su se naSle u neposrednom
kontaktu stvaraju¢i agregate/flokulule razli¢itih oblika 1 dimenzija pri ¢emu kapljice
zadrzavaju svoju individualnost. Nastali agregati se ponasaju kao nove sekundarne
Cestice 1 postaju nove kineticke celine koje mogu da ubrzaju gravitacionu nestabilnost i
pospese koalescenciju (Pakovi¢, 2006). Brzina flokulacije zavisi od frekvencije sudara
izmedu kapljica emulzije — broja sudara u jedinici vremena, i od efikasnosti sudara,
odnosno od broja sudara koji dovode do spajanja kapljica (Gregory, 2013; McClements,
200443).

Frekvencija sudara kapljica zavisi od dominantnog mehanizma koji dovodi do
sudara: Braunovo kretanje, gravitaciono ubrzanje ili dejstvo mehanicke sile. Pored toga,
frekvencija sudara se dodatno povecava sa povecanjem koncentracije disperzne faze dok
povecanje viskoziteta kontinualne faze smanjuje ili ¢ak onemogucéava sudaranje kapljica.

Do flokulacije kapljica prilikom sudara dolazi kada privlacne sile koje deluju

izmedu kapljica nadjacaju odbojne sile. Prema tome, faktori koji uti¢u na efikanost
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Slika 9. Sematski prikaz Bridzing flokulacije.

flokulacije zavise od nacdina na koji je data emulzija stabilizovana i tipa prisutne
povrsinski aktivne materije. Na primer, efikasnost sudara kapljica emulzija stabilizovanih
elektrostatickim odbojnim silama zavisi od samog naelektrisanja kapljica, pH vrednosti i
jonske jaCine sredine. Sa druge strane, u emulzijama koje u svom sastavu sadrze
makromolekule za povecanje efikasnosti sudara moze biti odgovorna takozvana bridZing
(engl. bridging) flokulacija koja predstavlja adsorpciju makromolekula na povrsinu vise
kapljica disperzne faze (McClements, 2004a), slika 9. Bridzing flokulacija se uglavnom
sprecava prisustvom dovoljne koli¢ine makromoelkula da u potpunosti prekriju granicu
faza.

Depleciona (engl. depletion) flokulacija predstavlja flokulaciju u prisustvu
neadsorbovanih koloidnih cestica, poput makromolekula ili micela surfaktanta, u
kontinualnoj fazi emulzije. Neadsorbovane koloidne cestice povecavaju privlacne sile
izmedu kapljica usled osmotskog efekta koji potice od razlike u njihovoj koncentraciji u
kontinualnoj fazi i u omotacu kapljica (Gregory, 2013; McClements, 2004a).

Struktura nastalih flokula zavisi od prirode koloidnih i hidrodinamickih interakcija
kapljica: ukoliko je energija privlacenja izmedu kapljica relativno jaka, formiraju se
flokule otvorene strukture, u suprotnom, dolazi do formiranja gusto pakovanih flokula,
slika 10 (McClements, 2004a).
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£ °

Slika 10. Struktura flokula: gusto pakovana (levo) i flokula otvorene strukture (desno)
(McClements, 2004a).

Inverzija faza predstavlja zamenu dispezne faze i disperznog sredstva pri ¢emu
emulzija prelazi iz jednog tipa u drugi, tacnije iz tipa u/v u tip v/u i obrnuto. Inverzija
faza se Cesto koristi kao spontani proces emulgovanja. Do inverzije faza najéeS¢e dolazi
usled promene (povecanja) zapreminskog udela disperzne faze, temperature, pritiska,
jonske jacine ili upotrebom kosurfaktanta (Berton-Carabin i Schroén, 2019; Dakovi¢,

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

Zahvaljujuéi svojoj povrsinskoj aktivnosti, proteini pokazuju tendenciju adsorpcije
na granicu faza (Milanovic i sar., 2014; Sovilj i sar., 2013). Ipak, povrSinska akivnost
razliCitith proteina se znacajno razlikuje, 1 pored Cinjenice da su svi proteini amfifilni
molekuli od kojih veéina sadrzi polarne i nepolarne aminokiselinske rezidue u sliénom
odnosu. Razlike u povrsinskoj aktivnosti poticu od fizi¢kih, hemijskih i konformacinih
karakteristika proteina, odnosno od veli¢ine, oblika, sekvence i sastava amino kiselina,
naelektrisanja 1 njegove distribucije, a zatim 1 od uticaja spoljasnjih faktora poput pH
vrednosti i jonske jacine sredine (Rodriguez Patino i Pilosof, 2011).

Adsorpcija proteina na granicu faza pocinje kao i kod drugih povrSinski aktivnih
materija difuzijom iz rastvora i zatim adsorpcijom na granicu faza. Medutim, ono po
¢emu 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 obi¢no dolazi do reorganizacije molekula, ta¢nije, do promena u
njegovoj konformaciji, pri ¢emu se dodatno otkrivaju hidrofobni delovi
prema uljnoj fazi, odnosno zauzima termodinamicki najpovoljniju
konformaciju (Nnanna i Xia, 2001; VVan Aken i sar., 2003). Konformacine
promene proteina na granici faza su ireverzibilne i nazivaju se ,,povrSinska
denaturacija“ (Bos i Van Vliet, 2001; McClements, 2004b; VVan Aken i sar.,
2003; Yampolskaya i Platikanov, 2006). Povrsinska denaturacija zavisi od

kinetickih ogranicenja proteina (fleksibilnosti proteina, distribucije
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hidrofilnih/hidrofobnih delova) i1 hidrofobnosti uljne faze, ali je izraZenija
ukoliko individualni proteinski molekuli imaju viSe vremena 1 prostora
(manja povrSinska koncentracija) na granici faza da se ,,rasire* (Bos i Van
Vliet, 2001; McClements, 2004b; Zhai i sar., 2013). Stoga, molekul
proteina, za razliku od niskomolekulskih PAM, ima nekoliko mogucih
konformacija koje moze da zauzme na granici faza, slika 11. Globularni
proteini, zbog svoje rigidne strukture, slabije podlezu promenama
konformacije u odnosu na fleksibilne proteine, dozvoljavaju¢i promene
konformacije na nivou tercijerne strukture pri ¢emu vecina sekundarne
strukture proteina ostaje u nativhom stanju (Leal-Calderon i sar., 2007;
Nnanna i Xia, 2001).

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,
vodoni¢nim ili disulfidnim vezama), stvaranja defekata u adsorpcionom
filmu ili ¢ak do lokalnog razdvajanja faza. Ovi procesi odreduju dugorocne

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

Ulje

Granica faza m /‘\Vﬂvf\
e . Saanas: m il w al \

Niskomolekulska
PAM Protein

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 jednacine prvog reda koja opisuje

ovaj fenomen (10):

In((m -7 ) (r —7400)) =—Kit (10)

gde su z, m; | 1y medupovrsinski pritisci na Kraju merenja, nakon vremena t, i na
poCetku merenja, respektivno, a k; predstavlja konstantu brzine prvog reda. Graficki
prikaz ove jednacine obi¢no ima dva ili viSe linearnih regiona. Prvi linearni region se
vezuje za prodiranje molekula proteina na granicu faza i otvaranje njihove strukture, pri
¢emu njegov nagib predstavlja konstantu adsorpcije, K,gs, dok drugi linearni region
predstavlja fazu prilagodavanja proteinske strukture granici faza — strukturnu
konsolidaciju, sa nagibom koji predstavlja konstantu molekularne reorganizacije, kg
(Jarpa-Parra i sar., 2015; Rodriguez Nifio i sar., 2005; Ruiz-Henestrosa i sar., 2009; Tang
I Shen, 2015). Vreme potrebno za dostizanje ravnoteznog povrsinskog/medupovrsinskog
pritiska, odnosno kraja merenja, usled prilagodavanja strukture proteina moze da iznosi
nekoliko sati ili ¢ak dana (Hoffmann i Reger, 2014; Rangsansarid | Fukada, 2007;
Yampolskaya i Platikanov, 2006).

Kod proteinskih rastvora niske koncentracije ili rastvora ¢ija je pH vrednost bliska
izoelektri¢noj tacki proteina, javlja se indukcioni period — period pocetnog ,.kasnjenja“
promene medupovrsSinskog pritiska (engl. lag period) usled agregacije proteina u
izoelekrti¢noj tacki i manje fleksibilnosti i podloZznosti promenama koformacije, koje su
karakteristi¢nije za globularne proteine (Damodaran, 2005; Joshi i1 sar.,, 2012;
McClements, 2004b; Rodriguez Patino i Pilosof, 2011).

Ono $to izdvaja proteine kao emulgujuce agense, U odnosu na niskomolekulske
PAM, je obrazovanje viskoelasti¢nog adsorpcionog filma na granici faza ulja i vode (Dan
I sar., 2013; Dickinson, 1999). Elasti¢nost proteinskog adsorpcionog filma uveliko
nadmasuje elasti¢ne osobine adsorpcionih filmova niskomolekulskih PAM (Hoffmann i
Reger, 2014; Sagis 1 Scholten, 2014). Naime, u toku konformacionih promena strukture
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proteina moZe doci do stvaranja intermolekularnih veza izmedu proteina u adsorpcionom
filmu $to doprinosi povecanju elasti¢nost proteinskog adsorpcionog filma (Damodaran,
2005; Lam i Nickerson, 2013; Leal-Calderon i sar., 2007; Sagis i Scholten, 2014).
Mehanicka otpornost proteinskih adsorpcinih filmova povecava stabilnost emulzija,
odnosno otpornost prema koalescenciji i Ostwald—ovom zrenju: $to je film elasti¢niji, 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
elektrostatickih odobjnih sila (Bos 1 Van Vliet, 2001; McClements, 2004b; Sagis I
Scholten, 2014; Van Aken i sar., 2003; Zhai 1 sar., 2013). Upravo zbog toga,
nemodifikovani biljni proteini, koji poseduju globularnu strukturu, pokazuju najbolje
emulgujuce osobine u sistemima ¢ija je pH vrednosti ispod njihove izoelektri¢ne tacke,
odnosno, pH ispod 4 (VVan Vliet i sar., 2002).

Pored biljnih proteina ¢ije su emulgujuce 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; Poji¢
I sar., 2018; Tan i sar., 2014; Wu i Muir, 2008), pSeni¢nog glutena (Bengoechea i sar.,
2010), proteina pirin¢a (Romero i sar., 2012) i kukruznog zeina (Day, 2013; Taha i sar.,

2019), izu€avaju se i proteini iz alternativnih biljnih izvora:

» zitarica: jeCam (Houde i sar., 2018), proso (Nazari i sar., 2018; Singh i sar.,
2018);

» leguminoza: grasak (Amine i sar., 2014; Burger i Zhang, 2019; Liang I
Tang, 2013), leblebija (Papalamprou i sar., 2010), so¢ivo (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), roga¢ (Huang i sar.,
2001; Lawal, 2004);

» kostuni¢avog voca: indijski orah (Neto i sar., 2001; Yuliana i sar., 2014),
lesnik (Gul 1 sar., 2018; Moure i sar., 2006; Turan i sar., 2015b, 20153a),
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; Pojic¢ 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; Popovic i sar.,
2013).
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2.3. PROTEINI SEMENA TIKVE (Cucurbita Pepo)

2.3.1. BILJNI PROTEINI KAO NOSACI KOLOIDNE
FUNKCIONALNOSTI

Da bi se nasli na listi sastojaka nekog proizvoda proteini moraju da zadovolje
odredene nutritivne 1 funkcionalne standarde. Sa nutritivnog stanoviSta biljni proteini
predstavljaju makronutritijent visoke nutritivne vrednosti (Burger i Zhang, 2019). Uprkos
¢injenici da su biljni proteini iz pojedinacnih biljnih izvora deficitarni u pojedinim
esencijalnim masnim kiselinama, uz odredenu kombinaciju proteina iz razlicitih biljnih
izvora, oni mogu da zadovolje potrebe organizma za esencijalnim masnim kiselinama
(Alves i Tavares, 2019; Day, 2013). Zahvaljujuci svojoj bioloskoj aktivnosti, utvrdeno je
da proteini biljnog porekla imaju pozitivan uticaj na zdravlje, pozitivno uticu 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 nizoj digestiji i bioraspolozivosti
u odnosu na proteine animalnog porekla, kao i prisustvu antinutritivnin komponenata
poput: glukozinolata, tripsin inhibitora, tanina, eruka masne kiseline itd. (Day, 2013;
Fasolin i sar., 2019; Foegeding i Davis, 2011; Moure i sar., 2006; Poji¢ i sar., 2018).

Funkcionalne osobine proteina postaju vaznije 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 termodinamic¢ku manifestaciju ravnoteze interakcija

izmedu proteina i rastvaraca i interakcija izmedu molekula proteina (Hoffmann i Reger,

31



Sandra Bucko — Doktorska disertacija

2014). Ona zavisi od sekvence i sastava amino kiselina koje Cine strukturu proteina,
odnosno, od njihove hidrofobnosti, polarnosti i naclektrisanja. Drugim re¢ima, prisustvo
hidrofobnih grupa pospeSuje intermolekularne interakcije proteinskih lanca Sto 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 znacajno utice i1 sredina u kojoj se
nalazi, pre svega pH vrednost i jonska jaCina. Rastvorljivost proteina je najniZa kada je
pH vrednost sredine blizu izoelektricne tacke proteina koja se kod biljnih proteina
uglavnom nalazi u blago kiseloj sredini, najcesc¢e pri pH 4-5 (Yuliana i sar., 2014). U
izoelektricnoj taCki ukupno naelektrisanje proteina je jednako nuli, $to dovodi do
slabljenja elektrostatickih odbojnih sila izmedu molekula proteina, smanjene hidratacije 1,
konacno, do njihovog talozenja. Suprotno tome, snizavanjem pH vrednosti sredine ispod
izoelektricne tacke ili povecanjem iznad izoelektri¢ne tacke, preovladava pozitivno,
odnosno negativno naelektrisanje, respektivno, a rastvorljivost proteina se povecava
(Amine i sar., 2014; Bessada i sar., 2019; Deng i sar., 2011; Hoffmann i Reger, 2014;
Lawal, 2004).

Promene rastvorljivosti u zavisnosti od jonske jacine su rezultat viSe efekata koji
se tom prilikom ispoljavaju: elektrostaticki efekat, hidrofobni efekat, jonska specifi¢nost,
itd. (Maurer i sar., 2011). Naime, povecanjem jonske jafine u rastvoru proteini vezuju
prisutne jone, pri ¢emu oni gube svoje nalektrisanje. Pri malim jonskim jac¢inama, joni
soli, posebno anjoni, se slabo vezuju za naelektrisane proteinske grupe i rastvorljivost se
blago povecava — salting—in efekat. Daljim poveéanjem jonske jacine ukupno
naelektrisanje proteina opada, intenziviraju se interakcije izmedu proteinskih molekula, a
rastvorljivost opada — salting—out efekat (Joshi i sar., 2012; Marcone, 1999; Nnanna i
Xia, 2001; Yalgin 1 Celik, 2007).
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2.3.2. IZVORI BILJNIH PROTEINA

Najvrednije izvore biljnih proteina predstavljaju Zitarice i uljarice. Zitarice, kao
osnovni izvor biljnih proteina za ljudsku ishranu, obezbeduju udeo od oko 50% od
ukupno konzumiranih proteina, dok se proteinski potencijal uljarica, koje se gaje
prvenstveno za proizvodnju ulja, jo§ uvek potcenjuje (Potter I Hotchkiss, 1995). Naime,
uljarice u poredenju sa zitaricama, ne samo da sadrze dva do Cetiri puta vise proteina, ve¢
ti proteini poseduju i vecu nutritivnu vrednost (Day, 2013; Marcone, 1999; Marcone i
sar., 1998). Pored toga, proteini uljarica se prilikom procesa izdvajanja ulja koncentrisu u
uljanoj pogaci, sekundarnom proizvodu u procesu proizvodnje ulja, koja vazi za jedan od
ekonomski najisplativijih izvora biljnih proteina. Sadrzaj proteina u uljanoj pogaci se
kre¢e u rasponu od 15-60% (Moure | sar., 2006; Poji¢ 1 sar., 2018). Proporcionalno
proizvodnji ulja, najdostupnije su uljane pogace soje, uljane repice, suncokreta, pamuka i
kikirikija (Moure i sar., 2006; Poji¢ i sar., 2018; Rodrigues i sar., 2012). Pored navedenih
uljanih pogaca sve vecu paznju trziSta dobijaju uljane pogace koje se dobijaju u
proizvodnji hladnocedenih ulja iz alternativnih uljanih izvora (leSnika, semena tikve,
semena grozda, konoplje, susama, oraha), pre svega zbog blazih uslova u toku procesa
proizvodnje (Day, 2013; Poji¢ i sar., 2018). Prilikom hladnog cedenja ulja, ulje se izdvaja
isklju¢ivo upotrebom mehanicke sile pri temperaturi nizoj od 50°C, bez upotrebe
hemiskih sredstava, te se na taj nac¢in dobija pogaca sa proteinima u nativhom stanju 1
sacuvanim bioaktivnim komponentama (Pojic¢ 1 sar., 2018; Rabrenovic 1 sar., 2014). Za
razliku od toga, uljana pogaca koja zaostaje nakon industrijske proizvodnje ulja u svom
sastavu sadrzi organski rastvarac¢ koji se koristi za efikasnije izdvajanje ulja. Njegovo
uklanjanje zahteva zagrevanje pogace pri ¢emu dolazi do denaturisanja proteina, §to se
negativno odraZava na prinos proteina prilikom ekstrakcije, kao i na njihove fizicko—
hemijske osobine (Day, 2013; Poji¢ I sar., 2018).

