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1. Uvod
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In vitro digestija kao model sistem, u poslednjih nekoliko godina, predstavlja glavni alat za
ispitivanje svarljivosti i tzv. ,,sudbine hrane i njenih aktivnih komponenti nakon direktnog
konzumiranja. Nutritivna i bioloska aktivnost hrane moze biti narusena prolaskom kroz
digestivni trakt, stoga je ispitivanje dostupnosti i raspolozivosti aktivnih jedinjenja nakon
izlozenosti uslovima probave od velikog znacaja. Nau¢nim istrazivanjima stvoren je veliki broj
modela in vitro digestije u cilju $to bolje simulacije realnog gastrointestinalnog trakta coveka
i objasnjenja aspekata koji se odnose na aktivnost, stabilnost i dostupnost bioloski aktivnih

komponenata hrane kao i same hrane.

Jedni od glavnih konstituenata hrane jesu proteini. Oni imaju dve osnovne funkcije:
bioloske 1 tehno-funkcionalne. Bioloske funkcije proteina odnose se na njihova nutritivna,
fizioloSka 1 neka bioaktivna svojstva, kao Sto su antioksidativna, antihipertenzivna,
antiglikemijska, i dr. Dok je tehno-funkcionalnost proteina povezana sa njihovim fizicko-
hemijskim osobinama koja uti¢u na izgled, teksturu i stabilnost prehrambenih proizvoda (npr.
rastvorljivost, viskoznost, penusanje, sposobnost emulgovanja i zeliranja, kapacitet vezivanja
vode i ulja). S obzirom na veliku zastupljenost proteina u ishrani ljudi, potraznja za proteinima
mesa, mleka i ribe konstantno raste i oCekuje se da ¢e udvostruciti do 2050. godine (FAO,
2013). Zbog toga je sve veca potreba za alternativnim izvorima proteina. Biljni proteini,
poslednjih godina, imaju veliki zna¢aj i primenu u ishrani ljudi. Svetska populacija svoje
potrebe za proteinima zadovoljava sa 70% proteinima iz biljnih izvora. Takode, licne
preference potrosaca, poput religije 1 veganske/vegetarijanske ishrane uticu na sve vecu

zainteresovanost za ovim proteinima.

Osim toga, biljni proteini mogu biti izolovani iz alternativnih izvora, kao §to su
nusproizvodi prehrambene industrije koji nemaju veliku upotrebnu vrednost, i koriste se
najcesce kao stocna hrana. Preusmeravanje ovakvih izvora proteina iz proizvoda namenjenih
zivotinjskoj ishrani u sirovine za ishranu ljudi zahtevalo je ozbiljan angazman obrazovanja,
nauke 1 tehnoloskog razvoja, kako bi se uklonili svi uzroci koji mogu ograniciti njihovu

primenu u navedene svrhe

Jedan od najznacajnijih aspekata primene proteina je njihov potencijal kao izvora bioloske
aktivnosti koji se ogleda kroz produkciju hidrolizata (peptida). Proteinski hidrolizati, odnosno
peptidne frakcije se oslobadaju iz nativne strukture proteina delovanjem enzima, nekim
mehanickim ili hemijskim tretmanom. Peptidi u svom sastavu nose odredenu aminokiselinsku
sekvencu koja moZe da ima odredene bioloske aktivnosti. Najcesc¢e aktivnosti koje nose

peptidne frakcije jesu antioksidativna, antimikrobna, antihipertenzivna, antiglikemijska i dr. .

2
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Drugi znacajan aspekt primene proteina zbog njihovih izuzetno dobrih funkcionalnih
karakteristika jeste upotreba proteina kao nosaca u inkapsulaciji bioaktivnih jedinjenja. U
odnosu na sintetske nosaCe, proteini se odlikuju visokom nutritivnom vrednoséu,
povoljnimfunkcionalnim osobinama, dobrom svarljivoscu, ali 1 predstavljaju relativno jeftine i
lako dostupne sirovine. Osim toga, proteini mogu da se kombinuju sa razli¢itim prirodnim
jedinjenjima poput polisaharida ili polifenola i na taj na¢in mogu da stvaraju komplekse koji
imaju poboljsane funkcionalne i bioloske osobine i time da poboljsaju kvalitet finalnog

proizvoda.

Sve ove osobine ukazuju na veliki potencijal proteinskih formulacija za ugradnju u razlicite
vrste prehrambenih matriksa sa ciljem kreiranja proizvoda poboljsanih nutritivnih i senzornih
osobina. Ovakav tip proizvoda predstavlja novu generaciju funkcionalnih proizvoda koji
zadovoljavaju potrebe potrosaca modernog doba, sportista, nutricionista, dijabeticara, itd. U
svetlu danasnjih trendova na svetskom i domacem trziStu prehrambenih proizvoda, gde je sve
veca potraznja za proizvodima koji sadrze ili su obogaceni prirodnim komponentama, ugradnja
proteinskih formulacija u razli¢ite prehrambene matrikse predstavlja atraktivnu oblast nau¢nih
istrazivanja, ali 1 izazov sa aspekta pracenja aktivnosti, stabilnosti i dostupnost bioloski

aktivnih komponenata nakon direktnog konzumiranja.
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Cilj doktorske disertacije je primena in vitro metode za ispitivanje svarljivosti, dostupnosti
i aktivnosti proteina i njihovih formulacija. Istrazivanja su fokusirana na primeni in vitro
digestije na ponasanje proteina iz biljnih izvora kroz tri aspekta: (I) proteina kao izvora
bioaktivnih jedinjenja; (I1) proteina kao nosaca u inkapsulaciji bioaktivnih jedinjenja; (III)
ugradnje proteinskih formulacija u prehrambeni matriks.

Istrazivanja sprovedena u ovoj disertaciji usmerena su na dobijanje proteinskih izolata iz
nusproizvoda industrije ulja, uljanih pogaca semena tikve (Cucurbita pepo), kajsije (Prunus

armeniaca) i §ljive (Prunus domestica).

Graficki prikaz plana eksperimenata koji su izvedeni u radu na ovoj disertaciji prikazan je

na Slici 1. Istrazivanja su izvedena u okviru tri glavne faze:

1. Definisanje uljanih pogaca, dobijenih nakon ekstrakcije ulja, kao izvora proteina.
Dobijanje proteinskih izolata i njihova karakterizacija u pogledu funkcionalnih osobina
sa ciljem moguce primene u raznim prehrambenim sistemima. Osim toga, unapredenje
funkcionalnih osobina proteinskog izolata izvedeno je konjugacijom sa polifenolima.
Ispitivanje svarljivosti izolata i konjugata izvedeno je primenom modela in vitro
digestije, koju je pratilo odredivanje bioloSkih aktivnosti dobijenih hidrolizata kao 1

njihove biodostupnosti.

2. Ispitivanje potencijala proteinskog izolata kao nosata u procesu inkapsulacije
bioaktivnih jedinjenja. Ispitivanje njegovog uticaja na zastitu inkapsuliranih jedinjenja
od degradacije koja moze nastati pod uticajem spoljnih faktora, kao Sto su svetlost,

vazduh, vlaga, i uticaja koji nastaju nakon procesa in vitro digestije.

3. Ugradnja dobijenih inkapsulata u realan prehrambeni matriks sa ciljem dobijanja
funkcionalnog proizvoda, kao i ispitivanje njegovih fizicko-hemijskih osobina i

dostupnosti bioaktivnih jedinjenja nakon in vitro digestije.
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3.1. Invitro digestija kao model sistem za ispitivanje svarljivosti

U poslednjih nekoliko godina raste interesovanje za modelom kao sistemom za
ispitivanjem i dokazivanje aktivnosti, stabilnosti i dostupnosti razli¢itih komponenti hrane tj.
njihove ,,sudbine” nakon prolaska kroz gastrointestinalni trakt (GIT). Dosadasnja nau¢na
istrazivanja dokazuju da ispitivanje biodostupnosti komponenata iz hrane i zadrzavanje
bioloske aktivnosti predstavlja izazov kako zbog razli¢itih mehanizama njihove apsorbcije tako
1 zbog prirode bioaktivnih jedinjenja. Stoga, nau¢na istrazivanja su sve viSe usmerena na
ispitivanje digestije u cilju objaSnjenja aspekata koji se odnose na aktivnost, stabilnost i
dostupnost, interakciju i oslobadanje aktivnih komponenata hrane kao i same hrane (Karas i

sar., 2017).

Prva naucna studija o digestiji kao in vitro metodi potice iz 1954. godine, §to je svake
godine pra¢eno sve vecom publikacijom. Najvazniji napori za simulaciju ljudskog Zeluca 1
tankog creva ucinjeni su u poslednje dve decenije, U kojoj je objavljeno vise od 85% do danas
objavljenih radova. U prethodnih deset godina, objavljeno je vise od 150 radova godisnje koji
se odnose na in vitro digestiju hrane, a vrhunac je dostignut 2015. kada je objavljeno 218
radova. Nakon toga zapoCinje ekspanzija naucnih studija na temu primene in vitro digestije
kao metode za ispitivanje svarljivosti hrane i njenih sastojaka koja se nastavlja i danas (Slika
2). Istrazivanja pokazuju da su in vitro modeli digestije primenjivani na razli¢ite vrste hrane i
njene sastojke, najéesca testirana hrana bila je: povrée (26%), mle¢ni proizvodi (23%), pekarski
proizvodi (17%), proizvodi od mesa (13%), plodovi mora (12%) i hrana sa jajima (7%).( Lucas-

Gonzélez i sar., 2018).
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Slika 2. Rast broja publikacija tokom vremena o metodama in vitro digestije (Lucas-Gonzalez i sar.,
2018)
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Veliki broj in vitro metoda u poslednjih nekoliko godina je i zbog toga $to su in vivo
ispitivanje vremenski dugotrajna i zahtevaju postovanje etickog kodeksa zbog studija koje se
sprovode na ljudima i zivotinjama (Boisen i Eggum, 1991). Korelacija izmedu in vivo i in vitro
metoda jeste od fundamentalnog znacaja za razvoj in vitro metoda. Brojna nauc¢na istrazivanja
potvrduju pozitivnu korelaciju izmedu ovih metoda (Kleinert i sar., 2018; Brown i sar., 2014;
Vetrani i sar., 2016). Prednosti in vitro metoda jeste da su brze, jeftine, omoguéuju ispitivanje
velikog broja uzoraka istovremeno i nemaju eticka ogranicenja, §to ih ¢ini pogodnim za
postavljanje hipoteza u nau¢nim istrazivanjima (Bohn i sar., 2017). Princip in vitro metode
jeste uspostavljanje sistema koji simulira oslobadanje bioaktivne komponente na specifi¢noj
lokaciji u GIT-u ¢oveka. Takode, sistem moze biti dizajniran da kontroliSe brzinu bioaktivnog
oslobadanja, direktno ili kontrolisano (postepeno) otpustanje. Prema tome, neophodno je
istrazivanje in vitro- in vivo korelacija sa dobro definisanim sistemima, tako da se mogu razviti

Sto realniji in vitro modeli koji ¢e se Kkoristiti za ispitivanje bioraspolozivosti i svarljivosti hrane.

In vitro digestija Sematski je prikazana na Slici 3. Metoda in vitro digestije zasniva se na
primeni specifiénih enzima u svojim optimalnim uslovima sa ciljem ostvarivanja maksimalne
vrednosti svarljivosti. Postoji niz faktora koji imaju zna¢ajan uticaj na rezultat in vitro digestije,
kao §to su karakteristike uzorka, aktivnost enzima, jonski sastav, primenjena mehanicka sila i
vreme. Stoga, uslovi in vivo nikada ne mogu biti u potpunosti simulirani pod in vitro uslovima.
Studija Boisen i Eggum (1991) bila je prva koja je definisala odnos izmedu in vitro uslova i
aktivnosti enzima. Prema tome, najvazniji faktor in vitro digestije jeste enzim. Izbor enzima,
uslovi inkubacije 1 oprema izvodenja zavise iskljucivo od cilja istrazivanja. Digestija moze da
se izvodi sa jednim enzimom ukoliko se ispituje svarljivost i sudbina specifi¢ne hrane ili njenih
sastojaka, kao $to je svarljivost proteina primenom pepsina, skroba primenom amilaze ili lipida
primenom lipaza. Medutim, u slucaju sloZzenih uzoraka digestija se izvodi smeSom enzima jer

svarljivost jedne aktivne komponente moze da ima uticaj na svarljivost druge.
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Simulacija digestije u tankom crevu

Oralna faza
Biodostupnost aktivnih komponenti nakon in vitro digestije

o-amilaza pH 7
2 min na 37 °C

Gasto faz ~mm) | @ @
o L

Pepsin pH 3 \ @ ) & @ 2,
120 min na 37 °C Pocetak dijalize Kraj dijalize

Intestinalna faza & v

» Dostupna/raspoloziva «= Dijalizna membrana
bioaktivna jedinjenja 8-14 kDa

Pankreatin, Zucne soli pH 7
120 min na 37 °C

Slika 3. Sematski prikaz in vitro digestije

Razvijen je veliki broj modela in vitro digestije, koji mogu biti staticki i dinamicki modeli.
Zastupljeni su staticki modeli gde se digestija u zelucu i tankim crevima simulira u dva
uzastopna koraka. Staticki modeli simuliraju zeludac i/ili creva koriste¢i niz sudova sa
mesanjem koji simuliraju skup biohemijskih procesa (temperaturu, enzime, pH 1 Zu¢ne soli)
koji ¢ine GIT. Prednost statickih modela jeste lakoca i mali troSkovi, dok nedostatak su
znaCajne varijacije u pracenju i primeni digestivnih parametara. U okviru COST akcije
standardizovan je statisticki protokol in vitro digestije pod nazivom INFOGEST (Minekus i
sar., 2014), koji je zasnovan na dosadaSnjim istrazivanjima o uslovima in vivo digestije.
Dinamicki modeli su sloZeniji modeli. Oni predstavljaju sistem koji se sastoji od nekoliko
delova koji su medusobno povezani i programirani sa ciljem simulacije GIT-a ¢oveka. U
poredenju sa statickim modelima, dinamic¢ki omogucavaju simulaciju dinamickih aspekata
varenja, kao $to su transport obroka, konstantno lucenje digestivnih sokova, promenljive
koncentracije enzima i promene pH tokom vremena koje se desavaju u uslovima in vivo (Li i
sar., 2020). Nedostatak ovakvih modela jesu velika ulaganja u opremu i osoblje koje rukovodi

sistemom.
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3.1.1. Faze in vitro digestije

Svaki korak in vitro metode, bilo statickog ili dinamickog modela, predstavlja fazu koja
simulira deo digestivog trakta coveka. Tokom svakog koraka, supstrat se inkubira odredeno
vreme sa simuliranim digestivnim sokovima, sa konstantnim odrzavanjem pH i temperaturi 37

°C. U simulaciji GIT-a postoje tri faze:
1. Oralna faza

Oralna faza je prva faza digestije 1 predstavlja mesto gde se ¢vrsta hrana fizicki razgraduje
kroz proces zvakanja. Pored Zvakanja, hrana se razgraduje 1 uz pomo¢ pljuvacke koju luce
pljuvacne zlezde. To je sloZeni viskozni vodeni medijum koji sadrzi 99,5% vode, 0,3%
proteina/enzima, kao i razlicite elektrolite poput natrijuma, kalijuma, kalcijuma, magnezijuma,
fosfata 1 bikarbonata. Vreme trajanja ove faze je kratko, narocito za te¢nu ili polucvrstu hranu,
dok ¢vrsta hrana se uz pomoc¢ pljuvacke razgraduje do paste i nastavlja prolazak kroz digestivni

trakt (Li i sar., 2020).

Simulacija oralne faze je uz pomo¢ soka koji simulira pljuvacku na vrednosti pH 7 u
prisustvi enzima oa-amilaza i1 trajanju oko 2 min. Ova faza je najkraca jer predstavlja

usitnjavanje hrane ¢ija svarljivost se nastavlja u zelucu.
2. Zeludacna faza

Predstavlja drugu fazu digestije koja se deSava u zelucu koji ima Cetiri glavne motoricke
funkcije: skladiStenje, meSanje, mlevenje 1 praznjenje. Ljudski Zeludac je anatomski podeljen
na Cetiri glavna dela: fundus, telo, antrum i pilorus. Pocetna zapremina Zeluca je oko 25 mL,
koja se moze prosiriti na 1,5- 4 L kada je potrebno da primi velike koli¢ine hrane (Norton i
sar., 2014). Fundus i telo ¢ine stomak 1 deluju kao rezervoar za nesvareni materijal, dok antrum
predstavlja glavni deo Zeluca u kome se vr$i mlevenje, meSanje i potpuna razgradnja Cvrste

hrane.

Stomak prosec¢no izlucuje 2-3 L Zeludac¢nog soka (~ pH 2), oko 0,7 L tokom obroka, koji
se sastoji od hlorovodonic¢ne kiseline, enzima (pepsin i lipaza), razli¢itih elektrolita 1 sluzi
(Bornhorst i Singh, 2014). Brzina ove faze tj. praznjenja zeluca zavisi od vise faktora, kao $to
su sastav materije koja se unosi i1 sadrzaj makronutrijenata (masti, proteini i ugljeni hidrati) u
prehrambenoj pasti koja dolazi iz prethodne faze. Te¢ne 1 male Cestice hrane se prazne brze od
veéih. Cvrste supstance veée veliGine zadrzavaju se u Zelucu za dalju preradu i prazne se kroz

pilorus samo kada se smanje na velic¢inu Cestica <2 mm. Ukupno praznjenje Cvrste hrane
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uglavnom predstavlja pocetnu fazu zaostajanja od 20- 40 min nakon unosa hrane, pra¢enu
linearnim obrascem. Potpuno praznjenje ¢vrstih supstanci u Zelucu obic¢no se odvija u roku od

3-5 sati, uglavnom u zavisnosti od fiziohemijskih svojstava hrane (Norton i sar., 2014).