Komercijalno, biljni proteini se izdvajaju iz uljanih pogaca postupkom rastvaranja

proteina koji se zatim precipituju u izoelektri¢noj tacki. U zavisnosti od medijuma koji se
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koristi u procesu rastvaranja, dobija se nekoliko proteinskih proizvoda (Moure i sar.,
2006; Pojic i sar., 2018):

» proteinsko brasno ili proteinski koncentrat sa sadrzajem proteina do 60%

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

» proteinski izolat sa sadrzajem proteina iznad 85% — kada se upotrebljava

bazni medijum.

Proteinski proizvodi poreklom iz uljarica (soje, uljane repice) su vec decenijama
dostupni na trziStu. Medutim, njihova potroSnja je daleko ispod o€ekivane, prvenstveno
zbog otpora prema genetski modifikovanoj hrani sa kojom se povezuje soja, ali i zbog
¢injenice da se uljarice ubrajaju medu najvece alergene, gde soja, kikiriki 1 koStuni¢avo
voce ¢ine tri od Cetiri najveca biljna alergena. Stoga, alternativni biljni izvori proteina
koji ne izazivaju alergijske reakcije postaju sve znacajniji (Alves i Tavares, 2019; Berton-
Carabin i Schroén, 2019; Burger i Zhang, 2019; Fasolin i sar., 2019; Jeske i sar., 2018).

23.3. MOLEKULARNE OSOBINE PROTEINA SEMENA
TIKVE (Cucurbita Pepo)

Jedan od alternativnih izvora biljnih proteina predstavlja i seme tikve (Cucurbita
pepo) koje sadrzi izmedu 24% i 37% proteina, a Koji se u procesu izdvajanja ulja
koncentriSu u uljanoj pogaci, gde njihov sadrzaj moze dosti¢i i do 65% (El-Adawy i
Taha, 2001; Quanhong i Caili, 2005; Rezig i sar., 2013; Vastag i sar., 2011). Glavnu
proteinsku frakciju semena tikve c¢ini skladiSni protein 11S globulin, takozvani
kukurbitin, koji je sliCan 11/12S globulinima iz leguminoza (Rezig i sar., 2013).
Kukurbitin je heksamer sacinjen od Sest jednakih podjedinica molekulske mase 54 kDa,

¢ijim 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, utvrdeno je i prisustvo 18S globulina, u odnosu 12S:18S=9:1, koji
su zapravo, dimer 12S komponenata (Blagrove 1 Lilley, 1980). Rastvorljivost
kukurbitina se krece od 60% do 95% u zavisnosti od pH vrednosti sredine, osim u
izoelektri¢noj tacki, na pH 4,5-7, gde je prakti¢no nerastvorljiv (rastvorljivost manja od
0,5%). Pored sposobnosti stabilizovanja pena, emulgovanjem ulja u rastvoru kukurbitina
utvrdeno je da kukurbitin ima i emulgujuc¢e osobine (Popovic i sar., 2013). Enzimskom
hidrolizom kukurbitina dobijaju se proteinski hidrolizati sa pobolj$sanim funkcionalnim
osobinama, pre svega sa smanjenom zavisnoscu rastvorljivosti od pH vrednosti i
poveéanom antioksidativnom aktivno$c¢u (Pericin i sar., 2008; Popovic i sar., 2013).

Medu proteinima semena tikve se, pored globulina, u znatno manjim koli¢inama
mogu naci 1 albumini, pri ¢emu ove dve frakcije zajedno ¢ine 59% od ukupno prisutnih
proteina (Fruhwirth 1 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, ¢ija molekulska masa iznosi 4,8 kDa, i veceg, 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 (ldouraine i sar.,
1996; Pichl, 1976; Rezig i sar., 2013). Uprkos tome, smatra se da proteini semena tikve
imaju veoma visok sadrzaj esencijalnih aminokiselina koji zadovoljava kriterijume SZO 1
FAO preporucene za decu od 2-5 godina, sa izuzetkom treonina, lizina i leucina (El-
Adawy 1 Taha, 2001; Rezig i sar., 2013; Yadav 1 sar., 2010). Pored toga, zabelezeno 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 (riz(/llr(i)gé ) Aminokiselina (ri?g(/llr(i)gé )
Cys 3,4-6,4 lle 19-49
Met 02-21 Leu 6,7 12,2
Thr 2,0-3,6 Phe 2,3-8,2
Ser 31-74 Tyr 04-43
Glx 18,5-27,8 Pro 4,0-5,0
Asx 32-17,3 His 0,3-3,0
Gly 49-6,8 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, Cine proteine semena tikve dobrim izborom za formulisanje
funkcionalne i nutritivno bogate hrane (EI-Adawy I Taha, 2001; Rezig i sar., 2013). U
prilog tome ide 1 ¢injenica da proteini semena tikve poseduju biolosku aktivnost od kojih
se izdvaja antidiabeticki, antifungalni, antibakterijski 1 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).

23.4. ENZIMSKA HIDROLIZA PROTEINA

Vecina prehrambenih namirnica ima nisku pH vrednost, blisku izoelektri¢noj tacki
mnogih proteina. U takvim uslovima, funkcionalne osobine proteina su daleko od
optimalnih pa se proteini podvrgavaju fizickim, hemijskim ili bioloskim modifikacijama
ne bi li se poboljsale njihove funcionalne karakteristike (Panyam i Kilara, 1996).
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Enzimska hidroliza je bioproces u kome se modifikuju funkcionalne osobine
proteina bez ugrozavanja njihove nutritivne vrednosti (Chabanon i sar., 2007; Jamdar |
sar., 2010; Wu i sar., 2019). Prednosti enzimske hidrolize nad drugim procesima
modifikacije proteina, fizickim ili hemijskim, su blagi procesni uslovi, visoka
specifi¢nost 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 $to je izdvaja u odnosu na
druge tipove modifikacija proteina (Wu i sar., 2019).

Enzimskom hidrolizom dolazi do hidrolitickog raskidanja peptidnih veza izmedu
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 odreduje indirektno, na osnovu koli¢ine baze koja je potrebna za odrzavanje
konstantne pH vrednosti u toku hidrolize — ,,pH stat* metoda; na osnovu snizavanja tacke
zamrzavanja — osmometrijska metoda; na osnovu povecanja rastvorljivosti u
trihlorsiréetnoj kiselini — TCA metoda; ili na osnovu reakcije sa trinitrobenzen—
sulfonskom kiselinom — TNBS metoda. Nedostatak kori§¢enja nabrojanih metoda je §to
SH odredeni razli¢itim metodama cesto nisu uporedivi (Nnanna i Xia, 2001; Panyam I
Kilara, 1996).

R; 9 H O R, o H O
P-N-—C —~C—N—C—C—p, + H,0 —ER P N—C (=0 + HN-C—C P,
H N H R, H N R,

Slika 12. Proteoliticka reakcija katalizovana proteazom (Py i P, — polipeptidi; Ry i R, —
aminokiselinske rezidue) (Nnanna i Xia, 2001)
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Cak i hidrolizati sa istim SH, odredenim jednom metodom, koji poti¢u od istog supstrata,
ali su dobijeni hidrolizom razli¢itim enzimima, mogu imati razliitu distribuciju
molekulskih masa (Nnanna i Xia, 2001). Uopsteno vazi pravilo da $to je SH veci to su
dimenzije peptida manje. Medutim, SH zapravo ne daje informacije o odnosu hidrolizata
i nehidrolizovanih proteina, niti o tipu peptida koji ¢ine hidrolizat (Lacou i sar., 2016).

Uprkos tome, SH se i dalje najcesce koristi za opisivanje hidrolizata, te se na
osnovu SH proteinski hidrolizati kategorizuju u tri grupe koje blize odreduju njihovu
upotrebu (Mifiones Conde i Rodriguez Patino, 2007; Rodriguez Patino i sar., 2007;
Popovic i sar., 2013, Vastag i sar., 2011):

» hidrolizati sa niskim SH, kod kojih su poboljsane odredene 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 odredivanja SH postoji jo§ par metoda kojima se karakteriSu hidrolizati.
Elektroforeza se koristi za karakterisanje peptida na osnovu molekulske mase putem
SDS-PAGE, ili za odredivanje naclektrisanja i molekulske mase peptida putem urea—
PAGE. Za razdvajanje peptida po veli¢inama ili na osnovu naelektrisanja koriste se
ekskluziona ili jono—izmenjivacka hromatografija, respektivno, a masena spektrometrija
sluzi za odredivanje masenog profila peptida u hidrolizatu i identifikaciju pojedinih
peptida i odgovaraju¢eg proteina od kojeg su dati peptidi nastali. Da bi se dobile
preciznije informacije o fizickim 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: 1) smanjenje molekulske mase; Il)
povecanje broja jonizujucih grupa; III) otkrivanje hidrofobnih grupa koje su prethodno
bile sakrivene unutar proteinske strukture (Nnanna 1 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).

Povecanjem broja jonizuju¢ih grupa i smanjenjem molekulske mase dolazi do
promene konformacije i strukture proteina ¢ime je prvenstveno poboljSana rastvorljivost
proteina pri razli¢itoj pH vrednosti ili temperaturi sredine (Rodriguez Patino i sar., 2007
Tavano, 2013; Wu i sar., 2019; Zhao i sar., 2011). Rastvorljivost raste sa pove¢anjem SH,
medutim, enzimska hidroliza sa SH hidrolize se moze negativno odraziti na ostale
funckonalne osobine proteina (Lacou i sar., 2016). Naime, otkrivanje nedostupnih
hidrofobnih grupa i smanjenje molekulske mase pospeSuju afinitet hidrolizata prema
granici faza u sistemu ulja i vode do odredenog SH. Nakon toga, daljom enzimskom
hidrolizom visoka koncentracija hidrolizovanih proteina se zadrZava u kontinualnoj fazi,
usled smanjenog afiniteta prema granici faza (Lam i Nickerson, 2013).

Teoretski, kontrolisanom enzimskom hidrolizom dobiju se hidrolizati sa
poboljSanom emulzionim osobinama u odnosu na nativni protein. PoboljSanje emulzionih

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

I poboljsana adsorpcija na granicu faza;

Il otkrivanja hidrofobnih delova koji su prethodno bili sakriveni unutar
strukure proteina, usled cega njihova adsorpcija u nepolarnu fazu ne

zahteva denaturaciju proteina razmotavanjem strukture;

11 prisustva sulfhidrilnih, odnosno tiolnih, (-SH) grupa na pojedinim
peptidima koje omogucavaju formiranje disulfidnin veza kojma se
ostvaruju kovalentne veze izmedu razli¢itih peptida i stvara viskoelasti¢ni

adsorpcioni film.
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Manja molekulska masa hidrolizata u odnosu na nativni protein omogucava
hidrolizatima vecu brzinu difuzije ka granici faza (Davis i sar., 2005; Martinez 1 sar.,
2009; Tamm 1 sar., 2016). Zatim, enzimski hidrolizati zbog fleksibilnije strukture i
manjih dimenzija u odnosu na nativni protein, imaju vise mogucénosti da zauzmu
odgovarajuéi polozaj na granici faza tako da se njihove hidrofobne grupe adsorbuju u
nepolarnu fazu. PovrSina granice faza koju hidrolizati mogu da zauzmu je veca od
povrsine koju zauzima nativni protein, slika 13, §to obi¢no za posledicu ima poboljSanje
emulzionih svojstva (Adjonu i sar., 2014a; Nnanna i Xia, 2001; Wu i sar., 2019).

PovrSinska aktivnost segmenata proteinskog landa dobijenih enzimskom
hidrolizom se razlikuje od segmenta do segmenta u zavisnosti od njihove veli¢ine i
sekvence amino kiselina (Nnanna i Xia, 2001). Hidrolizati razli¢itog SH se medusobno
razlikuju, po ravnoteznom medupovrSinskom naponu kao i po brzini dostizanja
odredenog medupovrsinskog napona, $to pored same duZine peptidnog lanca zavisi i od
odnosa hidrofilnih i hidrofobnih grupa u peptidnim lancima hidrolizata (Rodriguez Patino
I sar., 2007; Schroder i sar., 2017; Tamm i sar., 2016).

Protein Hidrolizati proteina
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Slika 13. Distribucija delimi¢no 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 moze
negativno odraziti na stabilnost koloida. Naime, peptidi male molekulske mase nisu u
moguénosti da se nakon adsorbovanja na granicu faza dovoljno ,,ispruze* 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 viskoelasti¢nosti ¢ime se narusava stabilnost emulzija
(Martinez i sar., 2007). Peptidni lanci molekulske mase veée od 5 kDa su neophodni da bi
se sprecila koalescencija emulzija (Schroder 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 1 Sato, 2018; Rodriguez Patino i Pilosof, 2011). Medu biljne proteine Cije
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 1 sar., 2015; Yust i sar., 2010), so¢iva (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 (Mifiones Conde i Rodriguez Patino, 2007; Rodriguez Patino i sar., 2007),
amaranta (engl. amaranth) (Ventureira i1 sar., 2010, 2012), crnog mungo pasulja (eng.
Indian black gram) (Wani i sar., 2015), graska (Tamm i sar., 2016), pSenice (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 jacine i koncentracije enzima je
optimizovan raunarskom modelovanjem (Peri¢in i sar., 2009; Zivanovi¢ i sar., 2011).
Enzimska hidroliza globulina semena tikve, kukurbitina, alkalazom, flavourzimom i

pepsinom pokazala je da alkalaza hidrolizuje najvise peptidnih veza na molekulu
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kukurbitina dok se upotrebom flavorzima moze dobiti hidrolizat kukurbitina sa stepenom
hidrolize ne ve¢im od 9%. U sva tri slucaja, enzimska hidroliza je poboljsala
rastvorljivost kukurbitina, u zavisnosti od stepena hidrolize, ali je daleko najvecée
povecanje rastvorljivosti kukurbitina u izoelektricnoj tacki ostvareno hidrolizom
pepsinom. Upotrebom bilo kojeg od tri ispitivana enzima emulziona svojstva enzimskih
hidrolizata kukurbitina su poboljsana u odnosu na enzimska svojstva nehidrolizovanog
kukurbitina pri stepenu hidrolize nizem od 15% (Popovic i sar., 2013).

Pored ispitivanja funkcionalnih osobina hidrolizata kukurbitina, zabeleZen je 1
porast antioksidativne aktivnosti njegovih hidrolizata, kao i antioksidativne aktivnosti
hidrolizata proteinskog izolata semena tikve (Vastag i sar., 2010).

Enzimska hidroliza alkalazom, flavorzimom, protameksom i neutrazom
primenjiva je i na uljanoj pogaci semena tikve, pri cemu se povecava 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
povecava digestija proteina semena tikve sa 71,32% na 77,96%. Alkalaza se pokazala
kao najpovoljnija za proizvodnju hidrolizata proteina semena tikve sa poboljSanim
nutritivnim kvalitetom, dok flavorzim najpovoljniji za proizvodnju hidrolizata proteina

semena tikve sa poboljSanom antioksidativnom aktivnosc¢u.
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3.1.

3. MATERIJAL I METODE

MATERIJAL

U eksperimentalnom radu u okviru ove disertacije kori§¢eni su slede¢i materijali:

VvV V VYV V VYV V

Uljana pogaca semena tikve (Cucurbita pepo). Uljana pogaca tikve je
sekundarni proizvod koji zaostaje nakon izdvajanja ulja iz semena tikve
postupkom hladnog cedenja — ,,Agrojapra®, Bosna 1 Hercegovina;

Jestivo rafinisano ulje suncokreta — ,,Vital®, Srbija;

Trigliceridi srednje duZine lanca, kaprilni/kaprinski trigliceridi —
,Centrohem®, Srbija;

Alkalaza — proteaze iz Bacillus lichenioformis, tecna, 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 (Na,HPO, 2H,0), ¢istoca >98 % —
,Centrohem®, Srbija;

Limunska kiselina (CgHgO-), ¢isto¢a >99,5 % — ,,Centrohem*, Srbija;
Natrijum hidroksid (NaOH), ¢isto¢a >98 % — ,,Centrohem®, Srbija;
Hlorovodonic¢na kiselina (HCI) 36 %, — ,,Centrohem®, Srbija;

Natrijum hlorid (NaCl), ¢istoca >99,5 %— ,,Centrohem®, Srbija;

n—Heksan (CgHy4), Cistoca >96 % — ,,Centrohem®, Srbija;

Glicin (NH,CH,COOHR)), ¢istoca >99 % — ,,Centrohem®, Srbija;
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» Trihlorsiréetna kiselina (CI3CCOOH), ¢istoca >99 % - ,,Centrohem®,
Srbija;

» Albumin iz kravljeg mleka, ¢istoc¢a >98% — ,,Merck*, Nemacka;

» Akrilamid/bisakrilamid, 30% rastvor, maseni odnos
akrilamid:bisakrilamid=37,5:1 — ,,Sigma Aldrich“, SAD;

» Tris baza (Tris(hidroksimetil)amino metan, (CH,OH);CNH,), ¢isto¢e >99,8
% — ,,Thermo Fisher Scientific®, SAD;

» Natrijum dodecil-sulfat (SDS), ¢isto¢a >99 % — ,,Merck*, Nemacka;

» pB—merkaptoetanol, ¢isto¢a >99 % — ,,Sigma Aldrich®, SAD;

» Coomassie brilliant blue R—250 —,,Thermo Fisher Scientific*, SAD;

» Sir¢etna kiselina glacijalna (CH3;COOH) ¢isto¢a >99,8 % — ,,Centrohem®,
Srbija;

» Metanol (CH30OH), ¢isto¢a 99,8 %, —,,Centrohem®, Srbija;

» Demineralizovana voda

» Ultrapure MilliQ voda

Puferi odredene pH vrednosti su pripremljeni meSanjem potrebnih zapremina 0,2

mol/dm? rastvora di—natrijum hidrogenfosfata i 0,1 mol/dm? rastvora limunske kiseline.
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3.2. METODE

3.2.1. PRIPREMA IZOLATA PROTEINA SEMENA TIKVE

Pre upotrebe uljana pogaca je ¢uvana na temperaturi od 4 °C a zatim usitnjena
mlinom za kafu.

Izolat proteina semena tikve (IPST) se izdvaja iz uljane pogace tikve u postupku
alkalne ekstrakcije sa precipitacijom u izoelektri¢noj tacki. Naime, 300 g usitnjene uljane
pogace je najpre dva puta obezmasc¢eno sa po 1,5 | heksana. Obezmaséena uljana pogaca
je osusena na sobnoj temperaturi, a zatim je 200g osuSene obezmascene uljane pogace
dispergovano u 500 ml demineralizovane vode. Zatim, pH vodene disperzije uljane
pogace je podesen dodatkom 1 mol/dm? osnovnog rasvora NaOH do postizanja pH=10.
Dispergovana uljana pogaca je blago meSana u toku 30 minuta da bi doSlo do rastvaranja
proteina, nakon cega je suspenzija filtrirana pomocu kvalitativnog filter papira.
Rastvoreni proteini u filtratu su istaloZeni dodatkom 1 mol/dm® HCI do postizanja pH=5.
Precipitat je izdvojen iz tetne faze centrifugiranjem (Sorvall™ RC 5B centrifuga,
Thermo Fisher Scientific, SAD) na 4 °C i 10 000 o/min u trajanju od 20 minuta, zatim
suSen na sobnoj temperaturi 48 sati i na kraju, usitnjen mlinom za kafu da bi se dobio
IPST u prahu.

3.2.2. ENZIMSKA HIDROLIZA

IPST je enzimski hidrolizovan pomocu alkalaze i1 pepsina, pri ¢emu su dobijena

dva hidrolizata, H1 i H2, respektivno.
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Priprema hidrolizata H1: IPST suspenzija koncentracije 8 g/dm® je dobijena
suspendovanjem potrebne mase IPST u 0,2 mol/dm?® glicin-HCI puferu na pH 8. Tako
dobijen supstrat je zagrejan do 50 °C nakon ¢ega mu je dodata alkalaza u odnosu enzima
i substrata 0,5 cm® te¢ne alkalaze po lg 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® je dobijena
suspendovanjem potrebne mase IPST u vodenom rastvoru HCI na pH=3, pri ¢emu je pH
rastvora podesavan i odrzavan dodavanjem 1 mol/dm® osnovnog rastvora HCI u vodu.
Tako dobijen supstrat je zagrejan na 37 °C nakon ¢ega 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 zavrsena
autoinaktivacijom pepsina nakon 90 min.

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

Po zavrsetku enzimske hidrolize hidrolizovane suspenzije su ohladene na sobnu
temperaturu u vodenom kupatilu (=25 °C), filtrirane uz pomo¢ vakuuma, a filtrati osuseni
raspriivanjem u struji vrelog vazduha, ,Biichi 190“, (BUCHI Labortechnik AG,
Svajcarska) pri ulaznoj i izlaznoj temperaturi od 120 °C i 70 °C, respektivno, prilikom

¢ega su dobijeni hidrolizati H1 i H2 u praskastom obliku.

3.23. ODREDIVANJE STEPENA HIDROLIZE

U cilju odredivanja SH hidrolizovana suspenzija IPST je dodata trihlorsiréetnoj
kiselini (0,44 mol/dm®) u zapreminskom odnosu 1:1. Smesa hidrolizovane suspenzije i
trihlorsiréetne kiseline je inkubirana na 4 °C u toku 30 min, a zatim centrifugirana 10 min
na 14500 o/min (Eppendorf mini Spin Plus, Eppendorf, Nemacka) da bi se uklonili
istalozeni proteini. Supernatant je dekantovanjem odvajen od taloga istalozenih proteina,
pri &emu je dobijen rastvor proteina u 0,22 mol/dm? trihlorsiréetnoj kiselini koji se dalje

koristi za odredivanje sadrzaja proteina metodom po Lowry—ju (Lowry, Rosebrough,
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Fair, Randall, 1951) koriste¢i albimin iz kravljeg mleka kao standardni protein. Uporedo
se, primenom iste metode, odreduje i sadrzaj ukupnih proteina u hidrolizovanoj
suspenziji IPST. SH se rafuna iz odnosa proteina rastvorenih u 0,22 mol/dm®

trihlorsiréetnoj kiselini i ukupnih proteina u hidrolizatu i izraZzava se U procentima.

3.2.4. ODREBIVANJE SADRZAJA VLAGE, PEPELA I
PROTEINA

Sadrzaj vlage, pepela i proteina u IPST, H1 i H2 je odreden standardnim
metodama AOAC (Association of Official Analytical Chemists, 2000). Prikazane

vrednosti predstavljaju srednju vrednost od najmanje tri rezultata odredivanja.

3.25. ODREDIVANJE PRINOSA PROTEINA

Prinos proteina, P, u uzorcima IPST, H1 i H2 predstavlja masu izolovanih proteina
u odnosu na masu proteina u po¢etnom materijalu, uljanoj pogaci semena tikve, i raCuna

prema jednacini (11):

m*c
P(%)=—"2 (1)

uUP

gde m predstavlja masu IPST, H1 ili H2 dobijenu iz 100 g uljane pogace, ¢, predstavlja
procentni udeo proteina u IPST, H1 ili H2, a cyp predstavlja procentni udeo proteina u

uljanoj pogaci semena tikve (Cyp = 63,5%).
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3.2.6. NATRIJUM-DODECILSULFAT POLIAKRILAMID
GEL ELEKTROFOREZA (SDS-PAGE)

Natrijum—dodecilsulfat poliakrilamid gel elektroforeza je izvedena po metodi
Laemmli (1970). Koris¢en je 4% (w/v) akrilamidni gel za uzorke i 12% akrilamidni
separacioni gel. Gelovi su pripremljeni koris¢enjem 30% rastvora akrilamid/bisakrilamid
(maseni odnos 37,5/1). Analizirani su rastvori koncentracije 0,1 g/200 cm® IPST, H1 i H2
u vodenom rastvoru koji sadrzi 0,063 mol tris/glicin pufera (pH=6,8), 20 g natrijum
dodecil-sulfata i 50 g p—merkaptoetanola u 100 cm?® rastvora. Elektroforeza je izvedena
na aparaturi Pharmacia LKB — Multi Drive XL (Pharmacia, Svedska), na 60 mA, u
vremenu potrebnom da uzorci stignu do gornje ivice gela. Gelovi su nakon elektroforeze
obojeni vodenim rastvorom koji sadrzi 0,2 g Coomassie brilliant blue R-250, 10 cm®
siréetne kiseline i 50 cm® metanola u 100 cm?® rastvora u toku 1 sata i potom potopljeni u
vodeni rastvor koji sadrzi 10 cm® siréetne kiseline i 40 cm® metanola u 100 cm? rastvora u
trajanju od 16 sati radi obezbojavanja gela i jasnog oslikavanja proteina pri odredenoj

molekulskoj masi.

3.2.7. PRIPREMA RASTVORA PROTEINA

Suspenzije IPST, HI i H2 razli¢itih koncentracija (Cosp=1-10 /100 cm®) su
pripremljene dispergovanjem potrebne mase proteinskog praha u puferu odredene pH
vrednosti (3-8) i jonske jagine (0-1 mol/dm® NaCl). Suspenzije su zatim postavljene u
vodeno kupatilo na 50 °C uz blago mesanje propelerskom mesalicom u trajanju od
jednog sata radi pospeSivanja rastvaranja proteina. Rastvori IPST, HI ili H2 su dobijeni
nakon izdvajanja nerastvorenih Cestica membranskom filtracijom, kori¢enjem acetat-
celulozne membrane sa nominalnim pre¢nikom pora 0,45 um (Sartorius, Nemacka).
Koncentracija rastvora proteina je podeSavana razblazivanjem dobijenih rastvora

odgovaraju¢im puferima.
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3.2.8. ODREDIVANJE RASTVORLJIVOSTI IPST, H1 I H2

Koncentracija proteina u rastvorima IPST, H1 i H2, c, je odredena metodom po
Lowry—ju (Lowry, A.H., Rosebrough, N.J., Fair, A.L., Randall, 1951) pomoéu UV-VIS
double beam HALO DB-20S spektrofotometra (Dynamica Scientific Ltd., Velika
Britanija) i izraZena u g/100 cm®. Rastvorljivost, s, IPST, H1 i H2 je racunata po formuli
(12):

c*100
S =
C

susp

(12)

Ukupan doprinos rastvorljivosti, 4s, predstavlja povecanje odnosno smanjenje
rastvorljivosti proteina prilikom povecanja jonske jagine sa 0 mol/dm® NaCl na 1

mol/dm?® NaCl i odreden je koris¢enjem jednacine:
AS = (So— $1)*100/sq (13)

gde so (9/100 cm®) predstavlja rastvorljivost proteina kada je I, = 0 mol/dm*NaCl,

dok s; (g/100 cm®) oznagava rastvorljivost proteina kada je I, = 1 mol/dm® NaCl.

3.2.9. MERENJE ZETA POTENCIJALA

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®. pH suspenzije (3 do 8) je podesen
dodatkom 0,1 mol/dm® NaOH ili 0,1 mol/dm® HCI, nakon &ega je suspenzija zagrejana
pomoc¢u vodenog kupatila na 50 °C uz blago meSanje u toku jednog sata u cilju

pospesivanja rastvaranja proteina. Nakon isteka jednog sata, pH suspenzije je ponovo
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izmeren i, po potrebi, naknadno podesavan do Zeljene pH. Nerastvorene Cestice
suspenzije su odvojene od proteinskog rastvora, tj. rastvora IPST, H1 ili H2, filtriranjem
na Sartorius membranskom filtru (pre¢nik pora 0,45 um) (Sartorius, Nemacka). Zeta
potencijal rastvorenih proteina IPST, H1 i H2, koncentracije 1 g/100 cm?, je odreden na
Zetasizer Nano ZS (Malvern Instruments, Velika Britanija), tako $to je najpre izmerena
elektroforetska pokretljivost rastvorenih proteina, preko koje je izracunat zeta potencijal.

Prikazani rezultati predstavljaju srednju vrednost bar tri merenja.

3.2.10. ODREDIVANJE POVRSINSKOG I
MEDUPOVRSINSKOG NAPONA/PRITISKA

Povrsinski napon vazduh/rastvor proteina i medupovrSinski napon ulje/rastvor
proteina izmereni su metodom Du Noiiy—jevog prstena pomocu 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®. U sluaju merenja
medupovrSinskog napona, na povr$inu rastvora proteina pazljivo se dodaje 20 mi
suncokretovog ulja. Formirane granice faza vazduh/rastvor proteina ili ulje/rastvor
proteina se ostavljaju u mirovanju slede¢ih 10 min radi uravnotezavanja granicne
povrsine nakon cega sledi merenje povrSinskog ili medupovrSinskog napona. PovrSinski
napon pufera iznosio je 71,7 = 0,4 mN/m bez obzira na pH vrednost. Medupovrsinski
napon pufera na pH 3-7 iznosio je 28,4 £ 0,9 mN/m, dok je na pH 8 izmerena vrednost
medupovrsinskog napona iznosila 25,7 + 1 mN/m. Izmerene vrednosti povrSinskog i
medupovrSinskog napona proteinskih rastovora su upotrebljene za izraCunavanje

povrsinskog, Tyazdunsrastvor, 1 medupovrsinkog pritiska, zyjerastvor, PO sledecoj formuli (14):

T=0,—0 (14)
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gde je oo povrsinski/medupovrsinski napon pufera a o povrSinski/medupovrsinski napon

rastvora IPST, H1 i H2.

3.2.11. ODREDIVANJE DINAMICKOG
MEDUPOVRSINSKOG NAPONA I REOLOSKIH OSOBINA
PROTEINSKIH ADSORPCIONIH FILMOVA

Dinamicki medupovrsinski napon ulje/rastvor proteina je odreden metodom
analize profila vise¢e kapi na tenziometru PAT1 (Sinterface Technologies, Nemacka).
Medupovrsinski napon sveze formirane kapi ulja u rastvoru poteina pracen je u funkciji
vremena, u toku narednih 60 min na sobnoj temperaturi (24 = 1 °C). lzmerene vrednosti
dinamickog medupovrsinskog napona rastvora proteina su upotrebljene za izracunavanje
dinami¢kog medupovrSinkog pritiska, myjjerasvor, koriS¢enjem jednacine (14) za svaki
vremenski interval posebno.

Nakon 60 min od formiranja kapi povrsina kapi je sinusoidalno narusavana putem
naizmeni¢nog dovodenja i odvodenja definisane zapremine ulja u kap 1 iz kapi, ¢ime su
izazvane dilatacione oscilacije slobodne povrSine kapi. Adsorbovani proteinski filmovi
reoloski su karakterisani primenom oscilacije kapi na pet razli¢itih frekvencija, 0,01,
0,02, 0,04, 0,1 1 0,2 Hz pri konstantnoj amplitudi od 10 % u odnosu na zapreminu viseée

kapi, uz periode mirovanja u trajanju od 100 s izmedu razlicitih frekvencija.

3.2.12. ANALIZA KINETIKE ADSORPCIJE

Kinetika adsorpcije proteina na granicu faza je analizarana primenom

pojednostavljene forme Ward i Tordai jedanc¢ine (15) (Ward | Tordai, 1946):

7 =2ck, T(Dt/314)"? (15)

o1



Sandra Bucko — Doktorska disertacija

¢iji nagib linearne oblasti na grafickom prikazu predstavlja konstantu brzine difuzije, K
(Jarpa-Parra i sar., 2015; Rodriguez Nifio i sar., 2005; Ruiz-Henestrosa i sar., 2009; Tang

I Shen, 2015). Sledeca faze adsorpcije je kvantifikovati primenom jednacine prvog reda:

IN((773600 = 77 ) /(73600 — 7 400)) = —Kit (16)

gde SU msgpg, 7 | ma00 medupovrSinski pritisci nakon 3600 s, nakon vremena t, i u
inicijalnom vremenu, respektivno, a k; predstavlja konstantu brzine prvog reda. Graficki
prikaz ove jednacine obi¢no ima dva ili viSe linearnih regiona (Jarpa-Parra i sar., 2015;
Rodriguez Nifio i sar., 2005; Ruiz-Henestrosa i sar., 2009; Tang i Shen, 2015). U okviru
ove disertacije analiziran je prvi linearan region radi dobijanja konstante brzine
adsorpcije, kags, koja odgovara brzini prodiranja proteinskih molekula na granicu faza i
otvaranju njihove struktrure. Drugi linearni region koji predstavlja naknadno
prilagodavanje proteinske strukture granici faza nije obuhvacen analizom zbog Cinjenice
da je adsorpcija proteina na granicu faza te¢no—te¢no dugotrajan i vremenski zahtevan

proces.

3.2.13. PRIPREMA I KARAKTERIZACIJA EMULZIJA

20% (w/w) emulzije ulja u vodi su pripremljene dispergovanjem 6 ¢
suncokretovog ulja u 24 g kontinualne faze na homogenizeru Ultraturrax T-25
(Janke&Kunkel, Nemacka) na 25 °C, pri 10000 o/min u toku 10 min. Kao kontinualna
faza koris¢eni su rastvori IPST, H1 ili H2 u koncentraciji od 0,1 g/100 cm? ili 1 g/100
cm®, odredene vrednosti pH (3, 5 ili 8) i jonske jagine (0 ili 0,5 mol/dm® NaCl).