Simulacija zeluda¢ne faze traje od 1 do 2 sata jer predstavlja najduzi i najvazniji proces u
varenju hrane. Sok koji simulira Zeludacni sastoji se od odgovarajuéih rastvora elektrolita i soli
koje su prisutne u zelucu na vrednosti pH 2 uz prisustvo enzima pepsina. Kao i prethodna faza,
ova se odvija uz odredeno mehanicko mesanje hrane i rastvora koje simulira fiziologiju

zeludca. Ovako pripremljena smesa dalje nastavlja digestiju u intestinalnoj fazi.
3. Intestinalna faza

Intestinalna faza je glavna faza probave hrane i desava se u tankom crevu nakon prolaska
hrane kroz Zeludac. Tanko crevo ima dve glavne uloge u varenju i apsorpciji, a to su razgradnja
makromolekula na manje jedinice i apsorpcija vode 1 hranljivih sastojaka. Anatomski ukljucuje
dvanaestopala¢no crevo (duodenum) u kome se deSava vecina varenja, i jejunum i ileum u koje
se apsorbuju svarene materije. U zidovima tankog creva proizvode se enzimi koji predstavljaju
kompleks smesa proteaza, amilaza i lipaza, kao 1 drugi digestivni enzimi koji deluju zajedno u
razgradnji sastojaka hrane. Pored toga, u dvanaestopalacnom crevu izlu¢uje se bikarbonat koji
odrzava vrednost pH tankog creva oko 6-7, §to omgucéava enzimima da razgraduju masti,
ugljene hidrate i proteine. Ugljeni hidrati se pre apsorpcije razgraduju u monosaharide
(glukoza, fruktoza i galaktoza), proteini u dipeptide, tripeptide i aminokiseline, a masti u
slobodne masne kiseline i mono gliceride (Campbell i sar., 2019). Soli Zu¢ne kiseline takode

ulaze u duodenum i ucestvuju u varenju lipida emulgovanjem masti u male kapljice.

Kao i prethodne dve faze, simulacija intestinalne faze se vr$i u prisutvu soka koji ¢ine
odgovarajuce soli pri vrednosti pH 7, u prisustvu pankreatina uz odgovaraju¢e mehanicko

mesanje. Ova faza traje 1-2 sata, i predstavlja zavrSetak in vitro digestije.

3.1.2. Digestivni enzimi

Kao $to je ve¢ pomenuto, in vitro digestija je enzimski proces koji se sastoji iz nekoliko
faza koje simuliraju delove GIT-a kod Coveka. Svaka faza okarakterisana je odredenim

enzimima i te¢nostima koji su prisutni u organizmu ¢oveka.

Osnovna funkcija digestivnih enzima u organizmu jeste: digestivna funkciju (kao bioloski

katalizatori pokrecu proces razgradivanja hrane), bolja apsorpcija hranljivih materija iz hrane,
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odrzavanje Cistoce creva, spreavaju nastanak gasova, konstipacije i pozitivno uticu na zdravlje
organizma uopste. Prema digestivnoj funkciji digestivni enzimi dele se u tri grupe: amilaze,

proteaze i lipaze.
1. Amilaze

a-amilaze (EC 3.2.1.1) su hidroliticki enzimi koje mogu da proizvode biljke, bakterije,
gljive, zivotinje i ljudi. Njihova aktivnost zavisi od prisustva kofaktora metala (kalcijuma). Kod
coveka a-amilaze se luce u pljuvaénim zlezdama koje izlu¢uju enzim u usta i pankreasu odakle
se enzim izlucuje u tanko crevo (Kim i sar., 2014). Uloga a-amilaze je da katalizuju hidrolizu
skroba tj. razgradnju na njegove podjedinice. To su endo- tip enzimi jer hidrolizuju veze u
unutra$njem delu lanca molekula skroba. Konkretno, a-amilaze hidrolizuju a-(1—4)-
glikozidne veze u molekulu skroba $to dovodi do stvaranja maltoze, maltotrioze, maltotetraze,
maltodekstrina i glukoze (Robyt, 2008). lako se glukoza smatra glavnim proizvodom aktivnosti
a-amilaze, prema Robyt (2008), primarni proizvod hidrolize su proizvodi maltodekstrina, dok
se glukoza formira kao sekundarni proizvod (Papoutsis i sar., 2021).

2. Proteaze

Proteaze su hidroliticki enzimi koji se kod ¢oveka izlucuju u stomaku (pepsin) 1 tankom
crevu (tripsin 1 himotripsin). Uloga proteaza je razgradnja proteina na manje jedinice kao $to

su peptidi i aminokiseline.

Pepsin (EC 3.4.23.1) raskida peptidne veze izmedu hidrofobnih i aromati¢nih
aminokiselina kao $to su fenilalanin, triptofan i tirozin. SintetiSe se u ¢elijama Zeluca gde
nastaje kao neaktivan pepsinogen (kompleks pepsin-pepsininhibitor). Ovaj kompleks sadrzi 44
ostataka na N-terminalnom kraju, ¢ijim cepanjem nastaje aktivan pepsin. Zimogen se¢ moze
dobiti u obliku sedam razli¢itih izoformi koje se razlikuju samo u N-terminalnom pro-peptidu,
¢ijim cijepanjem dobijeni aktivni enzimi su identi¢ni. Maksimalna aktivnost pepsina izrazena
je u kiselim vrednostima pH na temperaturi izmedu 37 °C i 42 °C. Neaktivan je na vrednosti
pH 6,5 i iznad ove vrednosti, ali nije potpuno denaturisan ili nepovratno inaktiviran do
vrednosti pH 8. Stoga, pepsin u rastvoru do vrednosti pH 8 moze biti reaktiviran nakon

ponovnog vrac¢anja vrednosti pH na 2.

Tripsin (EC 3.4.23.4) raskida peptidne lance uglavnom na Kkarboksilnom delu
aminokiselina lizina 1 arginina, osim ako je svaki od ova dva prac¢en prolaminom. Ovaj enzim
nastaje u pankreasu kao neaktivni pro-enzim tripsinogen. Optimalni radni pH tripsina je od oko

7,5 do 8,5 i optimalna radna temperatura oko 37 °C. U kiselim sredinama njegova aktivnost
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opada ali podesSavanjem vrednosti pH nazad na 8, tripsin ponovo ispoljava svoju pravu

aktivnost.

Himotripsin (EC 3.4.23.2) raskida amino veze peptida gde je karboksilna strana amino veze
velika hidrofobna aminokiselina (tirozin, triptofan i fenilalanin). Ove aminokiseline sadrze
aromaticni prsten u svom bo¢nom lancu koji se uklapa u ,,hidrofobni dzep* enzima. Osim toga,
hidrolizuje i druge amino veze u peptidima, posebno one koje sadrze leucin i metionin.
Himotripsin se sintetiSe u pankreasu od prekursura himotripsinogena 1 sastavni je deo
pankreasnog soka koji djeluje proteoliticki u duodenumu. Aktivan himotripsin, 3-polipeptidni
molekul, nastaje cepanjem tripsina na dva dela koji su povezani preko S-S veze i koji mogu da
se aktiviraju uklanjanjem dva mala peptida u trans-proteolizi.

3. Lipaze

Lipaze (EC 3.1.1.3) su enzimi prisutni u zeludcu (zeludac¢na lipaza) i pankreasu (pankreasna
lipaza). Uloga lipaza je apsorbcija emulgovanih lipida i ragradnja triacilglicerola i
diacilglicerola u mono glicerole i slobodne masne kiseline. Nastali proizvodi hidrolize lipida
rastvaraju se u micelama i vezikulama koje ih dalje transportuju do ¢elija epitela (Hur i sar.,
2011). Delimi¢na hidroliza masti koja se unosi hranom zapocinje Zeluda¢nom lipazom. Ovi
veliki molekuli masti emulguju se solima zu¢ne kiseline 1 ¢ine sloZzenu strukturu (micele) sa
polarnim lipidima, fosfolipidima, holesterolom, slobodnim masnim kiselinama,
oligosaharidima 1 denaturisanim proteinima. Lipaza pankreasa asporbuje se na povrSini
nastalih micela i formira Michaelis-Mentenov adsorpcioni kompleks koji uzrokuje acilaciju

enzima (Kumar i Chauhan, 2021).

3.1.3. Biodostupnost i bioraspoloZivost jedinjenja nakon in vitro digestije

Hrana biljnog porekla, ukljucuju¢i voce, povrée i preradenu hranu, sadrzi brojne vrste
fitonutrijenata kao §to su vitamini, karotenoidi, polifenoli, kurkuminoidi, polinezasi¢ene masne
kiseline, proteini, peptidi, dijetetska vlakna, oligosaharidi i minerali, koja imaju mnoga
blagotvorna dejstva na ljudsko zdravlje (Espin i sar., 2007; Hur i sar., 2011; Wildman, 2007).
Medutim, da bi hrana imala bilo kakav korisno zdravstveni efekat, jedinjenja sa
fitonutrijentima oslobodenim iz hrane moraju biti bioraspoloziva, tj.efikasno apsorbovana u
krvotok i oslobodena na ciljano mesto (Actis-Goretta i sar., 2013; Fernandez-Garcia i sar.,
2012).
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Termin bioraspolozivost moze se definisati kao udeo unete komponente dostupne na mestu
dejstva u normalnim fizioloskim funkcijama (Guerra i sar., 2012). Bioraspolozivost je rezultat
tri glavna koraka: svarljivosti komponenata u GIT-u; apsorpcije komponenata crevnim
¢elijama 1 transportom u cirkulaciju; i uklju¢ivanjem iz cirkulacije u funkcionalni entitet ili

ciljano mesto (Wienk i sar., 1999; Etcheverri i sar., 2012).

U literaturi, termin bioraspolozivost definiSe se na vise nacina, ali najpouzdanija definicija
ukljucuje dva pojma: biodostupnost i bioaktivnost (Slika 4). Biodostupnost je definisana kao
frakcija jedinjenja koja se oslobada iz matriksa hrane u GIT-u i tako postaje dostupna za
apsorpciju u crevima. Predstavlja niz procesa koji se deSavaju tokom varenja hrane radi
transformacije  u  potencijalno  bioloski  pristupatan  materijal, ali  iskljucuje
apsorpciju/asimilaciju kroz epitelno tkivo i pred-sistemski metabolizam. Bioaktivnost
predstavlja nacin na koji se hranljivi sastojak ili bioaktivno jedinjenje transportuje i stize do
ciljanog mesta delovanja, nafin njegove interakcije sa biomolekulima, biotransformacije
nastaju kao fizioloSki odgovor delovanja jedinjenja (Verhoeckx i sar., 2015). Prema tome,
bioaktivna jedinjenja su jedinjenja koja mogu da uti¢u na metabolicke procese i imaju pozitivan

efekat na zdravlje.

BIODOSTUPNOST

BIORASPOLOZIVOST
ssvarljivost soslobadanje iz matriksa hrane
«apsorbcija «in vitro digestija

adsoprcija u crevima

stransport u krvotok
soslobadanje na ciljano mesto
BIOAKTIVNOST
+delovanje na ciljano mesto
«interakcija sa biomolekulima

.

Slika 4. Pojmovi koji opisuju deSavanja tokom bioraspolozivosti (Thakur i sar., 2020)

Uvid u bioraspoloZivost hranljivih sastojaka je vazno za utvrdivanje njihovog nutritivnog
kvaliteta. Poslednjih godina, definisane su mnoge in vitro metode za ispitivanje biodostupnosti

hrane i njenih fitonutrijenata. Svakako, jedna od najznacajnijih jeste metoda in vitro digestije i
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dijalize za simulaciju gastrointestinalnog stanja koje u velikoj meri se koristi za procenu
biodostupnosti (Thakur i sar., 2020). S obzirom, da su in vivo metode jako dugotrajne i eticki

zahtevne sve je zastupljeniji trend razvijanja in vitro metoda za procenu biodostupnosti.

3.1.4. Primena metode in vitro digestije

Tokom godina specifi¢nost metoda in vitro digestije se menjala uzimajuci u obzir njenu
primenu na razli€ite nauCne oblasti kao $to su, ishrana, hemija hrane, farmakologija,
mikrobiologija 1 toksikologija. U pocetku najveci broj objavljenih studija odnosio se na
ponasanje makronutrijenata hrane (uglavnom proteina) 1 lekova tokom varenja. Medutim, u
poslednjih nekoliko godina istraZzivanja otvorena su nova podrucja primene, medu kojima su
tri najznacCajnija: (i) uticaj procesa digestije na biodostupnost bioaktivnih jedinjenja i na
njihovu antioksidativnu aktivnost; (ii) uticaj matriksa hrane na bioaktivna svojstva njihovih

nutrijenata; (i) uticaj digestije na finalni proizvod.

Prema tome, kao S$to je prikazano na Slici 5 modeli in vitro digestije danas mogu da se
primenjuju na razne vrste hrane i njihove nutrijente. Tako je uticaj in vitro digestije na
stabilnost polifenolnih jedinjenja, a samim tim i na njihova antioksidativna svojstva, bio jedna
od Siroko ispitivanih tema tokom poslednje decenije. Takode, ispitivanje uticaja matriksa hrane
na digestiju i njihove interakcije sa enzimima i sokovima digestivnog trakta je jedna od
popularnijih tema nauc¢nih istrazivanja u poslednjih nekoliko godina (Lucas-Gonzalez i sar.,
2018).
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Slika 5. Primena metode in vitro digestije

Sve ovo potvrduje potrebu za razvojem i unapredenjem in vitro metoda kao modela za

simulaciju humanog digestivnog trakta za ispitivanje promena koje nastaju delovanjem enzima

digestivnog trakta.
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3.2. Proteini

Proteini su izuzetno slozeni polimeri na bazi do 20 razli¢itih aminokiselina koje su
medusobno povezane peptidnim vezama (koje su tip amidne veze i nastaju vezivanjem
karboksilne i amino grupe aminokiselina). Sastav proteina ¢ine: 50-55% ugljenik, 6-7%
vodonik, 20-23% kiseonik, 12-19% azot i 0,2-3% sumpor (Belitzi Grosch, 1999; Damodaran,
2000). Strukturne i funkcionalne razlike u proteinima su rezultat sekvence u kojoj su
aminokiseline povezane, njihove veli¢ine i vrste, kao i veli¢ine peptidnog lanca. Stoga, u teoriji

postoji neogranicen broj proteina sa jedinstvenim svojstvima.

Na osnovu bioloske funkcije proteini se mogu klasifikovati kao enzimski katalizatori,
strukturni proteini, kontraktilni proteini (miozin, aktin, tubulin), hormoni (insulin), proteini
nosaci (hemoglobin, transferin), antitela (imunoglobulin), rezervni proteini (albumin, semenski

proteini) i toksini (Coultate, 1984; Damodaran, 2000).

Na osnovu oblika proteini se dele na fibrilarne i globularne proteine. Fibrilarni proteini su
u obliku dugackih lanaca koji su deo kvaternerne strukture proteina. Globularni proteini imaju
sferni ili elipsoidni oblik koji nastaju umotavanjem proteinskih lanaca jednih prema drugima

formirajuci sklup¢ane strukture. Ovi proteini daju strukturnu funkciju (Rodrigues i sar., 2012).
Proteini imaju Cetiri nivoa strukture (Slika 6):

% Primarna struktura- predstavlja linearni niz (broj, vrstu i redosled aminokiselina u
proteinu); veli¢ina lanca i redosled povezivanja aminokiselina odreduje fizicka,
hemijska, strukturna, bioloska i funkcionalna svojstva proteina.

% Sekundarna struktura- predstavlja prostorni raspored sekvenci aminokiselina u
odredenim segmentima peptidnog lanca koje su stabilizovane vodoni¢nim vezama,
postoje dve pravilne podstrukture (a-heliks i B-ravan).

% Tercijarna struktura- predstavlja prostorni raspored sekundarne strukture, usled
nastanka veza izmedu bo¢nih ostataka sekundarnih segmenata.

% Kvaternerna struktura- predstavlja prostorni raspored protein sa vise od jednog
polipeptidnog lanca, tako nastaju dimeri, trimeri ili tetrameri, itd. (Rodrigues i sar.,
2012)
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Primarna Sekundarna Tercijarna Kvaternerna
struktura struktura struktura struktura

a-helix

gFss

B-ravan

Slika 6. Struktura proteina (Rodrigues i sar., 2012)

Proteini su osnovna komponenta i izvor hrane, pa se tako mogu nac¢i u mleku, mesu
(ukljucujuéi ribu 1 zivinu), jajima, zitaricama, raznim biljnim vrstama (mahunarke, uljarice,
kosSticama voca). Za proteine u hrani je bitno da su lako svarljivi, netoksi¢ni, da imaju visoku
nutritivnu vrednost, i da poseduju zadovoljavaju¢e funkcionalne osobine. Budué¢i da su
funkcionalna svojstva proteina povezana sa njihovim strukturnim i fizicko-hemijskim
karakteristikama, osobine i primena proteina u hrani moze se poboljsati njihovom

modifikacijom, bilo enzimskom, hemijskom ili strukturnom.

Sa aspekta nauke i industrije sve veci interes je usmeren na biljne proteine koji se mogu
izolovati iz raznih biljnih izvora, ka oi proizvoda zaostalih tokom procesa proizvodnje i prerade
hrane. Stoga, iskoris¢enje nusproizvoda prehrambene industrije i njihove valorizacije u smislu
dobijanja visoko vrednih proizvoda na bazi proteina koji poseduju razli¢ite funkcionalne i
bioloSke osobine predstavlju jedan od vaznijih pristupa prehrambene industrije (Moure i sar.,
2006; Yu i sar., 2007; Chabanon i sar., 2007).

3.2.1. Biljni proteini

Svest 0 sigurnosti hrane i sve ve¢im izazovima sa kojima se susrece svetska populacija,
potraga za odrzivom i ekoloski izvodljivom visoko-hranljivom hranom je potencijal koji
ukljuéuje istrazivanje alternativnih izvora proteina. Upravo, jedan od nadina je zamena
tradicionalnih proteina Zivotinjskog porekla sa alternativnim izvorima proteina, kao §to su
biljni proteini.

Upotreba proteina zivotinjskog porekla uzrokuje velike ekonomske troskove, gubitak
biodiverziteta, velike ekoloske posledice kao $to je iscrpljivanje izvora vode, ali i opasnost po
zdravlje ljudi kao $to su kardiovaskularne i druge bolesti koje mogu nastati usled njihovog

prekomernog konzumiranja (Alemaiehu i sar., 2015; Lopez i sar., 2018, Poji¢ i sar., 2018;
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Zhao i sar., 2014). Stoga, biljni proteini se sve vise koriste kao ekonomicna i dobra zamena za
proteine zivotinjskog porekla kao funkcionalni dodaci u formulaciji proizvoda koji se koriste
u ljudskoj ishrani. Prednosti biljnih proteina u odnosu na proteine iz zZivotinjskih izvora je to
Sto su: lako dostupni, svarljivi, smatraju se potpuno bezbednim (eng. Generally Regarded As
Safe, GRAS), nutritivno kvalitetni, ekoloski prihvatljivi, imaju nizak sadrzaj masnih kiselina
koje mogu uzrokovati zdravstvene probleme. Pored toga, posebne grupe potrosaca poput
vegana, vegetarijanaca i sportista traze alternativne izvore proteina na biljnoj bazi kako bi

upotpunili unos aminokiselina u svojoj ishrani.

Nutritivni kvalitet proteina moze da varira u zavisnosti od njihove bioraspolozivosti,
svarljivosti, profila prisutnih aminokiselina, CistoCe, antinutritivnih faktora, nacina obrade i
dobijanja (Mattila i sar., 2018; Adenekan i sar., 2018; Sa i sar., 2019). Iako mnoga istrazivanja
ukazuju da vecina biljnih proteina obezbeduje potrebne koli¢ine esencijalnih aminokiselina za
ljudske potrebe (Sun-Waterhouse i sar., 2014), biljni proteini se Cesto prepoznaju kao
nekompletni ili nutritivno inferiorni u odnosu na proteine zivotinjskog porekla (Kiriakopoulou
i sar.,, 2019). Svaka aminokiselina ima drugaciju ulogu u funkcionisanju organizma.
Esencijalne aminokiseline ne mogu se sintetisati u ljudskom organizmu i moraju se uneti
isklju¢ivo putem ishrane (Gavelle i sar., 2017; Han i sar., 2015; Smith i sar., 2014). To su:
histidin (His), izoleucin (lle), leucin (Leu), lizin (Lis), metionin (Met), fenilalanin (Phe),
treonin (Thr), triptofan (Trp) i valin (Val). S druge strane, ljudski organizam moze da proizvede
neesencijalne aminokiseline, alanin (Ala), arginin (Arg), asparaginsku kiselinu (Asp), cistein
(Cis), glutaminsku kiselinu (Glu), glicin (Gli), prolin ( Pro), serin (Ser) i tirozin (Tir) (Boye i
sar., 2012). Stoga, biljni proteini koji u svom sastavu imaju zna¢ajan sadrzaj esencijalnih
aminokiselina mogu da imaju dragocenu ulogu u ishrani ljudi. Takode, dobra fizicko-hemijska
i funkcionalna svojstava biljnih proteina su od sustinskog znacaja za njihovu potencijalnu
primenu u formulaciji hrane i novih preradenih proizvoda sa visokokvalitetnom hranljivom

vrednos¢u (Conde i sar., 2005).
U literaturi je opisan veliki broj biljnih izvora proteinskih suplemenata:

% Mahunarke- soja, grasak, pasulj, leblebija, lupin, bob, crni grasak (Coda i sar., 2017;
Lgari i sar., 2002; Sun i sar., 2012; Tusnio i sar., 2017; Vasconcelos i sar., 2006);

% Zitarice- pirinag, penica, proso, sirak, kukuruz, je¢am (LOpez i sar., 2018);

% Pseudozitarice- amarant, kinoja, heljda (Lépez i sar., 2018);

% Semenjace- ¢ia, lan, susam, tikva, suncokret (Conde i sar., 2005; Mattila i sar., 2018);

% Orasasti plodovi- badem, orasi (Sousa i sar., 2011).
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3.2.2. Nusproizvod prerade ulja kao potencijalni izvor proteina

Proizvodnja ulja daje veliku koli¢inu nusproizvoda, koji sadrze oko obi¢no 40-50%
proteina sa visokim sadrZajem esencijalnih aminokiselina. Nakon presovanja ulja iz uljarica
zaostaje uljana pogaca koja se obi¢no koristi kao hrana za zivotinje i dubrivo (Ancuta i Sonia,
2020). Uljane pogace (Slika 7) koje zaostaju nakon cedenja ulja iz semena su visoko vredni

nusproizvodi koji imaju sve vece interesovanje kako sa nau¢nog tako i sa industrijskog aspekta.

Svetska proizvodnja uljarica u 2018/2019 godini iznosi 600,47 miliona tona, Sto ukazuje
na nastanak velike koli¢ine pomenutog otpada ¢ija valorizacija moze dovesti do znacajnog
ekoloskog i ekonomskog doprinosa. Stoga, uljane pogace koje zaostaju predstavljaju dobar
alternativni izvor proteina koji moze da ima sve veéi znac¢aj u prehrambenoj industriji. lako se
ocekuje da ¢e se svetska potraznja za proteinima zivotinjskog porekla udvostruciti do 2050.
godine, od 2010. godine belezi se nagli porast primene i potrebe za biljnim izvorima proteina
(Poji¢ i sar., 2018).

Primarna
prerada semena

u procesu
cedenja ulja

Proizvod Nusproizvod

s . ol Uljana
LT e pegaca
\ 05 e
@ @
Sacma Brasno  Funkcionalni
dodatak
Izvor proteinskih

izolata

Slika 7. Proizvodi i sporedni proizvodi industrije ulja
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Uljane pogace svrstane su u dve kategorije, jestive i nejestive. Jestive uljane pogace, kao
Sto su uljane pogace soje, kikirikija, repice, suncokreta, kokosa, lana, imaju visoku hranljivu
vrednost i njihovim odmas¢ivanjem dobijaju se brasna koja mogu naci primenu u ishrani ljudi
kao dodaci pekarskim proizvodima i visenamenski suplementi, kao i u proizvodima za
dojencad. Osim toga, njihovom preradom mogu nastati proteinski dodaci (proteinski
koncentrat, izolat, hidrolizat) koji se mogu primenjivati kao izvori bioaktivnih jedinjenja,
emulgatori, gelirajuci agensi, i dr. Dok, nejestive uljane pogace kao $to ricinus, list nima,
mahua cveta, koriste se iskljucivo kao dubrivo zbog prisustva toksi¢nih jedinjenja koji mogu

dovesti do trovanja.

3.2.2.1. Izolovanje proteina iz nusproizvoda prerade ulja

Proces izolovanja proteina iz nusproizvoda prerade ulja podrazumeva nekoliko faza. U
zavisnosti od vrste nusproizvoda koji se koristi, njegove prethodne obrade, pH vrednosti,
koncentracije soli i temperature, dobijaju se proteinski ekstrakti razli¢itog sastava. U literaturi,
podela proteinskih ekstrakata vrsi se na dva nacina prema procesu proizvodnje i prema sadrzaju
proteina. Na osnovu sadrzaja proteina, proizvodi ekstrakcije proteina klasifikuju se kao
proteinsko brasno (~ 65% udela proteina), proteinski koncentrat (65-80% udela proteina) i
proteinski izolat (> 90% udela proteina). Prema nacinu dobijanja proteinski ekstrakti dele se

na proteinski izolat i proteinski koncentrat (Kumar i sar., 2021).

Metode za ekstrakciju proteina dele se na konvencionalne (ekstrahovanje primenom
razliCitih rastvaraa na bazi vode, rastvora soli, organskih rastvarac¢a) i nekonvencionalne
metode (ekstrahovanje primenom enzima, visokog pritiska, mikrotalasne enrgije, ultrazvuka,

superkriti¢na ekstrakcija).

Konvencionalne metode se odnose na tehnike koje se primenjuju i u komercijalne svrhe u
cilju izolovanja proteina. Primena ovih metoda zasniva se na upotrebi odgovarajucih rastvaraca
u cilju postizanja maksimalnog prinosa ekstrakcije uz prilagodavanje uslova ekstrakcije kao
Sto su vreme, vrednost pH i temperatura. Nedostatak ovih ekstrakcija jesu dugotrajnost procesa

i velike koli¢ine otrovnih i opasnih rastvaraca, ali prednost su jednostavna i jeftina oprema.

Nekonvencionalne metode predstavljaju zelene tehnologije koje nemaju $tetan uticaj na
zivotnu sredinu, a dobijeni ekstrakt ¢ine bezbednim za primenu zbog minimalne upotrebe
Stetnih hemikalija i rastvaraca. Prednost ovih metoda u ekstrakciji proteina jesu: postizanje

velikih prinosa ekstrakcije, dobijanje ekstrakta relativno visoke Cistoce, upotreba male koli¢ine
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rastvaraca, zaostajanje male koliCine otpada, krace vremena ekstrakcije. Takode, ove
ekstrakcije su ekoloski prihvatljive jer zaostali otpad ima potencijal u daljoj preradi i primeni
u industrijske svrhe. Sa druge strane, glavni nedostaci su velika potrosnja energije, velika
ekonomska ulaganja i nedostatak jednostavnosti u koris¢enju ovih metoda. Brojne studije
pokazuju da istovremena upotreba konvencionalnih i nekonvencionalnih metoda ekstrakcije

proteina donosi vece prinose i efikasnost samog procesa ekstrakcije (Ancuta i Sonia, 2020).

Najces¢e primenjena koncencionalna metoda u ekstrakciji tj. izolovanju proteina jeste

alkalna ekstrakcija, koja je koris¢ena u eksperimentalnom delu ove disertacije.

3.2.2.2. Alkalna ekstrakcija proteina

Alkalna ekstrakcija je konvencionalna metoda koja se najCesce koristi za ekstrakciju i
izolovanje proteina iz visoko vrednih proteinskih nusproizvoda kao §to su uljane pogace. Kao

Sto je prethodno pomenuto izolovanje proteina je proces Koji se sastoji iz nekoliko faza.

Prva faza u izolovanju proteina jeste odmascivanje uljane pogace sa ciljem uklanjanja
lipidnih frakcija. U ove svrhe koriste se organski rastvarac tipa heksan, etanol, metanol. Druga
faza je ekstrahovanje proteina iz obezmas$c¢ene uljane pogace u alkalnoj sredini u kojoj je
rastvorljivost proteina najveca. Potom sledi uklanjanje nerastvorljivog materijala, koje moze
da se vrsi centrifugiranjem ili filtracijom pri ¢emu se dobija protein u rastvoru. Treca faza je
taloZenje proteina iz dobijenog rastvora izoelektricnim talozenjem, $to podrazumeva spustanje
pH rastvora na vrednost njegove izoelektri¢ne tacke (pl) na kojoj je protein nerastvorljiv. Talog
se odvaja centrifugiranjem i dalje se susi, nakon ¢ega se dobija prah koji se naziva proteinski

izolat.
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3.2.3. Funkcionalne osobine proteina

Funkcionalne osobine proteina su definisane kao fizicko-hemijska svojstva proteina koja
uti¢u na njegovo ponasanje tokom proizvodnje, skladistenja i primene u razliite sisteme
(Kinsella, 1976). Proteini u formulacijama hrane imaju razli¢itu ulogu kao konzervansi,
regulatori kiselosti, emulgatori, pojac¢ivaci ukusa i zguSnjavanja. Takode, mogu uticati na
sposobnost zadrzavanja vode i ulja, koloidnu stabilnost, viskoznost i formiranje pene, Sto
doprinosi kvalitetu finalnog proizvoda (Faustino i sar., 2019). U zavisnosti od mehanizma

delovanja, funkcionalne osobine proteina dele se u tri osnovne grupe:

% Svojstva povezana sa hidratacionim mehanizmom (rastvorljivost, kapacitet zadrzavanja

I vezivanja vode i ulja);

% Svojstva povezana sa strukturom i reoloskim osobinama (viskozitet, elasti¢nost,
agregacija, zeliranje, filmogena svojstva);

% Svojstva povezana sa osobinama na povrsini molekula proteina (emulzione osobine,

svojstva formiranja pene).

3.2.3.1. Rastvorljivost

Rastvorljivost je jedno od najvaznijih funkcionalnih svojstava proteina kako u
prehrambenim tako i drugim sistemima, jer utice na mnoga druga funkcionalna svojstva kao
Sto su stvaranje pene, Zeliranje i emulgovanje (Williams i sar., 2016). Rastvorljivost proteina
zavisi od nekoliko unutra$njih faktora, kao $to su sastav i struktura aminokiselina, veli¢ina i
struktura proteina, kao i spoljasnjih faktora, kao $to su jonska snaga, vrednost pH i temperatura
(Sathe i sar., 2018).

Tako, prisustvo negativno naelektrisanih i polarnih aminokiselina na povr$ini proteina
povecavaju, dok nepolarne aminokiseline smanjuju njegovu rastvorljivost (Kramer i sar.,
2012). Struktura proteina takode uti¢e na rastvorljivost, pa tako proteini manje kompaktne
strukture imaju dobru interakciju sa molekulima vode pa time i vecu rastvorljivost.
Smanjivanje proteina na manje proteinske jedinice moze poboljsati rastvorljivost proteina zbog
povecanog prisustva jonizujucih grupa, §to dovodi do povecanja rastvorljivosti (Gould i Volf,
2018).

Spoljni faktor, kao §to je temperatura moZe znacajno uticati na rastvorljivost proteina.

Postepeno povecanje temperature dovodi do porasta rastvorljivosti proteina sve do tacke
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denaturacije proteina tj. narusavanja njegove strukture sto je oko 50 °C. Denaturacijom dolazi
do agregacije proteina i talozenja, pri ¢emu se smanjuje njegova rastvorljivost (Sathe i sar.,
2018). Na sli¢an nacin utice i jonska jacina rastvora. Pri maloj jonskoj jacini, prisutni joni
deluju kao ,,stit“ sprecavaju¢i medusobno privlacenje molekula proteina i tako povecava
njihovu rastvoljivost. Nasuprot tome, pri velikoj jonskoj jacini molekuli prisutnih soli
otezavaju interakciju proteina sa molekulima vode i tako ¢ini protein manje rastvorljivim
(Duong-Ly i Gabelli, 2014). Rastvorljivost proteina takode zavisi od vrednosti pH.
Izoelektri¢na tacka biljnih proteina je obi¢no izmedu pH 3-6, dok je u kiselim i alkalnim
sredinama rastvorljivost proteina mnogo vec¢a. Na pH vrednosti blizu pl protein se nalazi u
obliku cviter jona (naelektrisanje proteina je neutralno) sto uzrokuje agregaciju i talozenje
molekula proteina, pa je i rastvorljivost minimalna. Usled smanjenja ili poveéanja pH vrednosti
od pl proteini su naelektrisani (negativno, odnosno pozitivno, respektivno) i samim tim imaju
vecéu tenenciju da intereaguju sa molekulima vode $to povecava njihovu rastvorljivost (Gravel
i Doyen, 2020).

3.2.3.2.  Kapacitet vezivanja vode i ulja

Kapacitet vezivanja vode je sposobnost proteina da zadrZi $to vise vode po gramu proteina,
bilo da je to vezana ili fizicki zarobljena voda (Bupfler i sar., 2016; Chen i Lin, 2002).
Sposobnost vezivanja vode je od velikog znacaja u procesima u kojima dolazi do interakcije
proteina sa vodom, tako prilikom pakovanja mesa vezivanje vode za protein odrzava so¢nost
mesa. Takode, obezbeduje Zeljeni ukus, teksturu i boju tokom tehnoloskih procesa. Koli¢ina

vezane vode zavisi od teksture proteina, ali i njegove konformacije (Aryee i sar., 2018).

Kapacitet vezivanja ulja odnosi se na koli¢inu ulja koja se moze vezati po gramu proteina.
Sposobnost vezivanja ulja uti¢e na ukus i teksturu finalnog proizvoda, ¢ine¢i ga ukusnijim
(Aremu i sar., 2007). Ova osobina je u velikoj korelaciji sa svojstvima emulgovanja. Proteini
malih masa i gustine imaju vise hidrofobnih delova pa time i veéi kapacitet vezivanja ulja, dok
proteini ve¢ih masa i gustine su hidrofilniji pa i manju tendenciju za vezivanje uljane faze
(Gravel i Doyen, 2020).
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3.2.3.3. Zeliranje

Zeliranje je prelazni proces izmedu &vrtog i teénog (Moure i sar., 2006) i predstavlja
formiranje proteinske mreze koja moze da zadrzi veliku koli¢inu vode, stabilnog oblika,
odredene mehanicke ¢vrstoce i viskoelasti¢nosti (Panyam i Kilara, 1996). Formiranje gela
zavisi od mnogih unutrasnjih faktora, kao §to su elektrostati¢ke interakcije, i spoljasljih faktora,
kao §to je temperatura, vrednost pH i jonska jacina. Proteini koji sadrZze nepolarne ostatke
uglavnom formiraju Cesticaste gelove, dok transparentni gelovi nastaju od proteina hidrofilnog
karaktera (Shimada i Matsushita, 1980). Toplota pospeSuje stvaranje gela jer pospesuje brzo
odvijanje i denaturaciju proteina, $to spre¢ava agregaciju molekula proteina i formiranje gela

tokom hladenja (Totosaus i sar, 2002).

3.2.3.4. Emulgovanje

Emulzije su koloidni sistemi koji se sastoje od dve faze, vodene i uljane. Jedna faza je
dispergovana, dok je druga kontinualna (McClements, 2010). Zbog velike povrsine izmedu dve
faze koje se ne mogu mesati, emulzije imaju loSu termodinamicku stabilnost. Amfifilni
karakter proteina omogucava formiranje emulzije i njenu stabilnost smanjenjem povrsinskog
napona na granici dve faze. Ovo funkcionalno svojstvo proteina od velikog je znacaja jer ima
primenu u razli¢itim proizvodima, kao $to su pekarski proizvodi, majonezi, prelivi za salate,

smrznutim deserti, mleveno meso, itd. (Kinsella i Melachouris, 1976).