Ispitivanje uticaja broja obrtaja turbine homogenizera prilikom pripreme emulzije
I uticaja sastava kontinualne faze na prosecan pre¢nik kapljica emulzije koris¢ene su
sledece kontinualne faze: 1) IPST na pH 8, Il1) H1 na pH 5, I1l) H1 na pH 8 i IV) H2 na
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pH 3. Jonska jagina kontinualnih faza iznosila je 0,5 mol/dm® 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 slede¢im procedurama:

» E10 — homogenizacija na 10000 o/min, koncentracija proteina u kontinualnoj fazi
c=1g/100 cm®;

» E24 — homogenizacija na 24000 o/min, koncentracija proteina u kontinualnoj fazi
c=1g/100 cm®;

» EL1,5 - homogenizacija na 24000 o/min, koncentracija proteina u kontinualnoj fazi
c=1,5g/100 cm®;

» SUSP — homogenizacija na 24000 o/min, koncentracija proteina u kontinualnoj

fazi koju ¢ini suspenzija proteina Cgsp= 1 /100 cm®;

Zapreminski prosec¢an pre¢nik kapljica emulzije odreden je metodom difrakcije
laserskog zraka upotrebom Mastersizer Micro Particle Analyzer (Malvern Instruments
Ltd., Velika Britanija). Puferi odgovarajuceg pH 1 jonske ja¢ine koriS¢eni su za snimanje
baznog spektra. Parametri koji su koris¢eni tokom odredivanja 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
izmedu 10 1 20%. Prikazane vrednosti zapreminskog prosecnog precnika, dszp
predstavljaju srednju vrednost najmanje tri merenja.

Prosecan pre¢nik kapljica emulzija pripremljenih po procedurama E10, E24, E1,5
i SUSP je odreden mikrofotografskom analizom, s obzirom da s emulzije pripremljene po
SUSP proceduri sadrzavale nerastvorene cestice proteina koje smetaju odredivanju
prosec¢nog pre¢nika na Mastersizer Micro Particle Analyzer—u. Mikrofotografije emulzija
su fotografisane pomocu optickog mikroskopa — Bel 3000 (Bioptica, Italija) sa kamerom
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BEL® photonics 1 softverom BelView7. Veliina 1 raspodela veli¢ina kapljica na
mikrofotografijama odredena je pomoc¢u Leica Qwin softvera. Brojcani prosecan precnik,

do, i standardna devijacija, oy su izracunati po slede¢im formulama:

7)

gde je D; precnik svake kapi a n predstavlja ukupan broj izmerenih kapi (n > 1000).

3.2.14. STABILNOST EMULZIJA

Stabilnost emulzija je pracena putem kriming testa. Naime, emulzije su odmah
nakon pripreme sipane u staklene graduisane cilindre od 10 ml gde je njihova stabilnost
pracena 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 pracene vizualno i karakterisane su putem

kriming indeksa, KIl, koji se racuna po formuli (19):

V, *100

KI (%) = (19)

E

gde je Vs zapremina seruma a Vg predstavlja ukupnu zapreminu emulzije.
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4. REZULTATI I DISKUSIJA

4.1. SADRZAJ PROTEINA, PEPELA | VLAGE

Sadrzaj proteina, pepela i vlage u proteinskom izolatu i hidrolizatima semena tikve
su analizirani u cilju dobijanja detaljnijeg uvida u njihov sastav. Rezultati odredivanja

sadrzaja proteina, pepela i vlage u IPST, H1 i H2 prikazani su u Tabeli 2.
Tabela 2. Sadrzaj proteina, pepela i vlage u IPST, H1 i H2.

Uzorak  Proteini (%) Pepeo (%) Vlaga (%0)

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 i1 H2 imaju visok sadrzaj proteina od 84,87%, 89,39% 1 92,13%,
respektivno, karakteristiCan za proteinske izolate 1 hidrolizate. Sli€an sadrZaj proteina
zabelezen je u proteinskim izolatima suncokreta (Pérez i sar., 2005), susama (Achouri i
sar., 2012), indijskog oraha (Yuliana i sar., 2014), so¢iva (Avramenko i sar., 2013),
indijskog crnog pasulja (Phaseolus mungo L.) (Wani i sar., 2015), leblebije, boba,
ovsenih mekinja, lana, soje i graska (Poji¢ 1 sar., 2018) i proteinskim izolatima i
hidrolizatima kikirikija (Jamdar i sar., 2010).

Sadrzaj pepela u IPST i H2 je pribliznih vrednosti, 2,48% i 2,13%, respektivno.

Pepeo u ova dva uzorka najve¢im delom potice od soli nastalih neutralizacijom kiselina i
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baza kori$¢enih u procesu dobijanja uzoraka (Wani i sar., 2015). Za razliku od procesa
pripreme IPST i H2, prilikom pripreme hidrolizata H1 koris¢en je 0,2 mol/dm® glicin—
HCI pufer od kojeg potice visi sadrzaj pepela (5,38%), u odnosu na sadrzaj pepela u IPST
i H2.

Najvisi sadrzaj vlage od 8,59% je izmeren u IPST, dok je sadrzaj vlage hidrolizata
H1 1 H2 iznosio 5,21% 1 5,78%, respektivno. Nizi sadrzaj vlage u oba hidrolizata, H1 1
H2, u poredenju sa IPST se pripisuje razli¢itom nacdinu pripreme uzoraka, odnosno
razlicitom nacinu susenja uzoraka. Naime, IPST je osuSen na sobnoj temperaturi od oko

25 °C, dok su oba hidrolizata osusena 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 pocetni materijal, je vazan parametar prilikom evaluacije procesa pripreme
proteinskih proizvoda jer ima veliki uticaj na isplativost ¢itavog postupka. Prinos proteina
u IPST, H1 i H2 iznosi: Pps1=36,5 + 0,2%, Py;=19,3 + 0,6% i Py»,=15,9 + 1,0%. Oba
hidrolizata, H1 i H2, imaju manji prinos u odnosu na IPST buduci da je pocetni materijal
za njihovo dobijanje upravo IPST. Prema tome, rastvorljivost IPST, koja zavisi od
uslova pri kojima se odvija hidroliza, je jedan od ograni¢avaju¢ih faktora prinosa
hidrolizata. Sta vise, visi prionos H1, koji se hidrolizuje na pH 8, u odnosu na prinos H2,
koji se hidrolizuje na pH 3, je rezultat vece rastvorljivosti IPST na pH 8 (detaljnije u
poglavlju 4.5.) pri ¢emu je vise proteina dostupno za delovanje enzima na pH 8 u odnosu
na pH 3, te se kao krajnji ishod dobija visi prinos hidrolizata H1. Dobijeni rezultati su u
skladu sa ranije sprovedenim istrazivanjima (Rezig i sar., 2013) koja su ustanovila da
prinos proteina u proteinskom izolatu, a samim tim i prinos proteina u hidrolizatima,
moze biti povecan podeSavanjem uslova sredine, pre svega pH 1 jonske jacine, 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 odredena pomoc¢u SDS-PAGE elektroforeze.
Elektroforetogram molekulskin masa IPST, H1 i H2 prikazan je na slici 14.
Elektroforetogram IPST pokazuje tri karakteristi¢ne grupe peptida, prvu pri molekulskoj
masi od 36 kDa, drugu oko 24 kDa i tre¢u izmedu 14 kDa i 20 kDa. Prve dve grupe
peptida, od 36 i 24 kDa poti¢u od dva polipeptidna lanca iz glavne proteinske frakcije
proteina semena tikve, 12S globulina — kukurbitina. Zajedno ova dva polipeptidna lanca
¢ine jednu podjedinicu, a Sest takvih podjedinica ¢ine heksamer, kukurbitin, ukupne
molekulske mase od oko 352 kDa (Blagrove i Lilley, 1980; Colman i sar., 1980;
Marcone, 1999; Rezig i sar., 2013). Tre¢a 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 razli¢itim profilom molekulsih masa (slika
14)

Marker
molekulskil
masa

n [IPST H1 H2

66 kDa —e S

oy -

45 kDa

e d
36 kDa '
29 kDa ——S"

20 kDa —_

14.2 kDa-‘ .

Slika 14. Elektroforetski profili IPST, H1 i H2.

24 kDa
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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 pojacan, 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 vece 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 razli¢itim enzimima
se pripisuje specificnosti mesta kataliticke reakcije za svaki enzim, kao i razliitosti
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 Siroku specificnost delovanja, sa
naglaskom na velike nenaelektrisane aminokiselinske rezidue. Suprotno tome, pepsin,
koji spada u kisele endoproteaze, katalizuje raskidanje peptidnih veza kod hidrofobnih,

narocito aromati¢nih rezidua kao $to su fenil-alanin ili leucin (Chatterjee i sar., 2015).

4.4. ZETAPOTENCIJAL PROTEINA

Proteini su polimeri dobijeni povezivanjem aminokiselina peptidnom vezom.
Peptidna veza, kao i razli¢iti aminokiselinski ostaci, omogucavaju proteinima da nose
pozitivno ili negativno naelektrisanje u zavisnosti od pH vrednosti sredine u kojoj se
nalaze. Pri pH vrednosti koja je jednaka izoelektri¢noj tacki proteina, njihovo ukupno
naelektrisanje je jednako nuli (Pakovi¢, 2006; Hoffmann i Reger, 2014; Lam i
Nickerson, 2013). Pomeranjem pH vrednosti iznad ili ispod izoelektri¢ne tacke 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®, I, = 0 mol/dm®.

IPST i H1 imaju sli¢nu zavisnost zeta potencijala od pH vrednosti sredine: kada je
pH<4, IPST i H1 su pozitivho naelektrisani, dok pri pH>5 preovladava negativno
naelektrisanje. Dakle, njihova izoelektri¢na tacka se nalazi izmedu pH 4 i pH 5, gde je
zeta potencijal ova dva proteina prakti¢éno nula. Uticaj pH na zeta potencijal hidrolizata
H2 pokazuje drugaciju zavisnost u poredenju sa zavisnos¢u koju pokazuju IPST i H1.
Zeta potencijal H2 je ¢ak i na pH = 5 pozitivan, dok pri daljem povecavanju pH zeta
potencijal H2 postaje blago negativan, a izoelektricna tacka se moze zapaziti na pH~6,5.
Slicne rezultate objavili su (Adjonu i sar., 2014a) za enzimske hidrolizate proteina
surutke koji su dobijeni upotrebom razli¢itih enzima i pri razli¢itim 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 izoelektri¢noj
tacki nativnog proteina (pH=S5), pri ¢emu su prisutni rastvoreni molekuli slabo
naelektrisani. Suprotno tome, kod enzimske hidrolize koja se odvija na pH=8, odnosno,
dalje od izoelektri¢ne tacke IPST, rastvoreni proteini su vise naelektrisani (Adjonu i sar.,
2014a).
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4.5. RASTVORLJIVOST PROTEINA

Funkcionalne osobine proteina su usko povezane sa njihovom rastvorljivoscu, pri
¢emu uslovi sredine, prvenstveno pH 1 jonska ja¢ina, mogu imati znacajan uticaj kako na
rastvorljivost proteina, tako i na njegove funkcionalne osobine. Uticaj pH na
rastvorljivost IPST, H1 i H2 ilustrovan je na slici 16.

Moze se primetiti da je IPST pokazao najnizu rastvorljivost od oko 12 g/100 cm® u
izoelektricnoj tacki, pl=5. Rastvorljivost IPST raste kako se pH snizava ispod ili kako se
povecava iznad pl, dostizuc¢i svoju maksimalnu vrednosti od 68 g/100 cm® na pH=8, §to
predstavlja tipi€an profil rastvorljivosti za veéinu biljnih proteina kod kojih se belezi
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, odredena
njihovim naelektrisanjem na razli¢itim pH vrednostima. Rastvorljivost je minimalna na
pH = pl, kada se proteini nalaze u obliku cviter jona, pri ¢emu balans izmedu pozitivnog i
negativnog naelektrisanja ¢ini molekule proteina efektivno nenaelektrisanim §to znacajno

oteZava njihovu solvataciju, i time smanjuje rastvorljivost.
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Slika 16. Uticaj pH na rastvorljivost IPST, H1 i H2. ¢y, = 1 9/100 cm®, I, = 0 mol/dm®.
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Nasurot tome, udaljavanjem pH od pl, solvatacija proteina se pospeSuje
povecavanjem naelektrisanja proteina, dovode¢i do povecanja 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 HI 1 H2, ve¢a od rastvorljivosti IPST, u
celom opesgu ispitivanih pH, a posebno u opsegu pH bliskim pl IPST, slika 16.
Rastvorljivost oba hidrolizata, HI 1 H2, u manjoj meri zavisi od pH vrednosti u poredenju
sa IPST. Naime, rastvorljivost H1 se kre¢e u opsegu izmedu 60 g/100 cm® i 76 g/100
cm®, dok je rastvorljivost H2 veéa od 90 g/100 cm? pri svim ispitanim pH vrednostima
(Slika 16). Veca 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, Sto zajedno uzrokuje
povecanje hidrofilnosti hidrolizata (Sinha i sar., 2007; Tavano, 2013; Wu i sar., 2009;
Yalgin i Celik, 2007; Yust i sar., 2010; Zhao i sar., 2011).

Uticaj jonske jacine rastvora na rastvorljivost IPST, H1 1 H2, pri razli¢itim pH
vrednostima, prikazana je na slici 17a, 17b i 17c, respektivno. Mogu se primetiti dva

razli¢ita efekta u zavisnosti od pH vrednosti sredine i vrste proteina:

I salting—out efekat — smanjenje rastvorljivosti prilikom povecéanja jonske

jacine;

Il salting—in efekat — povecanje rastvorljivosti prilikom povecanja jonske

jacine.
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Slika 17. Uticaj jonske jacine rastvora na rastvorljivost a) IPST, b) H1 i ¢) H2, pri

razli¢itoj pH vrednosti (3, 51 8). Cgusp = 1 9/100 cm®.

Kao posledica povecanja jonske jaCine, rastvorljivost IPST na pH 3 znacajno

opada sa 37,6 g/100 cm® na 13,2 g/100 cm®, demonstrirajuéi tipi¢an salting—out efekat,

dok se na pH 8 i pH 5 inicijalno ispoljava blagi salting—in efekat do jonske jacine od 0,5

mol/dm?® NaCl, a zatim sledi opadanje rastvorljivosti usled daljeg poveéanja jonske jacine

(Slika 17a). Dobijeni rezultati su u skladu sa ranije sprovedenim istrazivanjima, gde je

ustanovljeno da povecanje jonske jaCine rastvora izolata proteina suncokreta dovodi do
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salting—out efekta, kada je pH < pl, odnosno do salting—in efekta, kada je pH > pl (Pérez
I sar., 2005). Pored toga, povecanje rastvorljivosti do odredene jonske jacine (I = 0,5
mol/dm® NaCl), nakon &ega sledi pad rastvorljivosti daljim poveéanjem jonske jaine,
zabelezeno je 1 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 povecanje jonske jacine prakti¢no ne utice na rastvorljivost na pH 3 i pH
5, dok pri pH 8 rastvorljivost H1 se povecava za 14 g/100 cm® prilikom poveéanja I, sa 0
mol/dm® na 0,7 mol/dm® NaCl (Slika 17b). Sa druge strane, poveéanje jonske ja¢ine
rastvora hidrolizata dobijenog upotrebom pepsina, H2, dovodi do opadanja rastvorljivosti
na pH 3 i pH 5. Rastvorljivost H2 na pH=8 se povec¢ava za 10 g/100 cm®, kao posledica
poveéanja I, sa 0 mol/100 cm® na 1 mol/100 cm® NaCl, ispoljavajuéi blagi salting—in
efekat (Slika 17c).

Ukupna promena rastvorljivosti IPST, H1 i H2, 4s (g/100 cm®), prilikom
povecanja jonske jacine od 0 mol/dm® do 1 mol/dm?® NaCl pri pH 3, 5 i 8 prikazana je na
Slici 18.

100
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Slika 18. Ukupna promena rastvorljivosti IPST, H1 i H2, 4s (g/100 cm®), prilikom
povecanja jonske jagine od 0 mol/dm® do 1 mol/dm? NaCl pri pH 3,51 8.
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Oba efekta, salting—out i salting—in, su zabelezena kod sva tri ispitana uzorka,
IPST, H1 i H2. NajizraZeniji salting—out efekat se javlja kod IPST na pH 3, gde je 4s =
64,8 %, a najizrazeniji salting—in se javlja kod IPST na pH 5, pri ¢emu se rastvorljivost
povecava za 25,6 %. Jedino u alkalnoj sredini, na pH = 8, kod sva tri uzorka, IPST, H1 i
H2, se javlja samo salting—in efekat, 4s > 0 %.

Uticaj jonske jadine na rastvorljivost proteina je rezultat kompleksnog uzajamnog
dejstva razli¢itih efekata poput elektrostatickih interakcija, jon specifi¢nih interakcija,
hidrofobnih efekata, itd. (Marcone, 1999; Yalcin i Celik, 2007).

4.6. ADSORPCIONA SVOJSTVA

Ispitana je adsorpcija IPST, H1 i H2 na granicu faza te¢no/gas i te¢no/te¢no, kao i
osobine dobijenih proteinskih adsorpcionih filmova. Adsorpciona svojstva su ispitivana
odredivanjem povrSinskog 1 medupovrSinskog pritiska, dinamickog medupovrSinskog
pritiska i kinetike adsorpcije pri razli¢itim uslovima sredine, pH (3-8) i jonske jacine (0—
1 mol/dm?® NaCl), i koncentracije uzorka (0,0001-1 g/100 cm®).