Na emulgovanje uti¢u unutrasnji i spoljasnji faktori. Pre svega, veli¢ina molekula proteina
utiCe na stvaranje i stabilnost emulzije. Proteini malih molekula lakse prodiru na granicu faza
i brze formiraju emulzije ali manje stabilne, dok ve¢i molekuli proteina imaju suprotno
ponasanje teze prodiru na granicu faza ali stvaraju stabilnije emulzije. Suprotno rastvorljivosti,
svojstva emulgovanja poboljSavaju se prisustvom hidrofobnih aminokiselina na povrsini
proteina, $to je neophodno za adsorpciju ulja u emulziji. Spoljasnji faktori koji utiCu na
formiranje i stabilnost emulzija jesu vrednost pH, temperatura i jonska jacina (Lam i Nickerson,
2013). Temperatura moze da poveéa emulgujuc¢u mo¢ proteina tako §to uzrokuje razmotavanje
proteinske strukture i Zeliranje zastitnog filma. Razli¢ite pH vrednosti i prisustvo jona uti¢u na
elektrostati¢ke interakcije i povrSinska naelektrisanja $to omogucava povecanu rastvorljivost

proteina, a samim tim i sposobnost lakseg formiranja emulzija.
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3.2.3.5.  Osobine stvaranja pene

Pene se mogu definisati kao vazdusSni mehuri¢i zatvoreni u te¢nosti i stabilizovani
proteinima na povrsSini gas- teCnost. Formiranje pene moze biti od znac¢aja u raznim granama
privrede, kao $to su gradevinarstvo (izolacioni materijali), hemijska industrija (sredstva za
¢is¢enje) 1 kozmetika (Sampon itd.). Formiranje pene, kao i prethodno opisana funkcionalna
svojstva proteina, zavisi od niza faktora. Struktura proteina je jedan od klju¢nih faktora koji
uti¢u na stvaranje pena i njihovu stabilnost. Razmotani proteini brze adsorbuju na povrsini gas-
tecnost, Stvaraju brze konformacione promene i preuredenje na kontaktnoj povrsini gas-
teCnost. Stoga, globularni 1 kompaktni proteini su manje efikasni u formiranju pene. Medutim,
brzo stvaranje mehuri¢a vazduha ne podrazumeva uvek stabilnost pene, $to je od velike
vaznosti u formulaciji hrane. Kompaktni 1 globularni proteini imaju tendenciju da formiraju
otpornije filmove, $to ih ¢ini boljim u stvaranju pena u odnosu na razmotane proteine (Kinsella,
1981).

3.2.4. Unapredenje funkcionalnih osobina proteina

Nativni proteini ¢esto ne poseduju funkcionalne osobine koje omogucavaju njihovu
primenu u formulaciji gotovih proizvoda. Strukturnom modifikacijom proteina moguce je
unaprediti 1 poboljsati njihovu funkcionalnost, $to poboljSava njihovu primenu u razli¢itim
sistemima. Postoje tri na¢ina strukturne modifikacije proteina u cilju poboljSanja funkcionalnih

osobina:

1. hemijska modifikacija ili umrezavanje- dolazi do hemijskih promena usled formiranja
novih veza u reakciji funkcionalnih grupa proteina sa funkcionalnim grupama drugih
jedinjenja (polifenolima, Secerima, lipidima),

2. fizicke modifikacije- dejstvom fizicke sile (ultrazvuk, -elektrostaticko polje,
temperatura) naruSava se struktura proteina usled raskidanja amidnih veza ili nestajanja
pojedinih grupa bocnih lanaca proteina,

3. enzimske modifikacije- primenom razli¢itih enzima usled ¢ega dolazi do raskidanja
amidnih veza i cepanja proteina na manje fragmente koji u svojoj strukturi nose

odredenu funkcionalnost, fizicku ili biolosku.
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Poslednjih nekoliko godina, u nauci veliki izazov predstavljaju hemijske modifikacije tj.
reakcije proteina sa polifenolnim jedinjenjima. Proteini i polifenoli poseduju svoja razlicita
funkcionalna svojstva. Kao §to je ve¢ prethodno pomenuto, proteini imaju sposobnost da
formiraju gel ili stabilizuju penu i emulziju, dok polifenoli poseduju bioaktivnost, narocito
antioksidativno delovanje. Interakcija ovih komponenti uglavnom uti¢e na funkcionalne

osobine prehrambenih proizvoda i njihov kvalitet.

3.2.4.1. Interakcija proteina i polifenola- Konjugacija

Konjugacija predstavlja proces interakcije izmedu razli¢itih jedinjenja pri ¢emu dolazi do
modifikacija u njihovoj strukturi usled nastajanja odredenih hemijskih veza izmedu aktivnih
grupa reaktanata. Interakcija izmedu proteina i polifenola, dovodi do stvaranja ,protein-
polifenol konjugata” i ima uticaja na senzorna, funkcionalna i nutritivna svojstva proteinskih

proizvoda.

U osnovi, proteini i1 polifenoli mogu medusobno da se povezuju nekovalentnim
(hidrofobne, jonske i vodoni¢ne veze) ili kovalentnim (neenzimskim ili enzimskim putem)
vezama (You i sar., 2014). Nekovalentne interakcije izmedu proteina i polifenola su obi¢no
reverzibilne interakcije i slabije od kovalentnih (Dubeau i sar., 2010). Medutim, konjugati
formirani kovalentnim vezama se ¢e$¢e primenjuju u formulacijama hrane zbog svojih jakih i
trajnih veza sa visokom stabilno$¢u. Enzimski pristup se ¢esto smatra ekoloSkom metodom
visoke specifi¢nosti. Ovi konjugati su pokazali snaznu aktivnost hvatanja slobodnih radikala.

Medutim, priprema i postupak koji se koriste su komplikovani i skupi (Gu i sar., 2017).

Nekovalentne interakcije su reakcije koje nastaju izmedu proteina i polifenola stvaranjem

vodonic¢nih, jonskih i hidrofobnih veza.

% Vodonié¢ne veze (Slika 8a) nastaju usled reakcije izmedu fenolne grupe sa C=0 grupom
proteina (Buitimea-Cantua i sar., 2018); i izmedu OH grupa fenola i posebno
hidroksilnih (-OH) i amino (-NH.) grupa proteina (Yildirim-Elikoglu i Erdem, 2018).

¢ Hidrofobne veze (Slika 8b) su veze koje nastaju izmedu hidrofobnih aminokiselinskih
ostataka (leucin, izoleucin, glicin, metionin, alanin, fenilalanin, valin, tirozin, cistein i
triptofan) i nepolarnog aromati¢nog prstena polifenola (Kanakis i sar., 2011; Ozdal i
sar., 2013).
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% Jonske veze (Slika 8c) su najmanje zastupljene u interakciji protein-polifenol.
Formiraju se izmedu pozitivno naelektrisanih grupa proteina, kao $to su g-amino grupe
lizina i negativno naelektrisanih hidroksilnih (-OH) grupa polifenola (Le Bourvellec i
Renard, 2012).
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Slika 8. Nekovalentne interakcije proteina i polifenola pomocu: (a) vodonicnih, (b) hidrofobnih, (c)
jonskih veza (Quan i sar., 2019)

lako su ove veze reverzibilne i imaju nisku energiju, mogu igrati vaznu ulogu u prehrambenoj

industriji radi poboljsanja funkcionalnosti i kvaliteta prehrambenih proizvoda.

Kovalentne interakcije su reakcije koje nastaju izmedu funkcionalnih grupa proteina i
polifenola bilo enzimskim ili neenzimskim putem, u zavisnosti od potreba i prirode jedinjenja

koja stupaju u reakciju.

¢ Alkalna reakcija (Slika 9a) je naj¢esca reakcija koja nastaje u konjugaciji proteina
i polifenola. U alkalnim uslovima (pH 9) polifenoli su nestabilna jedinjenja sklona
oksidaciji. Uz prisustvo kiseonika, polifenoli iz nestabilnih poluhinonskih radikala
prelaze u stabilna hinonska jedinjenja, tako §to reaguju sa nukleofilnim grupama
(metionin, lizin, triptofan i cistein) iz bo¢nih ostataka proteina uz stvaranje
kovalentne veze (C-N ili C-S) (Chen i sar., 2019; Liu et al., 2017).

e

AS

Enzimska reakcija (Slika 9b) zapocinje oksidativnom rekacijom u kojoj mono
fenoli prelaze u o-difenole. Potom, o-difenoli se transformisu u 0-hinone uz pomo¢
specificnih enzima u zavisnosti od prirode jedinjenja koja stupaju u reakciju u

prisustvu kiseonika. Nastali reaktivni hinoni intereaguju sa nukleofilnim
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aminokiselinskim ostatcima proteinskih lanaca pri ¢emu dolazi do umrezavanja

izmedu proteina i polifenola.

(a)
i o Alkalni rastvor pH 9
+ 0,7 @\}vwr -H : ©
R Enamskame Prot
Polifenol o-Hinon rotein Protein-polifencl konjugat

lDimerizacija

Ukratanje proteina

Slika 9. Kovalentne interakcije proteina i polifenola pomocu: (a) alkalne, (b) enzimske reakcije

(Quan i sar., 2019)
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3.2.4.2.  Funkcionalna svojstva proteinsko-polifenolnih konjugata

Konjugati nastali interakcijom proteina i polifenola mogu da predstavljaju nova bioaktivna
jedinjenja sa jedinstvenim ili multifunkcionalnim atributima. U literaturi je pokazano da su
protein-polifenol konjugati pokazali izvrsne osobine u pogledu rastvorljivosti, zeliranja,
formiranju pene i emulgovanju, kratak pregled dosadasnjih istrazivanja prikazan je u Tabeli 1
(Liuisar., 2017).

Tabela 1. Pregled metoda konjugacije i promena u funkcionalnim osobinama u interakciji proteina i

polifenola
METODA UTICAJ NA
PROTEIN POLIFENOL FUNKCIONALNE/BIOAKTIVNE LITERATURA
KONJUGACIJE
OSOBINE
- - Poboljsana antioksidativna aktivnost ~ Abd EIl-Maksoud
Globulini Kafena kiselina - . . X .
i emulziona svojstva proteina i sar., 2018
Kafena, . C e . .
Alkalna reakcija | Proteini ribe taninska i PObiorlglsini?VTOksu.iiuvniatktill‘:n%t Prodpzrgle sar.,
ferulna kiselina chanicka svojstva proteina
.PrOte”.]Skl PIFOQ?Ina Poboljsana antioksidativna aktivnost ~ Yang i sar., 2019
izolat tikve kiselina
Galna, ferulna i
Zelatin taninska Pobolj$ana gelirajuca svojstva T?mdee &
L . Benjakul, 2015
kiselina, katehin
Enzimska Albumin Hloroggnska Smanjena rastvorljivost Prigent i sar.,
reakcija kiselina 2007
Cirkovic-
Kazein Kafena kiselina ~ Smanjena rastvorljivost i svarljivost Vel!ckovw: &
Stanic-Vucinic,
2018
Proteini Poboljsana rastvorljivost, svojstva L
. Hlorogenska . A Jiang i sar.,
mleka i Kiselina formiranja pena, antioksidativna 2018
kazein aktivnost i svarljivost
Nekovalg_ntne Proteini iz EGCG Poboljsa}na anF1oks1dat1vna aktlvynost, Yinisar., 2014
reakcije jajeta povecana hidrofobnost povrSine
Albumin Procijanidini Smanjena rastvorlj_lvost proteina i Prigenti sar.,
povecana stabilnost pene 2009

S obzirom, da rastvorljivost proteina odreduje sve ostale funkcionalne osobine, jer se zna

da nerastvorljivi

proteini

poseduju ogranicena funkcionalna

svojstva,

poboljsanje

rastvorljivosti je jedna od najbitnijih osobina koje se mogu ostvariti protein-polifenol
interakcijom. Konjugacija proteina sa polifenolima moze, ili povecati ili smanjiti rastvorljivost

proteina u vodi, u zavisnosti od prirode sistema. Vezivanje naelektrisanih polifenola moze
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izmeniti elektri¢na svojstva proteina, posebno na vrednostima njihove izoelektri¢ne tacke, Sto
znacajno utiCe na njihove profile rastvorljivosti u zavisnosti od pH (Liu i sar., 2017).
Konjugacijom nepolarnih polifenola povecava se povrSinska hidrofobnost proteina, a na taj
nacin smanjuje rastvorljivost u vodi (Bandyopadhyay i sar., 2012). Reakcija izmedu polifenola
1 proteina moze promovisati umrezavanje proteina, Sto takode moze umanjiti rastvorljivost u
vodi (Ozdal i sar., 2013). Zna se da interakcija proteina i polifenola uti¢e na sekundarne i
tercijarne strukture proteina Sto zauzvrat moze da promeni povrSinske osobine proteina,
pojacavajuci na taj nacin hidrofilnu prirodu proteina. Promena hidrofilne/hidrofobne ravnoteze
proteina moze uticati na rastvorljivost, zajedno sa drugim vaznim funkcionalnim svojstvima,
ukljucujuéi svojstva emulgovanja, formiranja pene i geliranja proteinsko-polifenolnih
konjugata. Dakle, na profil rastvorljivosti proteinsko-polifenolnih konjugata najveci uticaj ima

vrsta proteina, vrsta polifenola i pH vrednost na kojoj se formira konjugat.

Emulgovanje je takode jedna od bitnijih osobina proteina, naroCito u prehrambenoj
industriji. PoSto emulzije predstavljaju nestabilne sisteme neophodno je prisustvo emulgatora.
Emulgator je amfifilni sastojak, koji se lokalizuje na granici faza ulje/voda radi smanjenja
povrsinskog pritiska i olakSavanja formiranja kapljica tokom homogenizacije kao 1 smanjenje
flokulacije i koalescencije (McClements, 2010). Konjugacija proteina polifenolima poznata je
kao efikasan pristup modifikovanju ili poboljSanju funkcionalnosti proteina. Razvoj
proteinsko-polifenolnih konjugata kao novih emulgatora izazvao je veliko interesovanje
poslednjih godina (Liu i sar., 2017). Proizveden je veliki broj konjugata proteina i polifenola
koji imaju odlicna emulguju¢a svojstva. Medutim, konjugacija proteina i polifenola moze
negativno uticati na stvaranje emulzije, a da ima pozitivan uticaj na stabilnost emulzije. Dakle,
kao i kod rastvorljivosti, efekat konjugacije proteina i polifenola na svojstva emulgatora zavisi
od vrste proteina i polifenola koji su ukljuceni, njihove strukture kao i pH, na kome se vrsi

konjugacija.

Brojni biljni polifenoli mogu da deluju u interakciji sa proteinima, dajuéi gelove
unapredenih osobina. Gelovi formirani kovalentnim interakcijama su kruti i termicki stabilniji

od onih koji su nastali delovanjem drugih nekovalentnih interakcija (Zhao i Sun, 2017).
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3.3.  Proteini kao izvori bioaktivnih jedinjenja

Bioaktivni peptidi su mali proteinski fragmenti sastavljeni najmanje od 2-20
aminokiselinskih podjedinica, malih molekulskih masa (<3 kDa) (Gorgug¢ i sar., 2020). Ova
jedinjenja predstavljaju multifunkcionalne komponente hrane jer pored nutritivnih osobina
poseduju bioloske aktivnosti koje imaju pozitivne efekte na fizioloske procese i stanje

organizma.

To su hidrolizati koji se dejstvom enzima oslobadaju iz primarne strukture proteina
hidrolizom njihovih peptidnih veza. Iz proteina mogu se dobiti na tri nacina: enzimskom

hidrolizom, gastrointestinalnom digestijom i fermentacijom mikroorganizama.

3.3.1. Enzimska hidroliza

Enzimska hidroliza proteina predstavlja cepanje molekula proteina na polipeptide, peptide
1/ili aminokiseline dejstvom proteolitickih enzima. Tokom procesa hidrolize raskidaju se
peptidne veze i oslobadaju se manji delovi proteina tj. peptidi. Proces enzimske hidrolize moze
da se izvodi primenom jednog enzima ili smeSe vise enzima u cilju dobijanja hidrolizata
odredenih osobina. U procesima enzimske hidrolize proteina parametri koji imaju najveci
uticaj na produkte hidrolize su: temperatura, vrednost pH, enzim/supstrat odnos i vreme
reakcije. Prva tri navedena parametra odreduju brzinu reakcije i mogu da utic¢u na specifi¢nost
enzima, dok se reakciono vreme odnosi samo na finalni stepen, odnosno duzinu hidrolize.
Medusobna interakcija ovih parametara ima uticaj na sastav hidrolizata. lzbor navedenih
parametara je kompleksan, jer zavisi i od rastvorljivosti proteinskog supstrata i aktivnosti
enzima (Banan-Mwine Daliri i sar., 2017). Sve su to faktori od kojih zavisi finalni stepen

hidrolize.

Stepen hidrolize (eng. Degree of Hydrolysis, DH) je parameter koji karakteri$e u kom nivou
je doslo do realizacije procesa hidrolize. DefiniSe se kao udeo hidrolizovanih peptidnih veza u

ukupnom molekulu proteina.

Upotreba enzimske hidrolize za proizvodnju bioaktivnih peptida je poZeljnija od
mikrobioloSke fermentacije zbog skraenog vremena reakcije, relativno lakog i kontrolisanog

izvodenja reakcije.
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3.3.2. Gastrointestinalna digestija

Bioaktivni peptide izvedeni iz hrane kodirani su u mati¢nim zivotinjskim i biljnim
proteinima i mogu biti oslobodeni in vivo i in vitro digestijom. In vivo bioloski aktivni peptide
mogu se osloboditi u GIT-u (delovanjem enzima varenja) ili ukoliko su peptidni prekursori
apsorbovani u krvotok, mehanizmima razgradnje ekstra- i intracelularnih proteina. In vitro

oslobadanje bioaktivnih peptida ukljucuje simulaciju GIT-a sa digestivnim enzimima.

3.3.3. Fermentacijom usled proteoliticke aktivnosti mikroorganizama

Ukljuc€uje kultivisanje bakterija ili kvasca na proteinskim supstratima, pri ¢emu se
hidrolizuje protein. Rastuce bakterije ili kvasci izlu¢uju svoje proteoliticke enzime u proteinski
materijal i oslobadaju peptide. Odabrana mikrobioloska kultura uzgaja se u Kkultivacionoj
tecnosti do eksponencijalnog rasta na temperaturi pogodnoj za njen rast. Potom, zrele ¢elije se
sakupljaju, ispiraju i suspenduju u sterilnoj destilovanoj vodi koja sadrzi ,,hranu* za dalji rast
kulture. Ovako pripremljena suspenzija koristi se kao pocetno sredstvo za inokulaciju
sterilisanog proteinskog supstrata (Rizzello i sar., 2017; Aguilar-Toala i sar., 2017). Obim

hidrolize zavisi od soja koji se koristi, vrste proteina i vremena fermentacije.

3.3.4. Bioaktivne osobine peptida

U literaturi postoji veliki broj studija koje ukazuju na sve veéi potencijal bioaktivnih
peptida u razvoju funkcionalne hrane, farmaceutskih i kozmetickih proizvoda. Razlog tome
jeste §to su to nosioci bioloski aktivnih osobina kao §to su antioksidativna, inhibitorna aktivnost
u lecenju hroni¢nih bolesti poput dijabetesa i hipertenzije, antiinflamatorna i dr. (Xu i sar.,
2019; Banan-Mwine Daliri i sar., 2017).