4.6.1. POVRSINSKI I MEDUPOVRSINSKI PRITISAK

Proteini su amfifilni molekuli koji se adsorbuju na granicu faza te¢nost/gas i
tecnoSt/te¢nost. Tom prilikom dolazi do smanjenja povrSinskog/medupovrsinskog
napona, odnosno do povecanja povrSinskog/medupovrSinskog pritiska. Uticaj pH
vrednosti na povrsinski i medupovrsinski pritisak rastvora IPST, H1 i H2 prikazan je na
slici 19. Moze se primetiti da je povrsinski i medupovrsinski pritisak ve¢i od 0 mN/m §to
ukazuje na to da se IPST, H1 i H2 adsorbuju na granicu faza pri svim ispitivanim pH

vrednostima. Utvrdeno je da rastvor IPST pokazuje najveci povrsinski pritisak, 23 mN/m,
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Slika 19. Uticaj pH vrednosti na povrsinski (ispunjeni simboli) i medupovrsinski pritisak

(prazni simboli) rastvora IPST, H1 i H2. ¢=0,1 g/100 cm?®; 1.=0 mol/dm®.

na pl=5, dok se sa snizavanjem pH ispod ili pove¢avanjem iznad pl, povrsinski pritisak
rastvora IPST snizava. Najvisi povrSinski pritisak (22,6 mN/m) upravo u izoelekri¢noj
tacki je posledica smanjene rastvorljivosti i intenziviranih hidrofobnih interakcija koje su
pospesile adorpciju IPST molekula na granicu faza da bi se minimizovale
termodinamicki nepovoljne hidrofobne interakcije (Papalamprou i sar., 2010). Suprotno
tome, na pH # pl proteinski molekuli su postali hidratisaniji, njihova rastvorljivost je
povecéana (Slika 16), a hidrofobne interakcije koje pospesuju adsorpciju IPST na granicu
faza su smanjene, sto se ogleda u smanjenju povrsinskog pritiska rastvora IPST, u odnosu
na pl, na 16,5 mN/m na pH 8 i na 20 mN/m na pH 3. Uticaj pH na povrsinski pritisak
rastvora H1 i H2 je manje izrazen u poredenju sa uticajem pH na povrSinski pritisak
IPST, tako da povrSinski pritisak H1 iznosi izmedu 21 mN/m i 24 mN/m, a povrSinski
pritisak H2 izmedu 19 mN/m i 23 mN/m, bez obzira na pH (Slika 19).

Sa slike 19. se uocava da su medupovrsinski pritisci rastvora IPST, H1 i H2 u
odnosu: mpst < mH1 < myp Na Svim ispitanim pH vrednostima osim na pH 3. Manja

molekulska masa HI 1 H2 u odnosu na IPST uslovljava visi medupovrSinski pritisak
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rastvora H1 i H2 u odnosu na medupovrSinski pritisak rastvora IPST usled vece
fleksibilnosti redukovanih peptida i dostupnosti hidrofobnih grupa koje su prethodno bile
sakrivene unutar strukture nativnog proteina sto pospesuje adsorpciju H1 i H2 na granicu
faza (Adjonu i sar., 2014b; Avramenko i sar., 2013; Luo i sar., 2014; Martinez i sar.,

2009; Minones Conde 1 Rodriguez Patino, 2007).

Uticaj koncentracije rastvora IPST, H1 i H2 na povrSinski i medupovrSinski

pritisak prikazan je na slici 20a, 20b i 20c, respektivno, napH 3,51 8.

a) b) 35

35 - IPST

H1
B [pH3 @ CpH5 A/ pH8 ~B-—1-pH3 @ —O-pH5 - —pH8

7 (mN/m)

¢ (g/100 cm’) ¢ (g/100 cm®)

C)35- H2
| --pH3 -@-O-pHS5 fA——A—pHB

30

1E-4 1E-3 0,01 0,1 1
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Slika 20. Uticaj koncentracije rastvora a) IPST, b) H1 i ¢) H2 na povrSinski (ispunjeni

simboli) i medupovrsinski (prazni simboli) pritisak rastvora na pH 3, 5 i 8. 1,:=0 mol/dm?.
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Kao §to je i ocekivano, koncentracija proteinskog rastvora ima znacajan uticaj na
povrsinski i medupovrsinski pritisak ratvora. Sto je veéa koncentracija rastovora IPST,
H1 i H2 — to je veéi i povrSinski/medupovrsinski pritisak, bez obzira na pH vrednost
rastvora. Naime, povecanjem koncentracije proteina u rastvoru povecan je broj
adsorbovanih  peptida na granci faza Sto =za rezultat ima povecanje
povrsinskog/medupovrSinskog  pritiska (Bos 1 Van Vliet, 2001). Najveci
povrsinski/medupovrSinski pritisak je izmeren pri najviSoj koncentraciji rastvora
proteina, c=1 g/100 cm?, za sva tri uzorka i na sve tri ispitivane pH vrednosti rastvora.
Maksimalan povrsinski pritisak rastvora IPST iznosio je od 20 mN/m do 30 mN/m, u
zavisnosti od pH vrednosti, Sto predstavlja maksimalan povrsinski pritisak koji se moze
postic¢i upotrebom proteina (Bos i Van Vliet, 2001; Damodaran, 2005; Dickinson, 2011).
Priblizne vrednosti povrSinskog pritiska zabelezene su upotrebom proteinskih izolata
biljnog porekla: sociva (Joshi i sar., 2012), ovsa (Ercili-Cura i sar., 2015), soje (Ruiz-
Henestrosa 1 sar., 2007b), i proteinskih izolata animalnog porekla: surutke (Joshi i sar.,
2012; van Kempen i sar., 2013), p—laktoglobulina i B—kazeina (Seta i sar., 2014).

Uticaj povecanja jonske jacine na povrsSinski/medupovrsinski pritisak rastvora
IPST, H1 i H2 je prikazan na slici 21a, 21b i 21c, respektivno, na tri razli¢ite pH 3, 5 1 8.
Povecéanje jonske jaCine rastvora veoma malo utiCe na povrSinski i medupovrsinski
pritisak ispitivanih rastvora, osim u slucaju rastvora IPST na pH 3, gde je zabelezeno
znacCajnije povecanje povrsinskog pritiska za 10,5 mN/m usled povecanja koncentracije
NaCl sa 0 mol/dm?® na 1 mol/dm®. Takvo ponasanje je posledica smanjene rastvorljivosti
IPST na pH 3 (Slika 17) odnosno, povecanja hidrofobnih interakcija i smanjene
hidratacije proteina. lzuzev toga, povecanje jonske jacine se minimalno odrazilo na
povrsinski i medupovrsinski pritisak svih ostalih rastvora, $to je potkrepljeno ¢injenicom
da je prosecna varijacija u okviru jedne pH vrednosti 3 mN/m za povrSinski pritisak i 1,4

mN/m za medupovrSinski pritisak.
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Slika 21. Uticaj jonske ja¢ine na povrsinski (ispunjeni simboli) i medupovrsSinski (prazni

simboli) pritisak a) IPST, b) H1 i ¢) H2, na pH 3, 5 8. ¢=0,1 g/100 cm?®,

4.6.2. DINAMICKI MEDUPOVRSINSKI PRITISAK

Ispitan je uticaj vremena na medupovrSinski pritisak granice faza izmedu rastvora

proteina 1 ulja triglicerida srednje duzine lanca. Dinamicki medupovrSinski pritisak
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rastvora IPST, H1 i H2 je prikazan na slici 22, slici 23 i slici 24, respektivno, napH 3,51
8. Primecuje se da tokom vremena dolazi do povecanja medupovrSinskog pritiska, 7, na
granici faza ulje/rastvor proteina, za sva tri ispitivana proteina bez obzira na pH vrednost
rastvora. Takvo ponasSanje ukazuje na to da se IPST, H1 1 H2 adsorbuju na granicu faza
ulje-rastvor proteina, bez obzira na pH rastvora. Povetanje = tokom vremena pri
koncentraciji ¢>0,0001 g/100 cm®, najizraZenije je na po&etku merenja, bez obzira na pH
vrednost rastvora. Takav trend se objasnjava ¢injenicom da je na pocetku adsorpcije
granica faza ulje-rastvor proteina prazna, te je adsorpcija molekula IPST, H1 ili H2
olaksana. Tokom vremena, koncentracija IPST, H1 i H2 na granici faza se povecava, pri
¢emu dolazi do povecanja energetskih barijera (elektrostatiCke barijere 1 barijere
medupovrsinskog pritiska) koje otezavaju dalju adsorpciju novih molekula proteina, $to
na kraju dovodi do smanjenja brzine adsorpcije i konac¢no, do toga da povecanje 7 tokom
vremena postane sve umerenije (Maldonado-Valderrama i sar., 2005; Rodriguez Patino i
sar., 2007; Romero i sar., 2012; Ruiz-Henestrosa i sar., 2007a; Tang i Shen, 2015; Yuan i
sar., 2012).
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Slika 22. Dinamicki medupovrsinski pritisak rastvora IPST pri razli¢itoj koncentraciji ¢

(1-0,0001 g/100 cm®) na a) pH 3 b) pH 5i ¢) pH 8. 1.=0 mol/dm®.
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Slika 23. Dinamic¢ki medupovrsinski pritisak rastvora H1 pri razli¢itoj koncentraciji ¢ (1—
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Slika 24. Dinamicki medupovrsinski pritisak rastvora H2 pri razli¢itoj koncentraciji ¢ (1—

0,0001 g/100 cm®) naa) pH 3 b) pH 5 ¢) pH 8. 1.=0 mol/dm®.

Izuzetak od goreopisanog ponasanja su uzorci IPST na pH 3 i pH 51 HI 1 H2 na

pH 5 pri najnizoj koncentraciji, kod kojih izostaje poc¢etno naglo povecanje z, a umesto

njega se javlja indukcioni period u okviru kog ne dolazi do promene z. Poveéanje © na

pH 3 kod IPST se javlja tek nakon 1000 s. Pojava indukcionog perioda na pH 5 je

posledica izrazene asocijacije molekula proteina u izoelektri¢noj tacki koja je rezultat

malog naelektrisanja proteina (Damodaran, 2005; Joshi i sar., 2012; McClements, 2004b;
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Rodriguez Patino i Pilosof, 2011; Ruiz-Henestrosa i sar., 2009; Yuliana i sar., 2014).
Takode, veoma niska koncentracija rastvora proteina doprinosi ovom efektu.

Uticaj povecanja jonske jacine na dinamicki povrSinski pritisak rastvora IPST, H1
i H2 prikazan je na slici 25, slici 26 i slici 27, pri razli¢itim pH vrednostima rastvora, pH
3, pH 5 i pH 8. Medupovrsinski pritisak rastvora IPST, H1 i H2 se najviSe povecava na
poCetku merenja a zatim se je povecanje sve umerenije, na svim ispitivanim pH
vrednostima 1 jonskim ja¢inama rastvora, izuzev rastvora IPST na pH 8, gde se promene

medupovrsinskog pritiska desavaju tokom duzeg vremenskog perioda (slika 25c).
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Slika 25. Dinamicki medupovrsinski pritisak rastvora IPST pri razlicitoj jonskoj jac¢ini I,

(01 mol/dm® NaCl) na a) pH 3 b) pH 5 i c) pH 8. ¢=0,01 mol/dm®.
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Slika 26. Dinamicki medupovrsinski pritisak rastvora H1 pri razlicitoj jonskoj jacini I,

(0—1 mol/dm® NaCl) na a) pH 3 b) pH 5i ¢) pH 8. ¢=0,01 mol/dm?®.
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Slika 27. Dinamicki medupovrsinski pritisak rastvora H2 pri razli¢itoj jonskoj jacini I,

(01 mol/dm® NaCl) na a) pH 3 b) pH 5 i ¢) pH 8. ¢=0,01 mol/dm®.

4.63. KINETIKA ADSORPCIJE

Difuzija IPST, H1 i H2 iz rastvora do granice faza, a zatim i adsorbcija na granicu
faza moze biti okarakterisana konstantom brzine difuzije, kgi, 1 konstantom brzine
adsorpcije, Kags, respektivno. Primer odredivanja Kgiss 1 Kogs reprezentativnih H2 rastvora na

razli¢itim pH vrednostima prikazan je na slici 28a i 28b, respektivno.
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Slika 28. Primer grafickog odredivanja a) Kgiss 1 b) Kags. Rastvori H2, ¢=0,01 g/100 cm®,

1.=0 mol/dm?.

Kqiff se odreduje kao linearni nagib na grafiku zavisnosti 7 od kvadratnog korena
vremena adsorpcije, t“ (Slika 28a), a kags kao prvi linearni region na grafiku zavisnosti
In((7r3600-7)/ ( 3600-7400)) Od Vremena (Slika 28b) (Jarpa-Parra i sar., 2015; Patino | sar.,
2005; Ruiz-Henestrosa i sar., 2009; Tang i Shen, 2015).

Uticaj pH vrednosti i koncentracije rastvora IPST, H1 i H2 na kgt 1 Kags prikazan je
u Tabeli 3. kg rastvora IPST raste sa povecanjem koncentracije rastvora proteina, bez
obzira na pH vrednost, sa izuzetkom rastvora koncentracije 0,1 g/100 cm® na pH 8. Pri
najvis$oj koncentraciji rastvora IPST, c=1 g/100 cm’, nije bilo moguce odrediti Kgif 1 Kags
usled Cinjenica da Se inicijalna promena medupovrSinskog napona odigrala u isuvise
kratkom vremenskom periodu, koji prevazilazi mogucnosti merenja koris¢ene metode.
Kqifr Oba hidrolizata, H1 i H2, se takode povecavaju sa povec¢anjem koncentracije rastvora
na svim ispitanim pH vrednostima. Najnize vrednosti Kgisr, za Sve ispitivane koncentracije
rastvora, odredene su na pH 5, $to je posledica asocijacije molekula na pH=pl zbog
slabog naelektrisanja peptida. Povecanje dimenzija entiteta koji difunduju usporava
njihovu difuziju ka granici faza. Sli¢no ponasSanje je zabelezeno i kod drugih nativnih i
modifikovanih globularnih proteina (Jarpa-Parra i sar., 2015; Patino 1 sar., 2005;

Rodriguez Nifio i sar., 2005; Ruiz-Henestrosa i sar., 2009, 2007b; Yuliana i sar., 2014). 1z
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Tabele 3. moze se primetiti da su Kgir H1 1 H2 vece u odnosu na Kgi IPST, bez obzira na
koncentraciju 1 pH vrednost rastvora, §to je posledica smanjene molekulske mase
hidrolizata usled enzimske hidrolize (Rodriguez Nifo I sar., 2005; Ruiz-Henestrosa i sar.,
2009).

Tabela 3. Uticaj pH vrednosti i koncentracije rastvora IPST, H1 i H2 na Kgis 1 Kags. 1:=0

mol/dm?,.

kaitr (MN/m*s°°) Kags*10™ (1/5)
c
pH (g/100 cm®) IPST H1 H2 IPST H1 H2

0,0001 X 0,02+ 0,00 0,26+0,01 X 25+0,3 6,0+0,1
0,001 0,15+0,00 0,21 +0,01 022+0,01 68+01 72+02 9,7+0,1
3 0,01 042+0,02 086+0,04 082+0,22 95+02 84+01 7,5+1,3
0,1 0,61 +0,03 2,05+0,10 X 9,5+0,2 89+02 59+04

1 X X X 94+10 78«15 X
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 82+05 84+02 54+0,3
5 0,01 0,16+0,02 0,20+0,01 0,55+0,13 49+0,0 8,7+01 42+0,3
0,1 0,21 +0,03 0,35+0,03 X 70+02 86+02 38+04

1 X X X 6,605 91+0,5 X
0,0001 0,00+ 0,00 0,02+0,00 0,01 £0,00 1,7+0,5 3,504 42+04
0,001 0,04 £0,00 0,14+0,02 0,08+0,01 3,5+0,2 361+03 6,5+0,3
8 0,01 0,61 0,08 0,53+0,06 0,69+0,14 3,5+0,7 139+0,2 55+0,5
0,1 0,39+ 0,06 0,96 +0,19 X 58+£04 2,0+£02 53+0,3

1 X X X 3,0£0,4 4,1+0,0 X
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Tokom vremena sve vise molekula proteina Se adsorbuje na granicu faza sto
dovodi do postepenog povecavanja energetske barijere za adsorpciju novih molekula
proteina. Proces adsorpcije molekula iz grani¢nog sloja na granicu faza stoga postaje sve
sporiji i difuziona adsorpcija prelazi u difuziono—kineticku adsorpciju gde brzina
adsorpcije proteina iz grani¢nog sloja na granicu faza odreduje brzinu ukupnog procesa
oadsorpcije (Maldonado-Valderrama i sar., 2005; Rodriguez Nino i sar., 2005; Ruiz-
Henestrosa 1 sar., 2007a). Brzina adsorpcije iz grani¢nog sloja na granicu faza moze se
kvantifikovati pomocu K,qs (tabela 3), gde vece vrednosti k,gs 0dgovaraju brzoj adsorpciji
iz grani¢nog sloja na granicu faza. Primecuje se da uticaj pH vrednosti i koncentracije
rastvora IPST, H1 i H2 na k.gs zavisi od vrste isptivanog proteina. Najvece vrednosti Kags
IPST odredene su na pH 3 bez obzira na koncentraciju rastvora, pri ¢emu K45 Opada sa
povecanjem pH. k,qs hidrolizata H1, za datu koncentraciju na pH 5 su blago povecane u
odnosu na k,gs Na pH 3, dok su najnize vrednosti Kogs H1 na pH 8. U slucaju Kags H2,
najvise vrednosti se dobijaju na pH 3, sli¢no kao kod IPST, a najniZe na pH 5.