Poslednjih nekoliko godina, istraZivanja bazirana na primeni proteinskih izolata kao izvora
bioaktivnih peptida dobijenih dejstvom razli¢itih enzima u zavisnosti od njihove primene je u

ekspanziji, a pregled nekih literaturnih navoda dat je u Tabeli 2.
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Tabela 2. Literaturni pregled proteina kao izvora bioaktivnih peptida

1ZVOR PROTEINA ENZIM LITERATURA
Seme suncokreta Pepsin, Pankreatin Megias i sar., 2008
g
S Uljana repica Peptidaze Xui sar., 2018
k2
©
g Odmascena sojina pogaca Alkalaza Raiaprolu i sar., 2013
&
2 Seme $ljive, kajsije, Pepsin, Alkalaza, Pankreatin, o
< . o Garcia i sar., 2016
= breskve, visnje, maslina Flavorzim, Termolizin
<
Seme konoplje Pepsin, pankreatin Girgih i sar., 2014
Riza Himotripsin Kontani i sar., 2014
2
s
S GraSak Alkalaza Li & Aluko, 2010
= Kikiriki Pepsin, pankreatin Guo i sar., 2019
8
2 Uljana pogada §ljive Pepsin, pankreatin Cakarevic i sar., 2019
e
=
< Uljana pogaca lana Pepsin, pankreatin, flavorzim Wu i sar., 2019
z Dinja Proteinski ekstrakt Pham i sar., 2019
S
% Soja Protein, hidrolizati pepsina Gonzalez-Montoya i sar., 2018
2
g Gragak Protein Jadhav i sar., 2021
[
] Uljane pogace lana, repice
g ' ’ Alkalaza Han i sar., 2021

suncokreta, susama

3.3.4.1.  Peptidi kao antioksidanti

Reaktivne vrste kiseonika (ROS) uzrokuju oksidativni stres koji se povezuje sa mnogim
bolestima kao §to su reumatoidni artritis, dijabetes, upale i rak. Jedan od nacina sprecavanja
nastanka ovih jedinjenja i njihove oksidacije jeste upotreba antioksidanata. To su jedinjenja
koja sprecavaju oksidaciju ROS-a i molekula koja se nalaze u nestabilnom elektronskom

stanju.
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U zavisnosti od strukture, njihov uticaj na tok procesa oksidacije hrane moze biti veoma

razlic¢it, pa mogu delovati:

v" kao redukcione supstance,
v kao jedinjenja koja blokiraju slobodne radikale,

v formiranjem kompleksa sa metalima koji katalizuju reakcije oksidacije,

v’ spreCavanjem reakcija izazvanih jednim aktivnim atomom kiseonika,
v"inhibiranjem aktivnosti oksidativnih enzima (Jamréz i Kopel, 2020).

U hrani, najvazniji pokazatelji kvarenja su promene u rastu mikrobioloskih kultura i
oksidaciji pojedinih sastojaka hrane koji ostavljaju neprijatan miris i ukus. Oksidacija u hrani
utice na lipide, proteine i ugljene hidrate. Medutim, oksidacija lipida je glavni uzrok pogorsanja
kvaliteta hrane, §to dovodi do uzeglosti i skra¢ivanja roka trajanja proizvoda (Di Bernardini i

sar., 2011).

U prehrambenoj, kozmetickoj i farmaceutskoj industriji najceS¢e se koriste sintetski
antioksidansi, kao Sto su BHA (smes$a izomera 2-terc-butil-4-hidroksianizola i 3-terc-butil-4-
hidroksianizola) i BHT (2,6-di-terc-butil-4-metilfenol). S obzirom, na niz nezeljenih efekata
upotreba ovih antioksidanata je zabranjena u nekoliko zemalja. Trenutni trendovi ukazuju na
povecano interesovanje potrosaca za proizvodima bez sintetskih aditiva 1 sa povecanim
sadrzajem prirodnih aktivnih sastojaka koji mogu pozitivno uticati na zdravlje coveka (Lorenzo
i sar., 2018). Stoga, poslednjih nekoliko godina istrazivanja su usmerena na otkrivanju i

izolovanju novih antioksidanata iz prirodnih izvora.

Antioksidativni peptidi spadaju u najdublje prouc¢avanu grupu bioaktivnih peptida. Sastoje
se uglavnom od 3 do 16 aminokiselinskih jedinica, a nosioci antioksidativnog dejstva su prolin,
glutaminska kiselina, tirozin, histidin, metionin, cistein, lizin, glicin, leucin, izoleucin,
fenilalanin, treonin i valin (Gorska-Warsewicz i sar., 2018). Ovi peptidi imaju male molekulske
mase od 0,4 do 4 kDa $to omogucava njihov laksi transport do ciljanog mesta delovanja. Sastav
peptida prema prisutnim aminokiselina odreduje nac¢in njihovog delovanja. Tako, peptidi koji
sadrze tirozin deluju putem prenosa atoma vodonika, dok peptidi koji sadrze cistein, triptofan
i histidin prenosenjem jednog elektrona (Esfandi i sar., 2019). Aromati¢ne aminokiseline poput

tirozina i fenilalanina imaju sposobnost doniranja protona (Ajibola i sar., 2011).

36



Doktorska disertacija Jelena Cakarevié

3.3.4.2.  Antihipertenzivni peptidi

Hipertenzija je stanje poviSenog krvnog pritiska koje moze dovesti do mnogo ozbiljnijih
oboljenja i bolesti kao $to su kardiovaskularne i bolesti bubrega, arterioskleroze i mozdanog
udara (Lee i Hur, 2017). Ova bolest pogada gotovo jednu tre¢inu odrasle populacije Sirom
sveta, a buduci da nema ranih simptoma hipertenzija se zargonski naziva ,,tihi ubica“ (Lin i
sar., 2012). Regulacija krvnog prtiska je pod kontrolom renin-angiotenzin-aldosteron sistema
(RAAS). Enzim koji je kljuéni u regulaciji RAAS-a je angiotenzin konvertuju¢i enzim (ACE)
(EC 3.4.15.1), ¢ija je fizioloska uloga da konvertuje dekapeptid (angiotenzin 1) u oktapeptid
(angiotenzin 11). Oslobodeni angiotenzin II je vazokonstriktor koji stimulise sekreciju hormona
aldosterona i vazopresina, koji uzrokuju povecan volumen krvi i dalje do hipertenzije. Prema
tome, jedan od primarnih mehanizama u spre¢avanju nastanka hipertenzije, jeste inhibicija

aktivnosti ACE.

Sintetske ACE inhibitorne supstance koje se koriste u le€enju hipertenzije 1
kardiovaskularnih oboljenja jesu kaptopril, enalapril i lizinopril. Oko 40 miliona ljudi u svetu
le¢i se primenom ovih inhibitora. Najprimenjeniji lek ovog tipa u SAD-u jeste lizinopril dok je
u Evropi ramipril (Montinaro i Cicardi, 2020). Ovi podaci ukazuju na sve vecu potrebu za
prirodnim ACE inhibitorima sa efektima snizavanja krvnog pritiska u lecenju hipertenzije

(Bhat i sar., 2017).

Prema dana$njim nau¢nim saznanjima, peptidi iz prirodnih izvora imaju veliki potencijal
za primenu u leCenju hipertenzije u zamenu za sintetske ACE inhibitore. Peptidi koji inhibiraju
ACE sastavljeni su od 2 do 12 aminokiselinskih jedinica, koji sadrze kisele, pozitivno
naelektrisane i hidrofobne aminokiseline (Piovesana i sar., 2018). Prisustvo aromati¢nih grupa
na C-terminalu i hidrofobnih grupa na N-terminalu aminokiselinskih ostataka pojacavaju

inhibitornu aktivnost peptida (Acquah i sar., 2018).

3.3.4.3. Antidijabetski peptidi

Dijabetes ili Se¢erna bolest je jedna od najraspostranjenijih hroni¢nih bolesti u svetu
(Neeland i Patel, 2019). Globalno, u 2019. godini smatra se da oko 463 miliona ljudi je Zivelo
sa dijabetesom, dok se procenjuje da ¢e 2045. taj broj se povecati na oko 700 miliona (Elflein,
2019). Dijabetes je hroni¢ni poremecaj metabolizma koji se karakteriSe hiperglikemijom t;.

trajnim povecanjem nivoa glukoze u krvi. Postoje dva tipa dijabetesa:
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v’ dijabetes tip 1 ($to ima oko 5-10% pacijenata) koji se smatra autoimunom bolesc¢u, gde
imuni sistem napada i unistava ¢elije u pankreasu i spre¢ava organizam da proizvodi
insulin, i

v’ dijabetes tip 2 (§to ima oko 90-95% pacijenata) gde organizam postaje otporan na

insulin, $to uzrokuje akumuliranje Secera u krvi (Neeland i Patel, 2019).

Dijabetes tip 2 smatra se boleS¢u koja se moze spreciti jer je najéesée posledica nacina
zivota 1 navika u ishrani koje mogu ostaviti trajne posledice. Nacin lecenja jeste usvajanje
promena koje pomazu u kontroli nivoa glukoze u plazmi. To Se upravo moZze postici
stimulacijom Iucenja insulina lekovima ili kontrolisanom dijetom, ili prekidanjem ili
usporavanjem hidrolize skroba kako bi se smanjila apsorpcije Secera u krvi iz tankog creva
(Barrett i Udani, 2011; Kim i sar., 2014). Mehanizam kojim je moguce spre€iti pojavu
dijabetesa tip 2 jeste inhibicija enzima koji su ukljuceni u hidrolizu skroba do glukoze, a to su
a-amilaza i a-glukozidaza (Barrett i Udani, 2011; Rosak i Mertes, 2012).

a-amilaza i a-glukozidaza su hidroliti¢ki enzimi koje proizvode biljke, bakterije, gljive i
zivotinje 1 ljudi. Uloga ovih enzima jeste hidroliza skroba koji se unosi putem ishrane. Skrob
je najraspostranjeniji biljni polisaharid, sastavljen od dve vrste polisaharida, amiloze (linearno
vezane a-(1—4) glikozidnim vezama) i amilopektina (bo¢no vezan a-(1—6) glikozidnim
vezama). Konkretno, a-amilaza hidrolizuje a-(1—4) glikozidne veze u molekulu skroba §to
dovodi do stvaranja maltoze, maltotrioze, maltotetraze, maltodekstrina kao primarnog
proizvoda; koji se potom razgraduju do glukoze kao sekundarnog proizvoda. Potom, a-
glukozidaza je enzim koji katalizuje hidroliticCko cepanje disaharida (maltoza i1 saharoza)
oslobodenog iz skroba u monosaharide (glukozu i fruktozu). Stoga, inhibicaja ovih enzima
moze usporiti povecanje Secera u krvi i suzbiti hiperglikemiju koja nastaje nakon jela prilikom

konzumacije hrane bogate ugljenim hidratima (Papoutsis i sar., 2021).

Akarboza, miglitol i vogliboza su sintetska jedinjenja koja se koriste za inhibiranje
aktivnosti a-amilaze i a-glukozidaze. Medutim, kako bi se izbegli neZeljeni efekti koji nastaju
upotrebom ovih lekova, poput gastrointestinalnih poremecaja, sve vise se traga za alternativnim
reSenjima kao §to su prirodni inhibitori (Rosak i Mertes, 2012; Trapero i Llebaria, 2012).
Proteini i bioaktivni peptidi pokazuju zna€ajan potencijal za primenu u kontrolisanju i le¢enju
dijabetesa, posebno kao komponente lekova ili suplemenata kao i funkcionalne hrane. Mnogi

antidijabetski peptidi iz prirodnih izvora su izolovani i potvrdeno je njihovo delovanje.
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3.4. Proteini kao nosaci bioaktivnih jedinjenja

Inkapsulacija je postupak kojim se supstanca tj. bioaktivno jedinjenje oblaze materijalom
ili matriksom da bi se dobile Cestice razli¢itih veli¢ina, u rasponu od nanometra do milimetra.
Materijal koji se inkapsulira naziva se aktivna komponenta ili jezgro, dok se materijal kojim se
inkapsulira naziva materijal nosa¢ ili omotaé. Cestice koje nastaju nazivaju se kapsule i mogu
biti sferne, cilindri¢ne, ovalne i nepravilnog oblika (Zuidam i Shimoni, 2010). Prema
morfologiji, odnosno obliku i strukturi, kapsule se mogu podeliti na mikrokapsule (rezervoar
tip) i mikrosfere (matriks tip). Dok mikrokapsule imaju jasnu morfologiju ,,jezgro—omotac”,
kod mikrosfera je aktivna komponenta dispergovana u materijalu omotaca (Paulo i Santos,
2017; Sobel i sar., 2014).

Bioaktivna jedinjenja su definisana kao mikronutrijenti ili molekuli sa terapeutskim
potencijalom koje ljudsko telo ne moZze da sintetiSe. Igraju vitalnu ulogu u ¢ovekovom zivotu
sa svojim specificnim funkcijama da reguliSu metabolicke 1 Celijske funkcije, promovisu
zdravlje, reprodukciju i rast, smanjuju rizik od raznih bolesti. Ova jedinjenja, kao §to su fenoli,
vitamini, karotenoidi, peptidi, itd., su metaboliti biljaka i dobijaju se naj¢esce ekstrakcijom iz
razli¢itih biljnih vrsta. Osim toga, nalaze se u prehrambenim izvorima kao $to su voce, povrce,
zitarice od celog zrna, njihovi proizvodi, itd. Medutim, bioaktivna jedinjenja su hemijski
reaktivna jedinjenja jako osetljiva na spoljasnje faktore i tako podloZzna degradaciji. Tokom
obrade i skladiStenja hrane na stabilnost mnogih bioaktivnih jedinjenja uti¢u hemijski i fizicki
faktori kao Sto su svetlost, temperatura, vrednost pH, nivo kiseonika, prisustvo enzima i/ili
metalnih katalizatora, i sl. Sve ovo ¢ini ova jedinjenja nestabilnim tokom prerade i skladiStenja,
a smanjuje i bioraspolozivost ¢ime ograni¢ava njihovu primenu. Da bi sprecila ove gubitke,
prehrambena industrija tezi iznalazenju reSenja koje mogu zastititi ova jedinjenja tokom
proizvodnje i skladistenja. Jedan od nacina jeste inkapsulacija. To je savremena tehnologija
koja inkorporira bioaktivne supstance (vitamine, enzime, fenole, molekule, ¢elije) u odredenu

oblogu kako bi ih zastitila od elemenata Zivotne sredine (Dhakal i He, 2020)

Polimeri, prirodni ili sinteticki, su materijali koji se najcesce koriste kao nosaci u procesu
inkapsulacije. Kriterijumi za izbor materijala kao nosaca koji bi bio pogodan za inkapsulaciju

i proizvodnju stabilnih inkapsulata su:

% da zastiti jezgro od uticaja okoline u preradi hrane ukljucujuci visoku temperaturu,
pritisak, mehanic¢ka naprezanja, kiseonik, kiselost 1 alkalnost, vlaga i druga reaktivna

jedinjenja,

39



Doktorska disertacija Jelena Cakarevié

X/
°e

da je svarljiv u ljudskom digestivnom sistemu,

X/
°e

da je bezbedan za ljudsku upotrebu,

X/
°e

da je bez mirisa i boje,

X/
°

dobro rastvorljiv u vodi,

% Jeftin.

Ugljeni hidrati ili tacnije polisaharidi su dobar izbor omotaca, s obzirom da poseduju
sposobnost stvaranja vec¢ih poroznih molekularnih struktura (Liu i sar., 2018), uglavnom su iz
prirodnih sastojaka hrane 1 Siroko se koriste u prehrambenoj industriji, a mnogi od njih su
svarljivi u humanom sistemu za varenje. Medutim, nijedan od navedenih kriterijjuma ne
zadovoljava potraznju potrosaca za funkcionalnom hranom sa fizioloskim osobinama koja
pozitivno uticu na zdravlje ljudi. S obzirom da proteini na osnovu svojih funkcionalnih osobina
imaju tendenciju da budu dobri nosaci u inkapsulaciji, sve je veci trend njihove primene kao

nosaca, narocito biljnih proteina.

Proteini su nova generacija nosaca u inkapsulaciji za kojima je izrazena sve veca potreba u
cilju njihove primene u industriji. U poredenju sa drugim nosa¢ima (ugljenihidrati, gume,
vlakna, itd.) prednost proteina je u njihovoj visoko hranljivoj vrednosti, izvoru esencijalnih
aminokiselina, ali i lakoj svarljivosti (Cakarevic i sar., 2020). Zbog svojih amfifilnih svojstava,
sposobnosti interakcije sa drugim supstancama, velikih molekulskih masa i fleksibilnosti
molekulskog lanca, proteini imaju i odli¢ne funkcionalne osobine kao $to su rastvorljivost,
viskoznost, sposobnost emulgovanja i stvaranja filmova, §to ih ¢ini pogodnim materijalom kao
nosaca aktivnih jedinjenja prilikom inkapsulacije (Madene i sar., 2006). Pored toga, kao $to je
ve¢ naglaSeno proteini predstavljaju izvor bioaktivnih peptida njihovim prolaskom kroz GIT.
Poznato je da se hidrolizom prehrambenih proteina digestivnim enzimima oslobadaju se
bioaktivni peptidi sa razli¢itim fizioloskim svojstvima poput antioksidativnih, antidijabetickih,
antihipertenzivnih, antikancerogenih i antimikrobnih aktivnosti (Cakarevi¢ i sar., 2019;

Popovié¢ i sar., 2017).

Dosadasnja istrazivanja pokazala su da su proteini koriS¢eni kao nosaci u procesu
inkapsulacije, naj¢escée proteini Zivotinjskog porekla kao §to su proteini jaja (Liu i sar., 2018),
zelatin (Ducel i sar., 2004), proteini surutke (Amrita i sar., 1999). Medutim, sve je CeSca
primena biljnih proteina kao nosafa u procesu inkapsulacije. Proizvodnja biljnih proteina
zahteva manju potro$nju prirodnih resursa, zbog ¢ega se ovi proteini smatraju ekonomi¢nim sa
aspekta zastite zivotne sredine. Biljni proteini u prirodnom obliku ili u obliku derivata se

smatraju pogodnim nosac¢ima u mikroinkapsulaciji, i predstavljaju dobru alternativu proteinima
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zivotinjskog porekla i sintetickim polimerima (Li i Tang, 2013; Nesterenko i sar., 2013;
Quintero i sar., 2018).