Uticaj jonske jacine na Ky 1 Kags pri razli¢itim pH vrednostima, prikazana je u
Tabeli 4. Kod svih uzoraka, IPST, H1 i H2, kg opada sa povecanjem jonske jacine bez
obzira na pH, sa izuzetkom IPST i H1 na pH 5 gde je uticaj dodatka NaCl na kg mali.
Struktura proteinskih molekula na pH 5 je zbijena i bez prisustva NaCl (1;=0 mol/dm?)
usled slabog naelektrisanja, odnosno malog zeta potencijala (Slika 15). Prema tome,
dodatakom NaCl ne dolazi do znacajnijih promena u strukturi proteina, dok pri pH#pl
povecéanje jonske jacine 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 ja¢ine rastvora IPST, H1 1 H2 na Ky 1 Kags pri razli¢itoj pH
vrednosti (3, 5 i 8). ¢=0,01 g/100 cm?®.

pH

0
0,1
0,5

1

0
0,1
0,5

1

0
0,1
0,5

1

I
(mol/dmd)

kdiff (mN/m*S

IPST

0,42 + 0,02
0,28 £ 0,01
0,20+ 0,01
0,16 £0,01
0,16 + 0,02
0,15+0,03
0,23 +0,03
0,12 +0,03
0,61 £0,08
0,41 = 0,08
0,31 0,02
0,08 % 0,00

H1

0,66 + 0,04
0,60 + 0,07
0,27 +£0,02
0,19 £ 0,00
0,20+ 0,01
0,17 +0,01
0,27 £0,02
0,16 £ 0,01
0,35+0,01
0,81+0,17
0,21 £ 0,02
0,19 0,02

0.5)

H2

0,82 +0,23
0,76 £ 0,12
0,34+ 0,01
0,11 +£ 0,00
0,55+0,12
0,48 +0,11
0,23 +£ 0,00
0,26 £ 0,00
0,69 +£0,11
0,64 + 0,23
0,53+0,12
0,26 +0,10

IPST

9,5+0,2
7,6 0,1
54+0,1
6,5+0,2
49+0,0
2,6 0,3
3,8+0,2
3,3£0,2
3,5+£0,7
7,8+0,2

Kags*10™ (1/5)

H1

84+0,1
7,5+0,1
7,3+0,3
4,5+0,3
8,7+0,1
8,3+0,1
7,8+0,1
9,3+0,1
13,9+0,2
14,0£0,2

13,0£0,3 58+0,1

8,7+0,2

7,6+0,1

H2

8,2+0,9
8,9+0,2
8,7+0,2
6,5+0,2
42+0,3
7,0+£0,3
6,6 +0,1
6,5+0,1
55+05
52+0,5
6,1 £0,3
6,4+0,3

Uticaj povecéanja jonske jacine na K,gs ne pokazuje jednoznacne trendove opadanja

ili povecanja kg, Usled povecanja jonske jacine, bez obzira na vrstu ispitivanog uzorka ili

pH vrednost rastvora.
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4.64. DILATACIONA REOLOGIJA PROTEINSKIH
ADSORPCIONIH FILMOVA

Jedna od glavnih odlika proteina kao povrsinski aktivnih molekula po kojoj se
razlikuju od niskomolekularnih emulgatora jeste da proteini obrazuju viskoelasti¢ne
adsorpcione filmove na granici faza (Dan i sar., 2013; Dickinson, 1999; Hoffmann i
Reger, 2014; Sagis i Scholten, 2014). Viskoelasti¢ne osobine adsorpcionih filmova se
mogu okarakterisati putem dilatacione elasti¢nosti, £’, i dilatacionog viskoziteta £,
odredenih racunskim putem na osnovu merenja odgovora adsorpcionog filma na
saopStene dilatacione oscilacije. Uticaj frekvencije oscilovanja na £’ i £’ adsorpcionih
filmova rastvora IPST, H1 i H2 na granici faza izmedu rastvora proteina i ulja prikazan je
naslici 29, 30 i 31, respektivno.

IPST pH 3 IPST pH 5

a) 01— -—m—1g100em’ <O e 01g100cm’ b) % 1—o— —m—1 gr100 em® ~<——8— 0.1 g/H100 em’®
45— A 0,01 /100 cm’ ——=¥— 0,001 g/100 om’ 45/ A 001g100cm’ —<F——%— 0,001 g/100 cm’
40 —&— 40,0001 g/100 cm® 40 —O——4=0,0001 gM00 om”

35 = i 35 i

. : ‘ ;
0.00 0.05 0.10 0,15 0,20
v(Hz)

IPST pH 8
c)* ] —=—1g/100 om® ———e—0,1¢9/100 cm’

454 /b 0,01 g/00 cm” ———¥— 0,001 g/100 cm’
T ————0,0001-g/100-cm>

T f
0,00 0,05 0,10 0,15 020

Slika 29. Uticaj frekvencije oscilovanja na dilatacionu elasti¢nost, £’ (ispunjeni simboli),
I dilatacioni viskozitet, £’ (prazni simoboli), adsorpcionih filmova rastvora IPST

razliGite koncentracije na a) pH 3, b) pH 5 i ¢) pH 8. ;=0 mol/dm?.
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H1pH3 H1pHS5 H1pH&
a)*°]———=—1gi00em® ———#—01g/100 om® b} 0] ———m—1¢100 em® ———8— 0,1 gH00 e’ )*¥]o——m—1g100cm® o & 0,1g100cm
45 e 017 GMO0 e’ e 0,001 g100em® 491 —— —A— 0,01 /1100 cm® —7——w—0,001 g/100cm’ #4001 g100 cm’ ———y— 0,001 @/100 cm®
404 ———4—0,0001 g1100 ¢m* A0 o s i ———4— ;0001 g/100 cm ™ - - 40 e g 30001°g/00 gmT
35 : ; 35 35 4
e o
£ 9 : A e £ 30
2 : 2 Z b A A
% (LR BE U R —— % 25 4 E 254 5 = S ———
iy 20 W 20 ] ; 20
i g T TR =
W5 | . ; i W54 W5
eer - ——4——————————=a
10 H 10 ’___'________——'W 10 N e
5 L H L 51, Ly gl 5 'wrﬁ
M S /Y 3
ol o ‘ . G o — ——= — =
0,00 0,05 0,10 015 0.20 0.00 0,05 a0 015 0,20 0.00 0,05 a10 015 0,20
v (Hz) v(Hz) v(Hz)

Slika 30. Uticaj frekvencije oscilovanja na dilatacionu elasti¢nost, £’ (ispunjeni simboli),
I dilatacioni viskozitet, £’ (prazni simoboli), adsorpcionih filmova rastvira H1 razli¢ite

koncentracije na a) pH 3, b) pH 5 i ¢) pH 8. 1,=0 mol/dm°.

H2 pH 3 H2 pH 5 H2 pH 8
a)* ]—o——=—1gA00em® ———8—0,1 /100 em’ by ®]———m—1g1006m* & 019100 om® ¢) %] 1900 em’ 80,1 g/100 e
1 A 001gM00am ¥ 000197100 emE 45 01 gH0D oMt g 0,00 gi00em? 5] A 001 g100 om® ———¥—0,001 g100 om®
404 —>——4—0,0001 100 om” 40 —(——@—0,0001 g/100 em’ 40+ —O——4-0,0001 g/100 cm’

e

R
A

el

v(Hz) v(Hz)

Slika 31. Uticaj frekvencije oscilovanja na dilatacionu elasti¢nost, £’ (ispunjeni simboli),
I dilatacioni viskozitet, £’ (prazni simoboli), adsorpcionih filmova rastvira H2 razlicite

koncentracije naa) pH 3, b) pH 5 i ¢) pH 8. I.=0 mol/dm®.

Dilataciona elasti¢nost adsorpcionih filmova IPST, H1 i H2 se povecava sa
povecanjem frekvencije oscilovanja i teZi ravnoteZnom stanju bez obzira na pH vrednost
rastvora. Uticaj frekvencije oscilovanja na £’ se smanjuje sa povecanjem koncentracije
rastvora: sto je koncentracija proteinskog rastvora veca to je promena £’ sa promenom
frekvencije oscilovanja manja. Uticaj frekvencije oscilovanja na £’ je zanemarljiv pri

koncentracijama rastvora proteina ¢>0,001 g/100 cm®, sa izuzetkom adsorpcionih filmova
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H2 na pH 3 kod kojih dolazi do povecanja £’ pri koncentracijama rastvora od 0,1 g/100
cm®, 0,01 g/100 cm® i 0,0001 g/100 cm®. Sli¢no ponasanje pokazuju i adsorpcioni filmovi
IPST, HL na pH 3 i pH 51 H2 na pH 5 kada je koncentracija rastvora proteina ¢<0,001
g/100 cm®. Uprkos tome, potrebno je naglasiti da je £’’ svih uzoraka sa ¢>0,001 g/100
cm® znacajno nizi od E’ za dati uzorak pri frekvencijama v>0,04 Hz §to je osobina koju
IPST, H1 i H2 dele sa drugim biljnim proteinima, na primer: izolatom i hidrolizatom
glicina (Ruiz-Henestrosa i sar., 2009), koncentratom proteina pirinéa (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 £’ i £’ adsorpcionih filmova pri
razli¢itoj pH vrednosti rastvora proteina je prikazan na slici 32a, 32b i 32c, respektivno.
Povecanjem koncentracije rastvora IPST, H1 i H2 povecava se i £’ adsorpcionih filmova
bez obzira na pH rastvora proteina, osim kod adsorpcionih filmova hidrolizata H2 na pH
3, gde E’ prakti¢no ne zavisi od koncentracije rastvora. Pored toga, £’ adsorpcionih
filmova IPST na pH 3, zatim H1 na pH 5 i oba hidrolizata, H1 i H2 na pH 8 raste sa
poveéanjem koncentracije za nize koncentracije rastvora, ¢<0,01 g/100 cm®, nakon ega
dalje opada. Ovakav rezultat je posledica razlike u povrsinskoj koncentraciji IPST, H1 1
H2 pri razli¢itim koncentracijama rastvora kao i konformacije molekula u zavisnosti od
uslova sredine. Naime, kgi je niza pri niskim koncentracijama rastvora proteina (tabela
3), Sto znaéi da se granica faza sporije popunjava adsorbovanim peptidima, pri ¢emu
molekuli na granici faza podlezu relaksacionim procesima i1 imaju viSe moguénosti za
ostvarivanje intermolekularnih veza. Sa druge strane, pri visim koncentracijama IPST,
H1 i H2 rastvora, povecava se zasi¢enost grani¢ne povrSine molekulima — povrSina koju
zauzima jedan molekul svedena je na minimum, te prisutni molekuli pri velikim
koncentracijama ispoljavaju svojstva sli¢cna nesolvatisanim molekulima, S$to se
manifestuje kroz smanjenu visko—elasticnost adsorpcionih filmova (Bos i Van Vliet,
2001; Jarpa-Parra i sar., 2015). Smanjenje £’ pri koncentraciji c>0,1 % na razli¢itim pH
vrednostima rastvora je zapazeno i kod proteina graska, krompira i Na—kazeinata (Amine

I sar., 2014).
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a) 35- IPST

b
~——®%—pH3 —O——® pH5 ———ApH8 551 S e H1| o5 A4 oHB

E'i E" (mN/m)
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Slika 32. Uticaj koncentracije rastvora a) IPST, b) H1 i ¢) H2 na dilatacionu elasti¢nost,
E” (ispunjeni simboli) i dilatacioni viskozitet, £’ (prazni simboli) adsorpcionih filmova

na razli¢itoj pH vrednosti rastvora. I.= 0 mol/dm?®, v=0,02 Hz.

Na slici 32 se primecuje da je enzimskom hidrolizom IPST povecana E’
adorpcionih filmova na pH=pl, odnosno da adsorpcioni filmovi hidrolizata H1 pri ¢c>0,01
9/100 cm® i hidrolizata H2 na svim koncentracijama imaju veéu E’ u poredenju sa E’

adsorpcionih filmova IPST na pH=5. Veca E’ adsorpcionih filmova modifikovanih
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proteina u odnosu na £’ adsorpcionih filmova nativnih proteina u izoelektri¢noj tacki je
zapazena i kod hemijski redukovanog i enzimski hidrolizovanog glicinina sto je posledica
razlike u koncentraciji i konformaciji adsorbovanih proteina na granici faza. Naime, niza
povrsinska koncentracija nativnih proteina i njihova kompaktnija konformacija na pH=pl,
u odnosu na pH#pl, ogranicava intermolekularne interakcije. Sa druge strane, manja
molekulska masa hidrolizovanih proteina doprinosi poveéanju koncentracije
adsorbovanih molekula na granici faza i njihovih medusobnih interakcija (Patino i sar.,
2005; Ruiz-Henestrosa i sar., 2009).

Sa druge strane, uticaj povecanja koncentracije rastvora IPST, H1 i H2 na E”’
adsorpcionih filmova je prakti¢no zanemarljiv budu¢i da su promene £’ nastale usled
povecanja koncentracije manje od 5 mN/M na svim ispitivanim pH vrednostima (Slika
32).

Uticaj jonske jacine na £’ i £’ adsorpcionih filmova IPST, H1 i H2 pri razli¢itim
pH vrednostima rastvora prikazan je na slici 33a, 33b i 33c, respektivno. Na slici 33a se
moze videti da povecanje jonske jacine rastvora IPST dovodi do snizavanja £’ na pH 3
dok na ostalim pH vrednostima, pH 5 i pH 8, uzrokuje blago povecanjem E’. Povecanjem
I do 0,5 mol/dm® NaCl u rastvorima H1 i H2 dolazi do poveéanja E’ adsorpcionih
filmova za oko 10 mN/m na pH 3 (Slika 33b i 33c), kao rezultat slabljenja odbojnih sila
pri ¢emu dolazi do poveéanja intermolekularnih interakcija. Na pH=5, uticaj dodatka
NaCl na E’ adsorpcionih filmova H1 i H2 je sli¢an dejstvu na rastvorljivost IPST, HI i
H2 (Slika 17a, 17b i 17c¢, respektivno), pri ¢emu povecanje |, na pH 5 izaziva najmanje
promene E’ adsorpcionih filmova u odnosu na druge ispitivane pH vrednosti, pH 3 i pH
8.

Nize vrednosti £’ u odnosu na £’ adsorpcionih filmova IPST, H1 i H2, bez obzira
na pH i jonsku jainu, ukazuju na dominaciju elasticnih osobina kod adsorpcionih

filmova.
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Slika 33. Uticaj jonske jacine na dilatacionu elasti¢nost, £ (ispunjeni simboli), i
dilatacioni viskozitet, £’ (prazni simboli), adsorpcionih filmova rastvora a) IPST, b) H1 i
¢) H2 napH 3, 5i 8. ¢=0,01 g/100 cm®, v=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 veli¢ine, raspodele veli¢ina
kapljica i kriming indeksa. Ispitan je uticaj koncentracije rastvora IPST, H1 i H2, uticaj
pH vrednosti (3, 5 i 8), jonske ja¢ine sredine (0 mol/dm® i 0,5 mol/dm®) 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 prosecan
precnik kapljica, d4 3, emulzija stabilizovanih IPST, H1 i H2, pri koncentraciji proteina u
kontinualnoj fazi od ¢=0,1 g/100 cm® i c=1 g/100 cm® respektivno. Pri koncentraciji
rastvora IPST i H2 od 0,1 g/100 cm® u kontinualnoj fazi stabilne emulzije dobijene su na
pH 3 i pH 8, dok u slucaju hidrolizata H1 stabilna emulzija formirana je samo na pH=8.
Kod ostalih emulzija progresivna koalescencija kapljica dovela je do potpune separacije
faza, uprkos ¢injenici da su sva tri proteina, IPST, H1 i H2, povrsinski aktivna i formiraju

adsorpcione filmove bez obzira na pH vrednost rastvora (Slika 21).

200 - ¢=0,1 g/100 cm’ by 200 c=1g/100 cm®

a) ]
EEpsT  EEIH1 B He2 8] I PsT  [AHT B -

180

160 -
140 -
120 4

E 1004

S

d

~ 80

40

20

3 5 8 5
pH pH

Slika 34. Uticaj pH na prosec¢an precnik kapljica emulzija stabilizovanih IPST, H1 i H2
saa) 0,1 g/100 cm®i b) 1 g/100 cm® proteina u kontinualnoj fazi. I.= 0 mol/dm?®,
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Uporedivanjem  prosecnog precnika kapljica emulzija sa razli¢itom
koncentracijom rastvora IPST, H1 i H2 u kontinualnoj fazi primecuje se da je povecanje
koncentracije rastvora proteina dovelo do smanjenja prosec¢nog prec¢nika kapljica (Slika
34a i 34b). Dakle, veli¢ina kapljica u emulzijama u ovom slu¢aju ne zavisi od SaopStene
energije u toku homogenizacije ve¢ isklju¢ivo od koncentracije rastvora IPST, H1 i H2
(McClements 1 Jafari, 2018; Ozturk i McClements, 2016). U emulzijama sa
koncentracijom proteina od 0,1 g/100 cm® u kontinualnoj fazi nema dovoljno proteina da
bi se pokrila povrsina kapi nastalih tokom homogenizovanja, te je veli¢ina kapi odredena
isklju¢ivo maksimalnom povrsinom koja moze biti pokrivena prisutnim molekulima
proteina (McClements, 2004D).

Emulgovanjem ulja u rastvorima IPST, H1 i H2 koncentracije 1 g/100 cm®
dobijene su stabilne emulzije bez obzira na pH vrednost rastvora, osim u sluc¢aju IPST na
pH 5 kada je doslo do raslojavanja emulzije, odnosno, do razrusavanja emulzije (Slika
34b). Slaba emulgujuca svojstva biljnih proteina na pH u blizini izoelektricne tacke su
posledica slabog naclektrisanja proteina koje omogucava agregaciju i koalescenciju
kapljica kao posledicu slabog elektrostatiCkog odbijanja emulgovanih kapljica (Joshi i
sar., 2012; Lam i Nickerson, 2013).

Pri koncentraciji proteina u kontinualnoj fazi od 1 g/100 cm® oba hidrolizata
stabilizovala su kapljice emulzija bez obzira na pH (Slika 34b), uprkos minimalnoj
vrednosti zeta potencijala H1 napH 5 i H2 na pH 5 i pH 8 (Slika 15), $to ukazuje na to da
pored naelektrisanja molekula, stabilnosti emulzija doprinosi i smanjenje molekulske
mase usled enzimske hidrolize. Takvo ponasanje je posledica enzimske hidrolize kojom
nastaju peptidi kod kojih postoji veca verovatnoca 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 lakse
nalaze najpovoljniju orijentaciju na granici faza ulja i vode, doprinose dilatacionoj
elasti¢nosti adsorpcionog filma (Slika 32), a samim tim, i povecanju efekta sterne

stabilizacije (Adjonu i sar., 2014a).

84



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

Raspodela veli¢ina kapljica u emulzijama sa 0,1 g/100 cm® i 1 g/100 cm® IPST, H1

I H2 u kontinualnoj fazi na razli¢itim pH vrednostima prikazana je na slici 35a, 35b i 35c.

Monomodalna raspodela veli¢ina pre¢nika kapljica se primeéuje 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) zapaza bimodalna raspodela veli¢ina kapljica $to moze da ukazuje

na odvijanje nekih od mehanizama nestabilnosti kao §to su koalescencija i flokulacija

kapljica (Ushikubo i Cunha, 2014).
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Slika 35. Raspodela veli¢ina kapljica emulzija sa 0,1 g/100 cm?® (prazni simboli) i 1 g/100

cm® (ispunjeni simboli) a) IPST, b) H1 i ¢) H2 na razli¢itim pH. I.= 0 mol/dm°.
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Takode, primecuje se, slika 35, da je maksimum raspodele, tj. najverovatniji
preénik kapljica, kod emulzija sa manjom koncentracijom proteina pomeren u desno u
odnosu na maskumum raspodele veli¢ine kapljica emulzija sa koncentracijom proteina od
1 g/100cm® u kontinualnoj fazi.

Na slici 36 prikazan je uticaj pH vrednosti na prosecan pre¢nik kapljica, dgs,
emulzija sa poveéanom jonskom ja&inom, 1,=0,5mol/dm?, pri razli¢itoj koncentraciji
rastvora IPST, H1 i H2 u kontinualnoj fazi (0,1 g/100cm?® i 1 g/100cm?®). Pri povecanoj
jonskoj jacini dobijene su stabilne emulzije stabilizovane hidrolizatom H1, bez obzira na
koncentraciju proteina i pH vrednost kontinualne faze. Hidrolizat H2 je takode
stabilizovao emulzije na sve tri ispitivane pH vrednosti, medutim, samo pri vecoj
koncentraciji rastvora proteina, c=1 g/100 cm®. Sa druge strane, stabilne emulzije IPST,
pri povecanoj jonskoj jacini, su dobijene samo na pH=8, na obe ispitivane koncentracije

rastvora proteina.
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Slika 36. Uticaj pH na prosecan precnik kapljica emulzija IPST, H1 i H2 sa a) 0,1 g/100

5
pH

cm®i b) 1 g/100 cm? proteina u kontinualnoj fazi i jonskom jaginom, I.= 0,5 mol/dm®.
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Pri 1.=0,5 mol/dm*® 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 nizoj koncentraciji rastvora proteina na pH 3, pH 5 i pH 8, kada je odmah nakon
homogenizovanja doslo do izdvajanja uljne faze.

Uporedivanjem proseénih pre¢nika kapljica odgovaraju¢ih emulzija sa 1.=0
mol/dm?, slika 34, i 1,=0,5 mol/dm® NaCl, slika 36, primecuje se da je usled povecanja I,
smanjen pros¢an prec¢nik kapljica u emulzijama stabilizovanim IPST na pH 8 pri ¢=0,1
9/100 cm® kao i u emulzijama stabilizovanim hidrolizatom H1 na pH 3 i pH 5 pri ¢=0,1
9/100 cm® i na pH 3 pri c=1 g/100 cm®. Uticaj povecanja |, na stabilnost emulzija i na
njihov prosecan pre¢nik kapljica je rezultat kombinacije uticaja koje povecéanje I, ima na
rastvorljivost, zeta potencijal i povrSinski pritisak rastvora IPST, H1 1 H2, kao i na
dilatacionu elasti¢nost njihovih adsorpcionih filmova.

Raspodela veli¢ina kapljica u emulzijama sa 1.:=0,5 mol/dm® NaCl pri razliitoj
koncentraciji IPST, H1 i H2 i razli¢itim pH vrednostima prikazana je na slici 37a, 37b i
37c. Monomodalna raspodela pre¢nika kapljica zapaza 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® u kontinualnoj fazi na pH 8 koja ima
bimodalnu raspodelu. Pored toga, bimodalna raspodela veli¢ina kapljica se primecuje i
kod svih emulzija stabilizovanih hidrolizatom H2. Najverovatniji precnik kapljica
emulzija sa manjom koncentracijom rastvora proteina (c=0,1 g/100 cm?®), slika 37,
smaknut ka veéim precnicima kapljica u odnosu na najverovatniji pre¢nik kapljica

emulzija sa ve¢om koncentracijom rastvora proteina.
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Slika 37. Raspodela veli¢ina kapljica emulzija a) IPST, b) H1 i ¢) H2 sa pove¢anom

jonskom ja¢inom, I;= 0,5 mol/dm* NaCl pri ¢=0,1 g/100 cm® (prazni simboli) i c=1 g/100

cm® (ispunjeni simboli) napH 3, 5 i 8.
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Kriming indeks, KI, emulzija sa 0,1 g/100 cm® i 1 g/100 cm® IPST, H1 i H2 u
kontinualnoj fazi u zavisnost od pH vrednosti prikazan je na slikama 38, 39 i 40,
respektivno. Primecuje 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 dostiZe plato ve¢ nakon tridesetak minuta $to
ukazuje na izrazitu gravitacionu nestabilnost do koje dolazi usled prisustva relativno
velikih kapljica u emuzijama i niskog viskoziteta kontinualne faze (Petrovic i sar., 2010).
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Slika 38. Kriming indeks emulzija stabilizovanih IPST sa a) ¢=0,1 g/100 cm® i b) c=1
9/100 cm?® na tri razli¢ite pH vrednosti (3, 5 i 8). 1.=0 mol/dm?®.
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Slika 39. Kriming indeks emulzija stabilizovanih H1 sa a) c=0,1 g/100 cm® i b) c=1
9/100 cm® na tri razliite pH vrednosti (3, 5 i 8). ;=0 mol/dm®.
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Slika 40. Kriming indeks emulzija stabilizovanih H2 sa a) c=0,1 g/100 cm® i b) c=1
9/100 cm® na tri razli¢ite pH vrednosti (3, 5 i 8). ;=0 mol/dm°.

Slike 41, 42 i 43 prikazuju kriming indeks emulzija sa jonskom jacinom, 1,=0,5

mol/dm*® NaCl, stabilizovanih IPST, H1 i H2, respektivno, pri razli¢itoj koncentraciji

rastvora proteina na tri pH vrednosti (3, 5i 8).
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Slika 41. Kriming indeks emulzija stabilizovanih IPST sa a) ¢=0,1 g/100 cm® i b) c=1
9/100 cm? pri 1.:=0,5 mol/dm® NaCl na tri razli¢ite pH vrednosti (3, 5 i 8).
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H1c=1g/100 cm®
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Slika 42. Kriming indeks emulzija stabilizovanih H1 sa a) ¢=0,1 g/100 cm® i b) c=1
9/100 cm?® pri 1;=0,5 mol/dm?® NaCl na tri razli¢ite pH vrednosti (3, 5 i 8).
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Slika 43. Kriming indeks emulzija stabilizovanih H2 sa a) c=0,1 g/100 cm® i b) c=1
9/100 cm?® pri 1;=0,5 mol/dm?® NaCl na tri razli¢ite pH vrednosti (3, 5 i 8).

Sa slika 41-43 se mozZe uociti da se Kl emulzija sa pove¢anom |, postepeno
povecava u toku vremena dostizu¢i plato ve¢ nakon maksimalno 20 minuta. Sa druge
strane, Kl kod izrazito nestabilnih emulzija kod kojih je doslo do izdvajanja ulja, odnosno

kod emulzija sa ¢=0,1 g/100 cm® stabilizovanih IPST, na svim ispitivanim pH
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vrednostima i emulzija stabilizovanih H2 na pH 5 i pH 8, takode sa c=0,1 g/100 cm?, je
dostigao plato ve¢ nakon par minuta.

Na osnovu sprovedenih ispitivanja uticaja koncentracije, pH vrednosti i jonske
jacine rastvora IPST, H1 1 H2 na sposobnost emulgovanja suncokretovog ulja,
ustanovljeno je da u emulzijama sa kontinualnom fazom jonske ja¢ine 1,;=0,5 mol/dm®
NaCl najmanji prosecan precnik kapljica dobijen sa IPST na pH 8, Hl napH 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 cetiri razliCite kontinualne faze.
Brojcani prosecan pre¢nik kapljica, djp, U emulzijama sa Cetiri izabrane kontinualne faze
prikazan je na slici 44. Prosecan precnik kapljica emulzija se smanjuje sa povecanjem
brzine broja obrtaja homogenizera sa 10000 o/min (emulzija B10) na 24000 o/min
(emulzija B24).
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Slika 44. Prose¢an prec¢nik kapljica, do, emulzija stabilizovanih IPST na pH 8, H1 na pH

8 i pH 51 H2 na pH 3, pripremljenih pri razli¢itim uslovima. 1;=0,5 mol/dm®,
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Sa druge strane, poveéanje koncentracije rastvora IPST, H1 i H2 sa 1 g/100 cm® (B24) na
1,5 /100 cm® (B1,5) prakti¢no ne utice na dyo sugeri§uéi da granica faza nastala tokom
homogenizovanja u potpunosti pokrivena molekulima IPST, H1 1 H2, ve¢ pri
koncentraciji 1 g/100 cm® usled &ega je veli¢ina kapljica relativno nezavisna od daljeg
povecanja koncentracije emulgatora 1 primarno zavisi od koliCine utroSene energije
tokom homogenizacije (McClements, 2004a).

Ispitana je mogucénost emulgovanja suncokretovog ulja u suspenzijama praha
IPST, H1 i H2. Utvrdeno je da emulgovanje suncokretovog ulja u suspenzijama IPST, H1
1 H2 (SUSP emulzije) minimalno uti¢e na prosecan precnik kapi u poredenju sa
odgovaraju¢im emulzijama suncokretovog ulja u rastvorima IPST, H1 i H2 (B24), sa
izuzetkom emulzije H1 na pH 5 gde dolazi do povecanja prose¢nog pre¢nika kapljica sa
3,5 um (B24) na 7,3 um (SUSP) (Slika 44).

Na slici 45 prikazan je kriming indeks B10, B24, B1,5 i SUSP emulzija a) IPST na
pH8,b)HlnapH8,¢c) HLlnapH 51d) H2 na pH 3.

Kriming indeks emulzija B10, B24, B1,5 i SUSP raste sa vremenom do dostizanja
platoa. U slu¢aju emulzija sa kontinualnom fazom IPST na pH 8, razli¢iti uslovi
homogenizovanja kao i koncentracije rastvora IPST imaju zanemarljiv uticaj na
poveéanje Kl (slika 45a). Sa druge strane, moze se zapaziti da je dostizanje platoa Kl
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 odlozeno za vise od 30 minuta u
poredenju sa dostizanjem platoa Kl 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. 1.=0,5 mol/dm?®.
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5. ZAKLJUCAK

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 emulgujué¢im svojstvima koja ovoj disertaciji daju posebnu

vrednosti i originalnost, budu¢i da su ispitivanja adsorpcionih osobina izolata i hidrolizata

semena tikve kao 1 ispitivanja reoloSkih osobina njihovih adsorpcionih filmova radena po

prvi put. Dodatno tome, specificnost ovog istraZzivanja je i to $to se sva ispitivanja

koloidnih osobina izvedena pri realnim uslovima (povecana jonska jacina, priprema 20%

emulzija) Sto znacajno doprinosi sagledavanju mogucnosti koriS¢enja datih proeina u

realnim proizvodima. Na osnovu rezultata ispitivanja izvedeni su slede¢i zakljucci:

Isptivanjem sadrzaja proteina, pepela i vlage utvrdeno je da sva tri uzorka,
IPST, H1 i H2, imaju visok sadrzaj proteina od 84,87 + 2%, 89,39 + 2,1%
192,13 + 1,7%, respektivno. H1 ima duplo visi sadrzaj pepela (5,38%) od
IPST i H2 (2,48% i 2,13%, respektivno) kao posledicu podesavanja pH
vrednosti tokom pripreme uzorka puferom, za razliku od podeSavanja pH
rastvorom baze ili kiseline, dok IPST ima nesto visi sadrzaj vlage (8,59
%) u odnosu na hidrolizate H1 i H2 (5,21% i 5,78%, respektivno) usled
suSenja na najnizoj temperaturi.

Utvrdeno 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 vise od 45%.
Drasticno umanjen prinos je rezultat slabe rastvorljivosti IPST, kao
pocetnog materijala za enzimsku hidrolizu, pri uslovima pod kojima se

odvija enzimska hidroliza.
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Enzimskom hidrolizom IPST znaCajno se povecava rastvorljivost
proteina. H1 i H2 imaju vecu rastvorljivost u odnosu na IPST bez obzira
na pH vrednost, a posebno u pH oblasti bliskoj izoelektricnoj tacki IPST,
pl=5. Pored toga, uticaj pH vrednosti na rastvorljivost je znatno manji kod
H1 i H2 u odnosu na IPST.

Poveéanje jonske jacCine je izazvalo salting—in i salting—out efekat kod
svih uzoraka IPST, H1 i H2, u zavisnosti od pH rastvora. Salting—out je

najmanje izrazen u slu¢aju hidrolizata H2.

Ispitivanjem adsorpcionih svojstava proteinskog izolata i hidrolizata
semena tikve (Cucurbita pepo), utvrdeno je da svi uzorci povecavaju
povrsinski i medupovrsinski pritisak pri koncentraciji ¢0,001 g/100 cm®,
Sto ukazuje na to da se IPST, H1 i H2 adsorbuju na granicu faza ulje/voda
1 vazduh/voda bez obzira na pH vrednost 1 jonsku jaCinu sredine.
Povrsinski/medupovrsinski pritisak HI i H2 je manje zavistan od promene
pH 1 jonske jacine rastvora u poredenju sa povrSinskim/medupovrSinskim

pritiskom IPST.

Povecanjem koncentracije rastvora IPST, H1 i H2, u ispitivanom opsegu,
poveéava se povrsinski 1 medupovrSinski pritisak Sto ukazuje na

povecéanje koncentracije adsorbovanih proteina na granici faza.