Neki od primera biljnih proteina kao nosaca opisanih u literaturi su:

¢+ proteini soje u inkapsulaciji rezvertrola (Pujara i sar., 2017),

°

proteini kikirikija u inkapsulaciji vitamina D (Jiang i sar., 2019),

X4

proteini uljane pogade tikve u inkapsulaciji soka cvekle (Cakarevié i sar., 2020),

L)

X/
°

proteinski izolat graska u inkapsulaciji ulja pirin¢a (Benito-Roman i sar., 2020),

X/
°

protein suncokreta u inkapsulaciji tokoferola (Nesterenko i sar., 2013).
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3.5. Ugradnja proteina u prehrambeni matriks

Danas je interes potrosaca za "zdravim" prehrambenim proizvodima u stalnom porastu. S
tim u vezi, prehrambena industrija treba da podsti¢e poboljsanje i razvoj novih formulacija
siroko upotrebljivanih proizvoda kao §to su konditorski proizvodi. Ti proizvodi su veoma
popularni zbog svoje privlacnosti i posebnih organoleptickih svojstava. S obzirom da su ovakvi
proizvodi bogati sintetiCkim aditivima, obogacivanje konditorskih proizvoda prirodnim
izvorima bioaktivnih jedinjenja, predstavlja dobru alternativu. Na ovaj nacin ne samo da se
mogu poboljsati organolepticka svojstva proizvoda, ve¢ se on moze nutritivno obogatiti i

posedovati blagotvorno dejstvo na zdravlje ¢oveka.

U poslednjih nekoliko godina opisan je veliki broj potencijalnih proizvoda obogacéenih
prirodnim izvorima bioaktivnih jedinjenja, a to su: ¢ajni keks (Kaderides i sar., 2020; Lucini i
sar., 2020; Kolavole i sar., 2020; Bhat i sar., 2020), keks (Mahloko i sar., 2019), napolitanke
(Jakubczik, 2018; Rozyto i sar., 2019), krekeri (Nirmala i sar., 2018).

Narocito je izrazeno obogacivanje komercijalnih proizvoda proteinskim formulacijama,
kao Sto su proteinski izolati, proteinska braSna, hidrolizati proteina, proteinski inkapsulati i
slicno. Kao $to je ve¢ pomenuto, proteini poseduju prihvatljve funkcionalne osobine koje
olaksavaju njihovu primenu u proizvodima. Osim toga, svarljivi su i mogu biti izvor

bioaktivnih jedinjenja, nutritivno su hranljivi i bogati aminokiselinama.

Takode, prehrambena industrija razvija funkcionalne inovacije i nove formule u hrani radi
sprecavanja bolesti povezanih sa ishranom, a efikasna strategija je razvoj pekarskih proizvoda
sa dodatkom razli¢itih sastojaka kao $to su proteini. Cilj ovakvih formulacija jeste dobijanje
proizvoda prikladnih senzornih karakteristika sa niskim sadrzajem brzo svarljivog skroba i

malim glikemijskim indeksom (Gl).

Glikemijski indeks je rangiranje ugljenohidratne hrane na osnovu glikemijskog odgovora
koji ukazuje sposobnost hrane na povecanje glukoze u krvi. Eksperimentalno, GI se definise
kao odnos povrsina ispod krive odziva glukoze koja se oslobodi iz testirane hrane u odnosu na
onu iz kontrolne hrane (glukoza ili beli hleb) (Venn & Green, 2007). Glikemijski odgovor
namirnice zavisi od faktora kao Sto su veli€ina Cestica, stepen prerade, na¢in kuvanja, struktura
skroba i udeo ostalih sastojaka hrane (dijetalna vlakna, proteini, masti). Hrana i prehrambeni
proizvodi su kategorisani prema sposobnosti povecanja glukoze u krvi nakon obroka, na

namirnice sa visokim (vise od 70), srednjim (56-69) i niskim (manje od 55) Gl. Hrana sa
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visokim GI uzrokuje brz i visok postprandijalni odgovor (hiperglikemija), ne preporucuje se
dijabetiarima, ali ni osobama bez patoloskih stanja jer dovodi do gojaznosti koja moze biti

preduslov za razna oboljenja.

Istrazivanja tokom poslednjih godina usmerena su na otkrivanje novih ili unapredenje
postoje¢ih formulacija prehrambenih proizvoda sa smanjenim GI indeksom. Stoga,
obogacivanje hrane sa proteinima i vlaknima predstavlja strategiju u smanjenju Gl namirnica i

rizika od hroni¢nih bolesti.

Kroz literaturu je opisan veliki broj nau¢nih radova koji potvrduju da je implementacija
proteina ili njihovih preradevina u komercijalnim prehrambenim proizvodima je odgovorna za
sporu svarljivost prisutnog skroba $to smanjuje nizak odgovor glukoze u krvi pa time i nizak

Gl indeks. Neki od ovih proizvoda su:

% testenina obogacena proteinima mahunarki kao §to su crni pasulj, bob, so¢ivo (Laleg i
sar., 2016),
% beli hleb obogacen lanenim semenkama (Seczyk i sar., 2017),

% kesk obogacen alfala semenom (Giuberti i sar., 2018).
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4.1. Materijali

4.1.1. Sirovine

Uljana pogaca tikve golice (Cucurbita pepo L. c. v. Olinka) pribavljena je od firme
“Linum”, Conoplja u Srbiji. Ona predstavlja nusproizvod industrije ulja i dobijena je u procesu
cedenja ulja iz semena tikve, postupkom hladnog cedenja. Kostice kajsije (Prunus armeniaca)
i 8ljive (Prunus domestica) pribavljene su preko UdruZenja vinogradara i vinara vinogorja
Baranje, Knezevi Vinogradi u Hrvatskoj. Njihove uljane pogace dobijene su cedenjem ulja iz

semena postupkom hladnog cedenjaa i superkritiénom ekstrakcijom.

Cvekla (Beta vulgaris L., cv ’Bicor’) je pribavljena u lokalnoj prodavnici iz koje je cedenjem

pomocu sokovnika dobijen sok koji je koriS¢en kao sirovina.

4.1.2. Hemikalije i reagensi

Svi reagensi 1 hemikalije koriS¢eni u eksperimantalnom radu bili su analiticke ili viSeg
stepena Cistoce. 2,2’-azino-bis (3-etilbenzotiazolin-6-sulfonska kiselina (ABTS), 2,2-difenil-1-
pikrilhidrazil (DPPH) radikal, N-Hipuril-His-Leu hidrat, o-ftaldialdehid (OPA), kalijum-
persulfat i Dalton Mark V11 su proizvodi Sigma Chemical Company (Sigma Aldrich, SAD).

Za ispitivanja su kori$¢eni komercijalno dostupni te¢ni ili ¢vrsti enzimski preparati: o-
amilaza iz ljudske pljuvacke (deklarisane aktivnosti 1 KU), pankreatin poreklom iz pankreasa
svinje (deklarisane aktivnosti 4*USP), a-glukozidaza iz Saccharomyces cerevisiae
(deklarisane aktivnosti 107 U/mg) pribavljeni od proizvodaca Sigma Chemical Company
(Sigma Aldrich, SAD); pepsin iz Zeludca svinje (deklarisane jacine 0,7 FIP U/mg) od
proizvodaca AppliChem (Darmstadt, Nemacka).

Kafena kiselina je komercijalni preparat kompanije Merck KGaA (Darmstadt, Nemacka).

GOPOD enzimski kit pribavljen od kompanije Megazyme (Wicklow, Ireland).

45



Doktorska disertacija Jelena Cakarevié

4.2. Metode

4.2.1. Hemijski sastav uljanih pogaca

Hemijski sastav uljanih pogaca odredivan je prema standardnim metodama (Association
Official of Analytical Chemists — AOAC, 2000) za: odredivanje sadrzaja vlage (984,25),
proteina (950,36), masti (935,38) i ukupnih prehrambenih vlakana (985.29).

Sadrzaj ukupnih i redukujucih Secera, kao i sadrzaj saharoze, odreden je metodom po Luff-

Schoorl-u (SI. list SFRJ, 29/83).
Sadrzaj vlage odreden je suSenjem na 105 + 0,5 °C do konstantne mase.

Sadrzaj proteina odreden je metodom po Kjeldahl-u, pri ¢emu je korekcioni faktor 6,25
koriséen za preracunavanje koli¢ine azota odredene titracijom u ukupnoj koli¢ini sirovih

proteina.

SadrZaj masti odreden je metodom po Weibull-Stoldt-u, ¢iji princip se zasniva na tretiranju
proizvoda hlorovodoni¢nom kiselinom u cilju hidrolize masti, koja se nakon hidrolize

ekstrahuje organskim rastvara¢em u Soxhlet-ovoj aparaturi.

4.2.2. Postupci dobijanja proteinskog izolata, konjugata, inkapsulata i ugradnje
inkapsulata u matriks

4.2.2.1. Dobijanje proteinskog izolata

Proteinski izolat (PI) pripreman je metodom alkalne ekstrakcije opisanoj prema Vastag
(2011), sematski prikazanoj na Slici 10. Uljana pogaca je samlevena u aparatu za mlevenje
kafe, do veli¢ina Cestica ispod 2 mm. Samlevena pogaca je obezmas¢ena heksanom, u odnosu
mase i zapremine 1:5, uz stalno meSanje na sobnoj temperaturi tokom 30 min, a zatim je heksan
uklonjen filtracijom. Postupak obezmas¢ivanja je ponovljen dva puta. Potom, samlevena i
obezmasc¢ena pogaca suspendovana je u vodi u odnosu 1:10, uz podeSavanje vrednosti pH na
10 sa 0,1M rastvorom NaOH. Ovako pripremljena suspenzija je meSana uz konstantnu kontrolu
pH tokom 30 min na sobnoj temperaturi, nakon ¢ega je centrifugirana na 10 000 o/min, tokom
10 min, na +4 °C (Sorvall® RC-5B Refrigerated Suprespeed Centrifuge, Du Pont Instruments).

Nakon toga, vrednost pH supernatanta se spusta pomocu 0,1M rastvor HCI do pH vrednosti
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izoelektricne tacke proteina (pH 5). Usled spustanja pH pojavljuje se belicasti talog u kome se
nalazi protein koji se odvaja centrifugiranjem pri 10 000 o/min, tokom 20 min, na +4 °C
(Sorvall® RC-5B Refrigerated Suprespeed Centrifuge, Du Pont Instruments). Supernatant se

odbacuje, a dobijeni talog se susi na sobnoj temperaturi i usitnjava do praskastog oblika.
%

Uljana pogaca zaostala nakon cedenja ulja

« Hladno cedenje (eng. CP)
* Superkriti¢na ekstrakcija (eng. SFE)

I.

Filtracija

Centrifugiranje

Centrifugiranje

Susenje

Slika 10. Sema izolovanja proteinskog izolata iz uljane pogace
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Prinos proteinskog izolata prema opisanom postupku kreée se od 10 do 15% preracunato
na polaznu masu samlevene uljane pogace. Proteinski izolat ¢uvan je u frizideru (+4 °C) i

stabilan je do nekoliko meseci.

4.2.2.2. Dobijanje konjugata

Konjugacija proteinskog izolata sljive (PI) i kafene kiseline (KK) radena je prema metodi
opisanoj od strane autora Yang i sar. (2019). Rastvor KK pripreman je rastvaranjem razlicitih
masa (0,05; 0,151 0,25 g) u 50 mL destilovane vode uz podesavanje vrednosti pH rastvora na
9. Rastvor PI §ljive pripreman je u koncentraciji 20 mg/mL u vodi sa podesavanjem vrednosti
pH na 9 sa 0,1M rastvorom NaOH. Pripremljeni rastvori Pl i KK pomesani su u jednakoj
zapremini i homogenozovani na $ejkeru (Heidolph Instruments Unimax 2010, Nemacka) 24 h
na sobnoj temperaturi i izlozeni vazduhu. Nakon 24 h rastvor je potamnio Sto ukazuje da je
doSlo do hemijske reakcije. Slobodni fenoli uklonjeni su dijalizom (polupropustljivom
membranom veli¢ine pora 14 kDa) na 4 °C tokom 48 h, uz Ceste promene vode. Nakon dijalize
uzorci su smrznuti na -80 °C na 48 h i potom suseni na liofilizatoru model Alpha 2—4 LSC
(Martin Christ, Nemacka) do potpunog gubitka te¢ne faze i dobijanja praha. Nakon susenja
uzorci su pakovani u kivete i ¢uvani u zamrzivacu. Pored konjugata pripreman je i sam Pl §ljive

kao kontrolni uzorak.

Uzorci su definisani u odnosu na sadrzaj kafene kiseline u konjugatu kao: K1 (sa 0,05 g

KK), K2 (sa 0,15 g KK), K3 (sa 0,25 g KK), PI (rastvoren PI sljive).

4.2.2.3. Inkapsulacija soka cvekle na proteinskom izolatu tikve

U eksperimentalnom delu disertacije, radena je inkapsulacija soka cvekle (SC) kao aktivne
komponente na proteinskom izolatu (PI) tikve kao nosacu. Odnos nosaca i aktivne komponente
bio je 1:20 (m/V), i u obe tehnike inkapsulacije primenjen je isti odnos. SmeSa je pre
inkapsuliranja dobro homogenizovana na Sejkeru (Heidolph Instruments Unimax 2010,
Nemacka). Kao kontrolni uzorak korisc¢en je PI rastvoren u 0,1M fosfatnom puferu pH 8, koji

ima isti pH kao SC. Ovako pripremljene smese susene su freeze i spray drying tehnikama.

Za suSenje inkapsulata liofilizacijom, odnosno freeze drying tehnikom, koris¢en je
laboratorijski liofilizator model Alpha 2-4 LSC proizvoda¢a Martin Christ (Osterode am Harc,

Nemacka). Pripremljene suspenzije za inkapsulaciju su zamrznute na -80 °C u uredaju za
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dubinsko zamrzavanje (Snijders Labs, Tilburg, Holandija). Momenat izjednacavanja
temperature uzorka i grejanja je bio indikator da nema preostalog leda za sumblimaciju,

odnosno da je proces liofilizacije zavrSen.

Za suSenje inkapsulata u struji toplog vazduha, odnosno spray drying tehnikom, koris¢en
je laboratorijski Mini Spray Dryer “Biichi 190” (Flavil, Svajcarska). Ulazna temperatura je bila
130 °C, aizlazna 70 °C, protok vazduha iznosio je 600 L/h, a protok tec¢nosti 7,4 mL/min.

4.2.2.4. Ugradnja inkapsulata u matriks

Dobijeni inkapsulati ugradivani su u prehrambeni matriks, za koji je izabrano da bude ¢ajno
pecivo u obliku keksa. Testo ¢ajnog peciva radeno je prema metodi Pajin (2009). Formulacija
za testo sadrzi sledece: belo pSeni¢no brasno (46,86 g), Secer (16,4 g), biljna mast (9,84 g),
natrijum hlorid (0,26 g), natrijum karbonat (0,14 g), amonijum bikarbonat (0,09 g) i voda do
sadrzaja vlage od 23%. U testu je izvrSena supstitucija braSna sa inkapsulatima u sadrzaju od
10%, 15% i 20% inkapsulata. Prvo su pomesani suvi sastojci, a potom je dodavano mast i voda,
1 testo je meSano tokom 15 min. Ovako pripremljeno testo ostavljeno je da odmori 3 h na 20
°C u termostatu. Nakon toga testo je razvuc¢eno na debljinu od 3 mm (Laminoir Marchand LA4-
500) i se¢eno u pravougaoni oblik dimenzija 4x3 cm. Ovako pripremljeni uzorci peceni su na
160 °C tokom 17 min. Nakon pecenja ¢ajno pecivo je ohladeno do sobne temperature (najmanje
60 min) i nakon toga svaki keks je posebno pakovan u polipropilensku foliju i ¢uvan u

kartonskim kutijama na tamnom mestu.

Uzorci su definisani u odnosu na sadrzaj inkapsulata u keksu kao: KOl (sa 10%
inkapsulata), KO2 (sa 15% inkapsulata), KO3 (sa 20% inkapsulata), KO (keks sa belim

braSnom).
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4.2.3. Hemijske analize u karakterizaciji proteinskih izolata, konjugata,
inkapsulata i matriksa

4.2.3.1. Aminokiselinski sastav

Analiza aminokiselinskog sastava u proteinskim izolatima izvedena je jonoizmjenjivackom
hromatografijom sa amino analizatorom Biochrom 30+ (Biochrom, Cambridge, UK), prema
metodi opisanoj od strane Spackman i sar. (1958). Tehnika se zasniva na razdvajanju
aminokiselina primenom hromatografije sa izmenjivanjem Kkatjona, pracene bojenom
reakcijom ninhidrina i fotometrijskom detekcijom na 570 nm i 440 nm (za prolin). Pre analize,
uzorci su hidrolizovani u 6M HCl na 110 °C tokom 24 h. Nakon hidrolize, uzorci su ohladeni
na sobnu temperaturu i rastvoreni u 25 mL pufera (vrednosti pH 2,2) za punjenje analizatora.
Dobijena retenciona vremena aminokiselina su identifikovana sa retencionim vremenima
standarda aminokiselina. Rezultati su izraZzeni kao g aminokiseline na 100 g proteinskog izolata

(Tomicié¢ i sar., 2020).

4.2.3.2. Odredivanje sadrzaja amigdalina

Sadrzaj amigdalina u proteinskim izolatima odreden je metodom opisanoj prema
Bolarinwaa i sar. (2014), uz pojedine korekcije. U odmernu tikvicu izmereno je 2 g Pl i dodato
je 50 mL etanola. Ovako pripremljena smesa kuvana je tokom 120 min na 78,5 °C, nakon ¢ega
su ekstrakti profiltrirani i upareni pod vakuumom da bi se potpuno uklonio etanol. Potom,
uzorci su rastvoreni u destilovanoj vodi i analizirani teénom hromatografijom visoke rezolucije
(eng. High Perfomance Liquid Chromatography - HPLC). Uslovi 1290 Agilent HPLC sistema
sa DAD detektorom su: razdvajanje na koloni Supelco Analitical HS-C18 (4,6*250 mm, 5 um),
protok 1 mL/min, temperatura 20 °C, zapremina injektovanja 20 uL, UV detekcija na 210 nm.