Odredivanjem parametara kinetike adsorpcije ustanovljeno je da konstanta
brzine difuzije, kg, IPST, H1 i H2 raste sa povecanjem koncentracije
rastvora proteina na sve tri ispitivane pH vrednosti (3, 5 i 8) pri ¢emu se
najnize vrednosti u okviru jednog uzorka na odredenoj koncentraciji
dobijaju na pH=5. Vece vrednosti kg kod oba hidrolizata u odnosu na Kyt
IPST ukazuju na to da je enzimska modifikacija IPST doprinela poveéanju
brzine difuzije H1 i H2 molekula u odnosu na molekule IPST, uprkos
Cinjenici da je uticaj pH vrednosti rastvora ostao prisutan i nakon

enzimske hidrolize IPST.
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VIl

Xl

Xl

X1

kqirr svih uzoraka opada sa povec¢anjem jonske jacine, sa izuzetkom IPST i
H1 na pH 5 gde je uticaj dodatka NaCl na kg mali, Sto je posledica
¢injenice da je proteinska struktura na pH=5 ve¢ zbijena, te dodatak NaCl
ne dovodi do znacajnijih promena u strukturi koje bi se kasnije odrazile na

kdiff-

Dilataciona elasti¢nost 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 ¢>0,001 g/100 cm?®, na svim ispitanim pH i jonskim jatinama
rastvora, nekoliko puta manji od dilatacione elasti¢nosti, Sto ukazuje na
dominantno elasti¢ni karakter proteinskih adsorpcionih filmova na granici

faza ulje/voda.

Enzimskom hidrolizom IPST povecana je dilataciona elasti¢nost
proteinskih adsorpcionih filmova na pH=pl, pri ¢emu hidrolizat HI ima
vecu dilatacionu elasti¢nost od IPST pri koncentracijama ve¢im od 0,001

/100 cm?®, a hidrolizat H2 pri svim ispitanim koncentracijama.

Utvrdeno je da sva tri uzorka proteina semena tikve, IPST, H1 1 H2, imaju
sposobnost emulgovanja trigliceridnih ulja. Emulgujuéa svojstva IPST,
H1 1 H2 zavise od koncentracije uzorka, pH i jonske jacine kontinualne

faze.

Povecanje koncentracije IPST, H1 i H2 do 1 g/100 cm® dovodi do
smanjenja veli¢ine emulgovanih kapi. Pri koncentraciji >1 g/100 cm?
povrsina kapljica je zasicena molekulima proteina, a prosecan precnik
kapljica primarno zavisi od utroSene energije za homogenizaciju, odnosno

od broja obrtaja turbine tokom homogenizacije.

Pri koncentraciji od 1 g/100 cm?® ispitivani proteini sementa tikve su

stabilizovali emulzije na svim pH osim IPST na pH 5, uprkos ¢injenici da
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u izoelektri¢noj tac¢ki IPST elektrostaticke odbojne sile nisu dovoljno jake
da obezbede integritet kapljica nastalih emulgovanjem. Medutim,
naelektrisanje proteina nije jedini faktor koji odreduje stabilnost emulzija,
buduci da su oba hidrolizata, H1 i H2, uspe$no stabilizovala emulgovane
kapljice bez obzira na pH vrednost, uprkos niskom zeta potencijalu,
sugeriSu¢i da je vecéa dilataciona elasticnost HI i H2 na pH 5 od
dilatacione elasti¢énost IPST zasluzna za stabilizaciju kapljica putem

sternih efekata.

Homogenizovanjem ulja u rastvoru ispitivanih proteina, IPST, H1 i H2,
pri povecanoj jonskoj jac¢ini, IPST je uspesno stabilizovao kapi emulzije
samo na pH 8, bez obzira na koncentraciju proteina u rastvoru. Sa druge
strane, u slucaju hidrolizata H1 dobijene su stabilne emulzije na svim
isptivanim pH vrednostima (3, 5 i 8) i na obe isptivane koncentracije, 0,1
9/100 cm® i 1 g/100 cm® dok je hidrolizat H2 takode stabilizovao emulzije
na svim isptivanim pH vrednostima, ali samo pri vecoj koncentraciji

proteina, odnosno pri c=1 g/100 cm?®.

Sve emulzije su podlegle gravitacionoj nestabilnosti pri ¢emu se u
gornjem sloju emulzije formira sloj bogat emulgovanim kapljicama —

krem, a u donjem delu sloj siromasan emulgovanim kapljicama — serum.
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Osaj Obpaszay uunu cacmasHu 0eo OO0KMOpcKe oucepmayuje, 0OHOCHO OOKMOPCKOZ2
YMemHuuukoz npojekma Koju ce opanu nHa Yuusepzumemy y Hoeom Caoy. Ilonyren
Obpaszay yxkopuuumu uza mekcma O0OKMopcKe oucepmayuje, OOHOCHO OOKMOPCKOZ

VYMemHU4Ko2 npojexma.

[Inan TpeTmana noparaka

Ha3uB npojexkra/ucrpaxkuBama

AncopniuoHa M emyiaryjyha cBojcTBa NMPOTEMHCKOT H30jaTa M XHUIpOJu3ara

cemena tukse (Cucurbita pepo)

Ha3uB NHCTUTYHje/MHCTUTYLHja Y OKBHPY KOjHX Ce CIIPOBOAM HUCTPAKMBAKE

a) Yuusepsuret y HoBom Cany, Texuonomku ¢axynrer HoBu Can, Cpouja

0) Makc Ilnank WHCTUTYT 3a Kosouze U rpanuile ¢asa (ear. Max Planck Institute

of Colloids and Interfaces), ITorcaam, Hemauka

Ha3us nporpama y oKBUpY KOT ce peajin3yje HCTPAa:KNBambe

1. Tpojekatr PenmyOauukor mporpamMa HHTErpaJHUX M HMHTEPAUCHUILTMHAPHUX
UCTpakuBama, 6poj 46010, mox Ha3uBOM ,,Pa3Boj HOBUX MHKAICYJIAMOHUX U
€H3MMCKMX TEXHOJIOTHja 3a MPOU3BOJIlbY OHOKaTamu3zatopa U OHOJOUIKU
aKTUBHUX KOMIIOHEHaTa XpaHe y LMJby noBehama MHbeHe KOHKYPEHTHOCTH,

KBaJiuTeTa u 0e30eqHoCTH

2. HOCT akmuja 6poj MIT1106

1. Onuc nogaraka

1.1Bpcra ctyauje

Yxpamro onucamu mun cmyouje y oxeupy Koje ce nooayu npuxkynasajy

JIOKTOpCKA JIMcepranuja
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1.2 Bpcre nogaTaka
@ KBAaHTUTAaTUBHUA

@ KBAaJIMTaTUBHHU

1.3. Haunn npukynspama nogaraka
a) aHKeTe, YIUTHULU, TECTOBH
0) KIMHUYKE TPOLEHE, MEIULIMHCKH 3aIIUCH, EJIEKTPOHCKH 3IPABCTBEHU 3aIIUCU

B) TCHOTHUIIOBH: HABECTH BPCTY

') aIMUHUCTPATUBHU MOJAIM: HABECTH BPCTY

@y:%opun TKHMBa: HABECTH BPCTY MpOTeHHCKe (pakimje ceMeHna ThkBe (Cucurbita

pepo)

@ cuuMiM, Qororpaduje: HaBeCTH BPCTy MuUKpodoTorpaduje emynsuja u

dororpaduije y3opaka TOKOM €KCIIEPUMEHTAIHOT pajia

@TGKCT, HAaBCCTH BPCTY JUTCPATYypa

’K) Mana, HaBeCTHU BPCTY

@OCT&HOZ OIMIMCATH CKCIICPUMCHTAJTHN PE3YJITATH

1.3 ®opmar nogataka, ynorpedspeHe ckaie, KOJTUIMHA Mo1aTaKa

ExcriepuMeHTaIH MoAanu

1.3.1 Ynorpebspenu coptBep 1 popMart 1aToTeke:
@ Excel ¢ajn, narorexa .xIsx

b) SPSS ¢ajn, natoreka
@PDF dajn, naroreka .pdf
@TeKCT dajn, maroreka .docx

@JPG dajn, naroteka _.jpd, .jpeq, .tif

f) Ocraio, naroreka
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1.3.2. bpoj 3anuca (ko KBAaHTUTATUBHUX TOJaTaKa)

a) Opoj Bapwjabaum 14 (3 mnporeuncke ¢pakimje, 6 pH BpemHocTH W 5

pa3JINYUTUX BPEIHOCTH JOHCKE JaUUHE)

0) 6poj Mepema (UCIUTaHuKa, MPOIIEHA, CHUMAKa U CIIL.)

1.3.3. IloHOBJbEHA MEpEHA

@1na

0) He

YKOJIMKO je OAroBOp Ja, OJTOBOPUTH Ha ciejeha muTama:

a) BPEMEHCKH pa3Mak u3Mel)y MOHOBJBEHUX Mepa je 0] HEKOJIMKO MUHYTA JI0

HCKOJIMKO JaHa

0) Bapujabiie Koje ce BWIIE IyTa MEpe OJHOCE CE Ha CBE EKCIICPHMEHTAIIHE
aHaIn3e

B) HOBE Bep3uje (ajiioBa KOju caJpike MOHOBJHEHA MEpemha Cy HMMEHOBAaHE
Kao:

Hamnomene:

Ja nu gpopmamu u cogpmeep omozyhasajy oemere u 0y20poOUHY BANTUOHOCH

nooamaxa?

@ Ja
0) He

Axo je 002060p He, 0Opaznoxcumu
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2. Ilpukyn/bame nopaTaka

2.1 Merononoruja 3a MpUKYIJbamkbe/TeHEpUCAhe T01aTaka

2.1.1. Y okBupY KOT UCTPAXKUBAYKOT HaIpTa Cy MMOJALN NPUKYILJbEHU ?

@ EKCIIEPUMEHT, HABECTH THI _aHanu3a (QYHIHMOHAIHMX OCOOMHA MPOTEHHA ca

HarJlaCKoOM Ha aJACOPIIHNOHUM U eMVJ'II‘VthI/IM CBOiCTBPIMa

0) KOpenalruoHO UCTPAXKUBAE, HABECTH THUI

@ daHaJIn3a TCKCTAa, HABCCTU THUII _HOPUKVIIJbALC JIMTCPATYPHUX TIOJATAKA U

VHODCBI/IBB.I-BC Cca CKCIICPUMCHTAJTHUM PE3YJITATUMaA

1) OCTaJI0, HABECTH ITITa

2.1.2 Hagecmu epcme MepHUX UHCMPYMeHAmMa uiu Ccmavoapoe nooamaxa

cneyuguunux 3a 00peheny HayuHy OUCYUnIuHy (aKo nocmaoje).

2.2 KpayiuTeT nmojaTaka u CTaHAapId

2.2.1. Tperman HenocTajyhux mojgataka

a) Jla mu matpuna caapxu Hepocrajyhe monarke? Jla @

AKO je oiroBOp /1, OATOBOPUTH Ha ciieficha nurama:

a) Konuku je 6poj Henoctajyhux mogaraka?

0) Jla 71 ce KOPUCHHKY MAaTpulle TMpernopydyje 3amMeHa HeaocTajyhux
nojgaraka? /la He
B) AKO je oaroBOp J1a, HABECTHU CYrecTHje 3a TPeTMaH 3aMeHe HejocTajyhux

rnmogaTraka
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2.2.2. Ha xoju HauMH je KOHTPOJIMCaH KBAIUTET moaaraka? Onucaru

KBanuTeT mojgaTaka ie KOHTPOJIMCAH OI[DCBI/IBaH)eM ITIOHOBJbMBOCTH II06I/IieHI/IX

pe3yiiTara

2.2.3. Ha xoju Ha4MH je U3BpIleHa KOHTPOJIa YHOCA MTO/IaTaKa Y MaTPHITy?

KoHTpona yHoca mojaTaka ie HN3BpHICHA VHODCBI/IBaH)eM ca CKCIICPUMCHTAJIHUM

PE3VITATHUMA U JIMTCPATYPHHUM IMOJaITMMa

3. Tperman noaataka u npareha 1okyMeHTanuja

3.1. TpermaH U yyBam€ nojaTaka

3.1.1. Illooayu he oumu denonosanu y HaPoYc— Hayuonannom penosumopujymy

oucepmauuja v Cpbuju u y penosumopujymy Huodopmauuonoz cucmema HayuyHe

oenamuocmu Ynusepzumema v Hoeom Caoy.

3.1.2. URL aopeca

http://nardus.mpn.gov.rs/?locale-attribute=sr RS

https://www.cris.uns.ac.rs/searchDissertations.jsf
3.1.3.DOI

3.1.4. la nu he nooayu bumu y omeopeHom npucmyny?

@ M

0) la, anu nocne embapea koju he mpajamu 0o

8) He

Axo je 002060p He, Hagecmu pasioe
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3.1.5. llooayu nehe 6umu 0enoHo8aHu y peno3umopujym, aiu he oumu 4yeanu.

Obpasznooicerve

3.2 Meranogany u TOKyMEHTaIija MoAaTaKa

3.2.1. Koju crarnapx 3a meramnonaTke he Outu npuMemen?

3.2.1. HaBectm wMmeTamomaTke Ha OCHOBY KOJUX Cy TOJAIMl JEMOHOBAaHH Y

PEMO3UTOPHU]YM.

Axo je nompebno, Hasecmu Memooe Koje ce Kopucme 3a npey3umarbe nooamaxd,
ananumuyke u npoyedypaine uHgopmayuje, mUXO0BO KOOuparbe, Oema/bHe Onuce

eapujabnu, 3anuca umo.

3.3 Crpateruja u cTaHAap/u 3a 4yBame MojaTaka
3.3.1. lo xor nepuoja he nogauu OUTH YyBaHU y PEHO3ZUTOPHjyMYy?
3.3.2. Jla 1m he mozauy 6utn genorosann nox muppom? Ta @O
3.3.3. Jla 11 he mmdpa 6utn noctynHa oapeheHom kpyry ucrpaxusaya? Jla He
3.3.4. Jla nu ce mojgaud MOpajy YKJIOHUTH U3 OTBOPEHOT MPHUCTyMNa IMOCIe

u3BecHor BpeMgad? Jla He

OO6paznoxutu

4. be30eHOCT MOAATAKA U 3AIITUTA MOBEePLUBUX HHGOPMaNHja

Ogaj onesbak MOPA OuTH MOMYyHEH aKo Ballld MOJANNA YKJbY4Y]y JTUYHE TTOIATKE
KOjU C€ OJIHOCE Ha YYECHHKE y HCTpaXHWBamy. 3a JApyra HCTpakmBama Tpeba Takolhe

Pa3MOTPUTH 3AIUTUTY U CUTYPHOCT I101aTaKa.
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4.1 ®opmanHH cTaHIAPIN 32 CUTYPHOCT MH(MOpMaIHja/moraTaka
HcTpakuBaun KOjU CIIPOBOJIC UCIIUTHBAA C JbYMMa MOPajy Ja Ce MPUAPKABAjy
3akoHa 0 3aITUTH nojaTaka 0 JUYHOCTH

(https://www.paragraf.rs/propisi/zakon o zastiti podataka o licnosti.html) u

oJroBapajyher HHCTUTYITHOHATHOT KOJIEKCa O aKaJeMCKOM HHTETPHUTETY.

4.1.2. Jla mu je uctpaxkuBame 000peHo o1 cTpaHe eTnuke komucuje? Jla He
Ako je oaroBop Jla, HaBecTH JaTyM W Ha3UB €TUYKE KOMHUCHjE Koja je omo0puia

HCTPAXKHNBAILC

4.1.2. Jla v nojgany ykJbydyjy JUUYHE NMOJAaTKe yueCHUKa y uctpaxusamy? Jla He

AKO je oIroBop Ja, HaBEAWTE Ha KOJU HAYMH CTE€ OCUTYpalIM IMOBEPJHUBOCT U
CUTYPHOCT MH(pOpMalHja BE3aHUX 32 UCIIUTAHUKE:

a) [Tomauu HHUCY Y OTBOPEHOM MPUCTYILY

0) [Togaru cy aHOHUMU3UPAHU

1) OcraJio, HaBeCTH IITa

5. locTynmHOCT nmogaraka

5.1. Ilooayu he 6umu
@)jasno docmynnu
0) docmynHu camo ycKom Kpyay ucmpasicugada y oopeljeHoj Hayunoj obnacmu

y) 3ameopeHu

Axo cy nooayu 00CmynHu camo YCKOM Kpy2y UCMpaxcueadd, Hagecmu noo Kojum

VCI08UMA MO2Y 0 UX Kopucme,
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Axo ¢y nodayu 0ocmynHu camo YCKOM Kpy2y UCMPAdXCU8avd, Hagecmu Ha Koju

HAYUH MOocy npucmynumu nodat;uma:

5.4. Hasecmu nuyenyy noo kojom he npukynmenu nooayu oumu apxueupanu.

6. Yiiore u oiroBopHocT

6.1. Hagecmu ume u npezume u meji aopecy 61acHuKa (aymopa) nooamaxa

Cannpa Byuko, sandranj@uns.ac.rs

6.2. Hasecmu ume u npezume u mejn aopecy ocobe Koja 00pixcasa mampuyy ¢
nooayuma

Cannpa Byuko, sandranj@uns.ac.rs

6.3. Hasecmu ume u npe3ume u mejn aopecy ocobe koja omozyhyje npucmyn
nooayuma opyum UCmparicueaiuma

Cannpa Byuko, sandranj@uns.ac.rs
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