Mobilna faza je smesa destilovane vode i metanola u odnosu 75:25 (V/v).

4.23.3. Odredivanje sadrzaja fenola

U eksperimentalnom delu disertacije ukupan sadrzaj fenola u uzorcima odredivan je iz vise

metoda, u zavisnosti od analiziranog uzorka.

U ekstraktima 1 hidrolizatima ¢ajnog peciva i inkapsulata sadrzaj fenola u uzorku odredivan

je spektrofotometrijski prema metodi Singleton i sar. (1999). U konjugatima i njihovim
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hidrolizatima fenolni ekvivalent u uzorku odredivan je spektrofotometrijski prema metodi

Yang i sar. (2019).

4.2.3.4. Odredivanje sadrzaja betalaina

Sadrzaj betalaina odredivan je u uzorcima inkapsulata i ¢ajnog peciva, prema metodi
opisanoj od strane autora Von Elbe i sar. (2004). Metoda je prilagodena za mikrotitar ploce
(Nunc, Roskilde, Denmark) merene na spektrofotometru Multiskan GO Thermo Fisher
Scientific (Vantaa, Finland). U otvor mikrotitar plo¢e, pomesan je uzorak u X (uL) zapremini
sa 250 pL 0,05M fosfatnim puferom pH 6,5 tako da izmerena apsorbanca rastvora na 538 nm
bude izmedu 0,4 1 0,5. Dobijenom rastvoru meriti apsorbance 1 na 476 nm 1 600 nm. Slepa
proba je sam pufer. Tacne apsorbance betalaina i vulgaksantina izraCunate su prema slede¢im

jednac¢inama (3.1., 3.2., 3.3.):

x =1,095* (a —c) (3.1)
y=b-z-- (3.2)
z=a—x (3.3)

Gde su: a apsorbanca ekstrakta na 538 nm, b apsorbanca ekstrakta na 476 nm, ¢ apsorbanca
ekstrakta na 600 nm, x apsorbanca betalaina umanjena za vrednost apsorcije obojenih
necistoca, y apsorbanca vulgaksantina umanjena za vrednost apsorcije betalaina i obojenih

nedistoca.

Koncentracija betalaina i vulgaksantina u uzorcima izra¢unava se prema jednacini (3.4.):

C (—2—) = x(y) * F * 1000/A1% (3.4)

100 mL

Gde su: F faktor razblazenja, A koeficijent apsorbcije (za betalaine 1120, za vulgaksantin
750).
4.23.5. Odredivanje glikemijskog indeksa

Glikemijski indeks ¢ajnog peciva odredivan je prema metodi opisanoj od strane autora
Molinari i sar. (2018), uz pojedine modifikacije. Metoda je zasnovana na hidrolizi skroba do

glukoze u uzorcima. Pre toga, pod odredenim uslovima vrsi se hidroliza pepsinom nakon ¢ega
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se oslobodeni skrob dalje hidrolizuje do maltoze uz pomo¢ enzima a-amilaze. Nakon toga,

sledi razgradnja maltoze do glukoznih jedinica uz pomo¢ enzima amiloglukozidaze.

Koncentracija oslobodene glukoze odreduje se uz pomo¢ GOPOD enzimskog Kkita
(Megazyme, Wicklow, Ireland). Povrsina ispod dobijene krive hidrolize koristi se za

izracunavanje stepena hidrolize 1 o¢ekivanog glikemijskog indeksa

4.2.4. Karakterizacija proteinskih izolata, konjugata, inkapsulata i matriksa

4.2.4.1. Elektroforeza

U eksperimentalnom delu disertacije koris¢ene su dve metode elektroforeze:

SDS gel elektroforeza- izvedena je po metodi Laemmli (1970). Sistem za elektroforezu se
sastoji od dva akrilamidna gela: gel za uzorke 4% (w/v) i separacioni gel 10 ili 12% (w/v).
Uzorci su pripremani u koncentracijama oko 1 mg/mL u Tris/Glicin puferu pH 8,9 koji
sadrzi 20 g/L SDS-a i 50 g/L B-merkaptoetanola. Gelovi su bojeni u zavisnosti od vrste i

koncentracije uzoraka na dva nacina:

e Bojenje Coomassie brilliant blue R-250 u trajanju od 30 min, rastvorom koji sadrzi
10% (v/v) siréetne kiseline, 50% (v/v) metanola i 0,2% Coomassie brilliant blue R-250
(w/v). Potom su obezbojavani sa rastvorom koji sadrzi 10% (v/v) sircetne kiseline 1
40% (v/v) metanola.

e Bojenje srebrom.

Kapilarna elektroforeza izvedena je automatskom Lab-on-a-Chip kapilarnom elektroforezom
prema metodi Tomic i sar. (2016). Razdvajanje proteina je izvedeno na uredaju Agilent 2100
bioanalyzer (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, SAD) uz pomo¢ Protein 80 Plus LabChip
kit i softvera (Protein 80 software assay on 2100 expert software). Cip je pripremljen prema

protokolu koji je obezbedio proizvodaé, u skladu sa odabranom analizom.

4.2.4.2. Furije transformiSuca infracrvena (FTIR) spektroskopija

Uzorci su pripremani za FTIR snimanje tako $to su pakovani u tablete sa KBr, u masenom
odnosu 1:1. Svi uzorci su snimani na sobnoj temperaturi na uredaju Nicolet IS10 FT-IR

spektrofotometar (Thermo Fisher Scientific, MA, SAD). Spektri su snimani u opsegu 4000-
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500 cm™, pri rezoluciji od 4 cm™. Pre snimanja svakog uzorka snimljena je slepa proba. Softver
Omnic 8.1. (Thermo Fisher Scientific, MA, SAD) je koris¢en za prikupljanje i obradu FTIR

spektara. Rezultati snimanja prikazani su graficki.

4.2.4.3. Mikroskopska analiza uzoraka

Morfologija uzoraka ispitivana je skeniraju¢im elektronskim mikroskopom (SEM), na
uredaju HITACHI TM 3030. Svaki uzorak sniman je na razli¢itim uvecanjima nekoliko puta.

Rezultati su prikazani slikama.

4.2.4.4.  Gel hromatografija

Gel permeaciona hromatografija visokih performansi (eng. Size exclusion-HPLC) radena
je na HPLC sistemu Agilent 1100 Series koriste¢i ZORBAX GF-450 kolonu, (Analitical,
9,4x250 mm, 6 um, Agilent). Eluiranje se sprovodi smeSom mobilnih faza A i B u odnosu
50%:50%, gde je faza A - 0,1% trifluorosirc¢etna kiselina (TFA) u vodi, a faza B - 0,1% TFA
u acetonitrilu, i pri protoku od ImL/min. Eluiranje je vrS§eno na temperaturi 20 °C, i detekcija

na 210 nm.

Uzorci su rastvoreni u vodenoj fazi, i prethodno su filtrirani kroz filter 0,45 um. Koris¢ena
su Cetiri proteinska standarda: Carbonic Anhydrate molekulske mase 29 000 Da, Alcohol
Dehidrogenase molekulske mase 150 000 Da, Albumin molekulske mase 66 000 Da, Citohrom
C molekulske mase 12 000 Da.

4.2.45. Fluoroscencija

Fluoroscencija je radena prema metodi Jia i sar. (2016).

4.2.4.6. Odredivanje raspodela veli¢ine ¢estica

Raspodela veli¢ine Cestica inkapsulata odredena je primenom metode difrakcije laserske
svetlosti. Merenje je izvrSeno na uredaju Mastersizer 2000 (Malvern Instruments, UK)
opremljenim sa disperzionom jedinicom Scirocco2000 i Mastersizer 2000 Softver-om.

Ispitivani uzorak propusta se kroz snop svetlosti 1 rasejava svetlost pod karakteristicnim
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prostornim uglovima. Uredaj Mastersizer 2000 koristi dva izvora svetlosti, HeNe laser
predstavlja izvor crvene svetlosti talasne duzine 633 nm, i smesten je u osi instrumenta. Drugi
izvor svetlosti, koji nije u osi, je LED koji emituje plavu svetlost talasne duzine 455 nm. Opseg

velicina Cestica koje se mogu izmeriti instrumentom je od 0,02 do 2000 um.

4.2.4.7. Odredivanje rastvorljivosti

Rastvorljivost inkapsulata odredena je prema metodi koju su opisali Correia i sar. (2017).
Prah inkapsulata (0,5 g) pomesan je sa 50 mL destilovane vode, potom homogenizovan na
velikim brzinama tokom 5 minuta i centrifugiran pri 4000 o/min 5 minuta. Alikvot supernatanta
(25 mL) prenet je u prethodno izmerene aluminijske posude i suSen do konstantne mase na 105
°C. Odnos dobijene masa i prethodno izmerene mase predstavlja rastvorljivost inkapsulata

1ZraZzenu u procentima.

4.2.4.8. Odredivanje aktivnosti vode

Aktivnost vode ili aw vrednost u inkapsulatu je izrazena merenjem na aw- Mmetru
LabSwiftawmeter Novasina (Svajcarska) na 25 °C.

4.2.49. Odredivanje vlage

Odredivanje sadrzaja vlage u uzorku inkapsulata radena je prema gravimetrijskoj metodi,
susenjem do konstantne mase na 105 °C, koju propisuje Ph. Jug. IV.

4.2.4.10. Odredivanje higroskopnosti

Higroskopnost inkapsulata je odredivana prema metodi koju su opisali Cai i Corke (2000),
uz izvesne ismene. Uzorci inkapsulata (0,5 g) postavljeni su na petri ploce i ¢uvani u eksikatoru
pod uslovima relativne vlaznosti 75,3% (koja se postiZze zasi¢enim rastvorom NaCl) na 25 °C
u trajanju od 7 dana. Nakon skladi$tenja, uzorci su izmereni i dobijeni rezultati predstavljaju

higroskopnost koja se izrazava kao gram apsorbovane vode na 100 g uzorka.

54



Doktorska disertacija Jelena Cakarevié

4.2.411. OQOdredivanje nasipne gustine

Nasipna gustina se najées¢e definiSe kao odnos mase praskastog uzorka i zapremine koju
zauzima njegova masa. Kod inkapsulata izrazena je kao odnos mase inkapsulata (10 g) i
zapremine ocitane koju inkapsulat zauzima u menzuri od 100 mL. Vrednost nasipne gustine je

izraZzena kao masa inkapsulata po mL (g/mL).

4.2.412. QOdredivanje boje

Boja inkapsulata odredena je uz pomoc¢ kolorimetra Minolta Chroma Meter CR-400
(Konica Minolta Sensing Inc., Osaka, Japan) i sistema boja CIE Lab. Uzorci su smeSteni u
providnu plasti¢nu ¢eliju debljine 15 mm bez poklopca. Crna podloga je koris¢ena kao podloga
za standardizaciju, a bela ploca za kalibraciju. Rezultati su izrazeni prema CIE Lab sistemu
boja gde su koordinate definisane na slede¢i nacin: L* je koordinata svetlo¢e boje (gde O
oznacava crno, a 100 belo), a* je udeo crvene/zelene boje (gde a* > 0 oznaCava crvenu i a* <
0 oznacava zelenu boju), 1 b* je udeo zute/plave boje (gde b* > 0 oznaCava zutu 1 b* < 0

oznacava plavu boju).

4.2.4.13. Odredivanje efikasnosti inkapsulacije

Efikasnost inkapsulacije, dobijenih freeze i spray drying tehnikama, odredena je prema
modifikovanoj metodi Robert i sar. (2010). Parametar efikasnosti inkapsulacije predstavlja
odnos povrsinskih 1 ukupnih fenola u inkapsulatu. Za odredivanje povrsSinskih fenola (PF), 100
mg inkapsulata rastvoreno je u 1 mL smeSe etanol- sir¢etna kiselina- voda (50:8:42). Smesa je
homogenizovana na vortex-u 1 min i centrifugirana na 5000 o/ min u toku 2 min, iz dobijenog
supernatanta odredivan je sadrzaj fenola (Poglavlje 3.2.3.3.). Za odredivanje ukupnih fenola
(UF), 100 mg inkapsulata rastvoreno je u 1 mL smeSe etanol- metanol (1:1). Smesa je
homogenizovana na vortex-u 1 min i centrifugirana na 5000 o/ min 2 min, iz dobijenog
supernatanta odredivan je sadrzaj fenola (Poglavlje 3.2.3.3). Vrednost efikasnosti inkapsulacije

(EI) izracunata je prema jednacini (3.5.):

EI (%) = ((UF — PF)/UF) 100 (35.)
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4.2.5. Odredivanje funkcionalnih osobina proteinskih izolata i konjugata

U eksperimentalnom delu disertacije ispitane su funkcionalne osobine proteinskih izolata i

konjugata.Metode su izvodene uz razne korekcije u zavisnosti da li se radi o Pl ili konjugatu.

4.25.1. Rastvorljivost

Rastvorljivost Pl odredivana je na razli¢itim vrednostima pH (pH 2-9) i jonskoj jacini (0,1;
0,5 i 1 mol/L NaCl), dok je kod konjugata pra¢ena samo na razli¢itim vrednostima pH (pH 2-
10). Odmerenom uzorku (10 mg) u ependorf kivetama dodato je 1 mL pufera odredene
vrednosti pH. Uzorci su inkubirani na sobnoj temperaturi u trajanju od 1h na mini Sejkeru
Biosan TS 100-C (Biosan, Latvia). Nakon toga uzorci su centrifugirani pri 14 500 rpm u
trajanju od 10 min (Ependorf Mini spin plus, Eppendorf, Nemacka). Rastvorljivi proteini iz
supernatanta P1 odredivani su prema metodi Lowry i sar. (1951), dok iz supernatanta konjugata
prema metodi Bradford (1976).

4.25.2. Emulzione osobine

Emulzije pripremane u eksperimentalnom delu su emulzija tipa ulje u vodi sa 15% uljane
faze (suncokretovo ulje), sa odredenim koncentracijama vodene faze, pripremane u 0,1M
fosfatnom puferu pH 10: 10 mg/mL za PI kajsije i 5 mg/mL za konjugate. PomeSane faze su
homogenizovane su pri 15 000 i 10 000 rpm tokom 10 min uz pomo¢ Ultra-Turrax T 25 (IKA,
Kina).

Indeks stabilnosti emulzije (ESI) i indeks sposobnosti emulgovanja (EAI) odredivani su
prema metodi Pearce i Kinsella (1978). 1z sveze pripremljene emulzije uzima se alikvot od
0,05 mL i meSa sa 5 mL 0,01% SDS i meri apsorbanca na A=500 nm (T80/T80+ UV-Vis
Spectrophotometer PG instruments LTD). Postupak se ponovlja nakon 10 min. Vrednosti ESI

i EAI su izraunate prema jednacinama (3.6., 3.7.):

2%2.303*%Aqg*D
EAI (mz/g) = 1000O*A:C (3'6')
. A
ESI (min) = AO_Zm (3.7.)
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Gde su: Ag apsorbanca u 0 min nakon formiranja emulzije, Ao apsorbanca nakon 10 min
od formiranja emulzije, C koncentracije vodene faze (g/mL), D faktor razblazenja, 1 udeo

uljane faze (%).

Stabilnost emulzija pracena je kriming testom, prema metodi Bucko i sar. (2015). Sveze
pripremljene emulzije sipane su u graduisane menzure od 10 mL i ¢uvane tokom 14 dana na
sobnoj temperaturi. Tokom vremena skladistenja, emulzije se razdvajaju na sloj krem (gornji

sloj) 1 sloj serum (donji sloj). Kriming indeks (KI) izraunat je iz jednacine (3.8):
KI (%) = ==+ 100 (3.8)

Gde su: Hsvisina serum sloja, He visina emulzije.

4.25.3. Stvaranje pene

Pene su pripremane rastvaranjem proteinskog izolata ili konjugata u 0,1M fosfatnom puferu
pH 10 koncentraciji: 10 mg/mL za PI kajsije i 5 mg/mL za konjugate. Pripremljeni rastvori
homogenizovani su pri 5 000 rpm (Ultra-Turrax T 25) tokom 2 min i prebaceni u graduisani

cilindar. Tokom 0, 1, 10, 30, 60, 90 min ocitavane su zapremine formirane pene.
Kapacitet pene (eng. Foam capacity, FC) i stabilnost pene (eng. Foam stability, FS)
izrazeni SU U procentima, a izraCunati prema jedna¢inama (3.9., 3.10.):

Vy 0=V
(Vp,o—Vt,0) N

t,0

FC (%) = 100 (3.9)

FS(%) = 12220 4 100 (3.10)

t,0

Gde su: Vpovisina pene u 0 min i 90 min.

4.25.4. Kapacitet vezivanja ulja i vode

Kapacitet vezivanja ulja i vode odredivan je prema metodi Rodsamran i Sothornvit (2018)
uz izvesne korekcije. U prethodno izmerene ependorf kivete dodato je 0,1 g uzorka Pl i 1 mL
ulja ili vode. Pripremljene kivete su mesane na Sejkeru (Thermo-Shaker TS-100C, Biosan,
Latvia) na 30 °C tokom 30 min, nakon ¢ega su centrifugirane na 14 500 rpm (Ependorf Mini

spin plus, Eppendorf, Nemacka) tokom 20 min. Nakon toga, odlivanjem iz kiveta uklonjeni su
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voda i ulje. Kivetama sa uzorcima je nakon toga izmerena masa i kapacitet vezivanja ulja i

vode je izrazen kao g uijaili vode/g PI.

4.2.6. Ispitivanje svarljivosti i bioaktivnosti dobijenih hidrolizata proteinskih
izolata, konjugata, inkapsulata i matriksa

4.2.6.1. Invitro digestija

Metoda in vitro digestije izvedena je prema metodama Vastag i sar. (2013) i Minekus i sar.
(2014) uz pojedine modifikacije. U zavisnosti od vrste uzorka kojoj je odredivana svarljivost

primenjivana je neka od navedenih metoda.
In vitro digestija proteinskih izolata i inkapsulata

U slucaju proteinskih izolata i inkapsulata in vitro digestija je izvedena iz metode opisane
prema Vastag i sar. (2013), uz pojedine izmene. Metoda je zasnovana na dvostepenoj hidrolizi
uz pomo¢ digestivnih enzima pepsina i pankreatina. Prva faza digestije je hidroliza pepsinom
u odnosu enzim/ supstrat (E/S= 1/25), koja simulira uslove u zelucu. Ova faza se izvodi na pH
3itraje 120 min. Nakon toga, sledi druga faza digestije koja predstavlja hidrolizu pankreatinom
u odnosu enzim/ supstrat (E/S= 1/25), koja simulira uslove u tankom crevu. Ova hidroliza se

izvodi pri pH 7 i traje 120 min. Proces digestije se izvodi na temperaturi od 37 °C.
In vitro digestija konjugata i ¢ajnog peciva

U slucaju konjugata i ¢ajnog peciva in vitro digestija je izvedena iz metode opisane prema
Minekus i sar. (2014), uz pojedine izmene. Metoda je zasnovana na tri faze koje simuliraju
uslove u ustima, Zelucu i crevu. Simulirani sokovi pljuvacke (SSP), Zeluca (SSZ) i creva (SSC)

pripremljeni su prema recepturi koja je prikazana u Tabeli 3.

Samleveni uzorak se pomesa sa 5 mL vode i 4 mL SSP i 25 uL 0,3 M CaCl,. Potom,
vrednost pH rastvora se podesi na pH 7 nakon ¢ega se doda 0,5 mL enzima a-amilaze i rastvor
dopuni sa destilovanom vodom do 10 mL. Oralna faza izvodi se na 37 °C i traje 2 min, §to
simulira proces zvakanja. Zeludagna faza zapo¢inje dodavanjem 8 mL SSZ i 5 uL 0,3 M CaCl,
i podesavanjem vrednosti pH na 3. Nakon toga, dodaje se 0,04 g enzima pepsina i dopuni se
zapremina rastvora sa destilovanom vodom do 20 mL. Ova faza se inkubira na 37 °C i traje
120 min. Na kraju faze uzima se alikvot koji se centrifugira na 10 000 rpm 5 min, dobijeni

supernatant se ¢uva 1 koristi za dalje analize. Potom zapocinje intestinalna faza tako Sto se u
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rastvor doda 11 mL SSC i 40 pL 0,3 M CaCl». Vrednost pH rastvora podesava se na 7. Zatim
se dodaje 0,04 g enzima pankreatina i dopunjava se zapremina rastvora sa destilovanom vodom
do 40 mL. Intestinalna faza se inkubira na 37 °C i traje 120 min. Nakon toga, uzorci se
centrifugiraju 10 000 rpm na 10 min. Dobijeni supernatant se ¢uva u zamrzivacu i Koristi za

dalje analize.
Tabela 3. Priprema simuliranih sokova digestivnog trakta

Koncentracija soli u sokovima (mM)

SSP (pH 7) SSZ (pH 3) SSC (pH7)
KClI 15,1 6,9 6,8
KH2PO4 3,7 0,9 0,8
NaHCOs 13,6 25 85
NaCl - 47,2 38,4
MgCl2(H20)s 0,15 0,1 0,33
(NH4)COs 0,06 0,5 -

*nH sokova podesavan uz pomo¢ 0,IM NaOH i 6M HCI

4.2.6.2. Odredivanje stepena hidrolize (DH)

Stepen hidrolize (eng. Degree of Hydrolisis DH) se odreduje primenom TCA prema metodi
opisanoj od strane Tsumura i sar. (1999). Metoda se zasniva na odredivanju udela rastvorljivih
proteina hidrolizata u rastvoru TCA, odredene koncentracije. Supernatant hidrolizata i hladnog
rastvora 0,44M TCA mesaju se U jednakim zapreminama i inkubiraju u frizideru (na +4 °C).
Nakon 30 min stajanja, uzorak se centrifugira na Mini spin plus (Eppendorf, Nemacka) na 14
500 rpm 5 min. U talogu pada neistaloZeni protein dok u supernatantu ostaje rastvorljiv protein

Cija se konecntracija odreduje metodama Lowry ili Bradford u zavisnosti od vrste uzorka.

Vrednost DH je izracunata prema prema jednacini (3.11.):
DH (%) = <4 4 100 (3.11)
Cuk

Gde su: Crca koncentracije rastvorljivih proteina u TCA frakciji, Cuk koncentracije

ukupnih proteina u hidrolizatu.
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4.2.6.3. Odredivanje antioksidativne aktivnosti

Antioksidativna aktivnost uzoraka odredivana je uz pomoc¢ spektrofotometrijskih metoda
neutralizacije ABTS i DPPH radikala (Popovi¢ i sar., 2013). Princip metode prema
neutralizaciji ABTS radikal katjona je na obezbojavanju zelenog rastvora ABTS radikal
katjona u prisustvu uzoraka, na A=734 nm. Princip metode prema neutralizaciji DPPH radikala
je na merenju promene koncentracije stabilnin DPPH radikala u prisustvu ispitivanih uzoraka,
pracenjem obezbojavanja ljubicastog rastvora DPPH radikala na A=520 nm. Apsorbance proba
i slepih proba merene su na spektrofotometru T80 + UV-Vis Spectrophotometer, PG
instruments LTD. Na osnovu apsorbanci u probi i slepoj probi nakon reakcije, antiradikalska

aktivnost hidrolizata izra¢unata je prema jednacini (3.12.):

AA (%) = 22728 4 100 (3.12.)

Asp

Gde su: Asp apsorbanca u slepoj probi, a Apapsorbanca u probi sa uzorkom (t=10 min za ABTS,
t=30 min za DPPH).

4.2.6.4. Odredivanje antihipertenzivne aktivnosti

Antihipertenzivna aktivnost uzoraka prac¢ena je odredivanjem ACE inhibitorne sposobnosti
uzorka, prema modifikovanoj metodi Yoshie-Stark i sar. (2004). Osnovni princip metode je
pracenje razgradnje hipuril-L-histidil-leucina (HHL) u prisustvu ACE na 37 °C tokom 80 min.
Kvantifikacija produkta reakcije hipurne kiseline (HA) merena je na A =228 nm. HHL (37,51
mM) je pripreman u 0,2M fosfatnom puferu pH 8,3 koji sadrzi 300 mM NaCl. Enzim je
pripreman rastvaranjem u smesi glicerola i metanola (50:50) tako da je aktivnost ACE 375
mU/mL. Koncentracije HHL i ACE u testu su 10 mM i 25 mU/ml. Test se izvodi tako $to se
60 pL uzorka ¢ija se aktivnost odreduje pomesa sa 80 uLL HHL i inkubira na 37 °C. Dobijeni
produkt reakcije predstavlja probu B. Pored toga, na isti nacin se priprema proba A, u koju se
umesto uzorka dodaje pufer. Potom se u obe probe dodaje po 10 pL rastvora enzima Koji
zapocinje reakciju. Nakon 80 min reakcija se prekida dodavanjem 110 pL 1M HCI. Za obe
probe pripremane su i slepe probe (Asp i Bsp), U kojima je obrnut redosled dodavanja rastvora
HCl i ACE.

Produkt reakcije se kvantifikuje teénom hromatografijom visoke rezolucije (engl. High
Perfomance Liquid Chromatography - HPLC). Uslovi rada na 1100 Agilent HPLC sistemu su:
razdvajanje na kolono Zorbax Eclipse XDB-C18 (4.6*150 mm, 5 um, 80 A; Agilent
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Technology, Santa Clara, CA, USA), protok 1 mL/min, temperatura 23 °C, zapremina
injektovanja 20 pL, UV detekcija na 228 nm. Mobilna faza je 50 % (v/v) metanol sa 1 %
trifluorsiréetne kiseline (v/v) u destilovanoj vodi. Pre svakog injektovanja uzorci su
profiltrirani kroz membranske filtre veli¢ine pora 0,45 pm (LLG Labware, Lakeville, MA).

Procenat inhibicije uzorka izra¢unava se prema jednacini (3.13.):

ACE inhibicija (%) = ((A‘Asp)‘(B‘Bsp)) £ 100 (3.13)

(A-Asp)

Gde su: A apsorbanca probe sa ACE, bez prisustva inhibitorne supstance, Asp apsorbanca
slepe probe probe A, B apsorbanca u probi sa ACE i inhibitornom supstancom i Bs, apsorbanca

u slepoj probi probe B.

4.2.6.,5. Antidijabetska aktivnost

Antidijabetska aktivnost uzorka merena je na principu odredivanja inhibitorne sposobnosti
enzima o-glukozidaze. Metoda za merenje radena je prema metodi koju su opisali Chan i sar.
(2010). U otvorima mikrotitar plo¢a mesa se 100 uL 7,2 mM supstrata 4-nitrofenil a-D-
glukopiranozid i 20 pL uzorka potencijalnog inhibitora. Potom se dodaje 100 pL enzima a-
glukozidaze koji zapocinje reakciju u trajanju 10 min na 37 °C. Na kraju reakcije meri se
apsorbanca 4-nitrofenola oslobodenog iz 4-nitrofenil-a-D-glukopiranozida na 405 nm.
Apsorbanca se meri pre i nakon inkubacije od 10 min. Procenat inhibicije izraGunava se prema

jednacini (3.14.):
% inhibicije = ((AA, — AAy,)/AAL) * 100 (3.14)

Gde su: AAk 1 AAy; razlike apsorbanci reakcione smese kontrole i sa uzorkom pre dejstva

enzima i nakon 10 minuta inkubacije sa enzimom.

4.2.7. Matematicka analiza rezultata

Eksperimenti su izvedeni u odredenom broju ponavljanja (tri i viSe), a rezultati su izraZeni
kao aritmeticka sredina + standardna devijacija. Statisticka znacajnost izmedu aritmeti¢kih
sredina sprovedena je primenom analize varijanse (eng. ANOVA) i Tukey HSD (eng. Honest

Significant Difference) testa visestrukih poredenja sa pragom znacajnosti 0,05. Rezultati su
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obradenti statisticki uz pomo¢ softverskog paketa STATISTICA 10.0 (StatSoft Inc., Tulsa, OK,
SAD).

4.2.7.1.  Analiza glavnih komponenata

Analiza glavnih komponenti (eng. principal component analysis, PCA) sprovedena je uz
pomo¢ matemati¢kog postupka koji vrsi ortogonalnu transformaciju eventualno korelisanih
podataka u skup linearno nekorelisanih promenljivih koje se nazivaju glavne komponente.
Rezultati PCA analize se obi¢no tumace na osnovu doprinosa (engl. score) promenljivih u
komponentama. PCA je najzastupljenija multivarijaciona analiza koja otkriva medusobni
odnos podataka na nacin koji najbolje objasnjava njihovu varijansu (Otto, 1990: Kaiser i Rice,
1974).

4.2.7.2.  Kineti¢ki modeli procesa

Kineti¢ki modeli procesa uradeni su po modelu Tessier-a (Velazquez-Marti i sar., 2018),
prema jednacini (3.15.):

y(t) = yo + Ay * exp (—¢,) (3.15)

Gde su: yo— pocetne vrednosti pracenih, yo + A1 - maksimalna vrednost parametra, t; -
koeficijent brzine promene vrednosti parametra.

Konstante neophodne za evaluaciju kinetike procesa, su izracunate nelinearnom regresionom
metodom Koriste¢i tzv. Solver funkciju u okviru programskog paketa Microsoft Excel 2019.
Tacnost modela tj. numericka verifikacije razvijenog modela je testirana upotrebom statistickih
indikatora, kao $to su koeficijent determinacije koje obuhvataju koeficijenta determinacije (r?),
redukovanog hi-kvadrata (?), srednje greske odstupanja (MBE), koren kvadrata srednje greske
(RMSE) i srednje procentualne greske (MPE) (Pavli¢ i sar., 2020). Ovi parametri se mogu
izraCunati koris¢enjem jednacina (3.16., 3.17.), gde Xexp,i predstavlja eksperimentalne vrednosti,

a Xpre,i su predvidene vrednosti dobijene iz modela. N i n su brojevi posmatranja, odnosno

konstante.
Z{V= (Xexp,i—Xpre, )? 1 1/2
XZ — 1 ;_n p 1 'RMSE = I:; * Zi\]:l(xpre,t — xexp,l)zjl (3,16.)
1 100 |x re,i~Xex ,il
MBE =4 iL1(Xpres = Xexp,i), MPE = W Lt Xexp,i : (3.17)
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5.1. Proteini kao funkcionalni agens i izvor bioloski aktivnih
jedinjenja

U ovoj celini doktorske disertacije su opisani i okarakterisani proteinski izolati dobijeni alkalnom
ekstrakcijom iz uljanih pogaca koje zaostaju nakon postupka hladnog cedenja ulja iz semena. Osim toga, izolacija
proteina radena je ii z uljanih pogaca koje zaostaju nakon cedenja ulja superkriticnom ekstrakcijom. Prikazan je
hemijski sastav uljanih pogaca i proteinski i aminokiselinski sastav proteinskih izolata. Dobijeni proteinski izolati
karakterisani su ispitivanjem funkcionalnih osobina. Takode, ispitana je konjugacija proteinskog izolata sa
polifenolima kao nacin unapredenja pojedinih funkcionalnih osobina. Dobijenim izolatima i konjugatima ispitana
je i svarljivost radi mogucnosti njihove primene u prehrambenim sistemima s obzirom na potvrdene unapredene
funkcionalne osobine. Ispitana je bioloska aktivnost dobijenih hidrolizata in vitro digestijom proteinskih izolata
kajsije i Sljive. Po uzoru na prethodna istrazivanja, za hidrolizate proteina tikve ispitane su antioksidativne i
antihipertenzivne osobine proteinskih izolata kajsije i sljive nakon in vitro digestije. Osim toga, ispitane su
antidijabetske aktivnosti proteinskih izolata kao i njihovih hidrolizata. U drugoj podcelini, ispitana je dostupnost
fenolnih komponenti i antioksidativha aktivnost konjugata nakon in vitro digestije.

5.1.1. lzolovanje i karakterizacija proteinskih izolata

Uljana pogaca je nusproizvod ekstrakcije ulja iz semena uljarica ili voca koja su bogata
uljima koja se primenjuju u ishrani ljudi. Zaostale uljane pogace najcesce se Koriste u ishrani
zivotinja jer nutritivno predstavljaju dobar izvor hranjivih komponenti kao Sto su proteini i
masti, a predstavljaju jeftin i pristupacan izvor hrane. S obzirom da su uljane pogace bogate
proteinima, imaju veliki potencijal kao sirovina za izolovanje i dobijanje ¢istih proteinskih

izolata koji mogu da pronadu primenu u mnogim proizvodima.

5.1.1.1. Hemijski sastav uljanih pogaca i parametri bezbednosti dobijenih izolata

Pre samog procesa izolovanja proteina neophodno je ispitati bezbednost i hemijski sastav
uljane pogace kao sirovine za izolovanje visokovrednih proteinskih proizvoda. U okviru ove
disertacije, definisanje uljane pogace kao sirovine za izolovanje proteina izvrseno je u dva

koraka.

Prvi korak je bio da se ispita hemijski sastav uljanih pogaca zaostalih nakon postupka
hladnog cedenja ulja (eng. cold pressing, CP). Ovakav nacin dobijanja ulja je najstariji
postupak ekstrakcije ulja iz semena koji se koristi u komercijalne svrhe. Njihova valorizacija

ima ekoloski doprinos jer predstavljaju veliki nusproizvod industrije ulja. Za tu svrhu izabrane
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su tri uljane pogace, zaostale nakon postupka hladnog cedenja ulja iz semena kajsije, sljive i

tikve. Hemijski sastav ovih uljanih pogaca prikazan je u Tabeli 4.

Kostice kajsije i $ljive sadrze seme sa visokim sadrzajem proteina i lipida (Garcia i sar.
2016). Ekstrakcijom ulja iz semena $ljive i kajsije zaostaju uljane pogace koje imaju veliki
sadrzaj proteina sa oko 40% za kajsiju i oko 50% za Sljivu. U odnosu na voce, uljana pogaca
tikve ima veci sadrzaj proteina sa preko 60% (Pericin i sar., 2007). Ovakav rezultat ukazuje
na potencijal uljanih pogaca, koje zaostaju nakon ekstrakcije ulja iz semena kao sirovina za
izolovanje proteina. Osim proteina u uljanim pogacama ispitan je i sadrzaj vlakna, Secera i
masti. Sadrzaj vlakana u uljanim pogacama je 8% za kajsiju, 6% za §ljivu i 5% za tikvu. Najveci
sadrzaj masti je kod pogace kajsije (22%), dok je sadrzaj masti kod tikve i $ljive priblizno isti
(9%). U pogledu sadrzaja Secera, veliki udeo ¢ine redukujuéi Seceri sa oko 6% za kajsiju i 11%
za §ljivu.

Tabela 4. Hemijski sastav uljanih pogaca kajsije, Sljive i tikve dobijenih nakon dva postupka ekstrakcije

ulja, sadrzaj proteina i amigdalina u proteinskim izolatima

KAJSIJA SLIIVA TIKVA
CP SFE CP SFE CP
Uljane pogace nakon ekstrakcije ulja
Vlaga (%) 8,90 £ 0,10° 6,25+ 0,032 10,80 + 0,10° 6,27 £0,03* 5,17 +£0,02
Vlakna (%) 8,94 + 0,40° 8,06 £ 0,19° 5,86 * 0,40° 11,57 +0,19° 5,11+0,04
Masti (%) 22,04 +0,23° 6,37 £ 0,542 9,93 £0,23? 10,51 + 0,54° 8,37+0,13
Ukupni Seceri (%) 15,07 £ 0,012 23,23 +0,06° 12,78 £ 0,01* 12,59 £0,06* 20,33 £0,17
Redukujuci Seceri (%) 6,30 £ 0,01° 6,72 £0,02° 10,40 £ 0,01* 10,90 + 0,02* -
Protein (%) 42,31 +0,53? 43,43 +0,80? 50,69 + 0,53° 48,94 +0,80° 61,02+0,35
Proteinski izolati
Protein (%) 83,94 +0,71° 70,68 + 0,18? 97,94 +0,71° 99,15+0,18" 94,44 + 0,04
Amigdalin (mg/g PI) | 0,0046 £ 0,0002 <LOD 0,027 £0,00° 0,020 +0,001? <LOD

*LOD- ispod granice detekcije. Vrednosti u istom redu za iste vrste sirovina, a razlicitih pogaca sa razlicitim slovima statisticki

se znacajno (p < 0,05) razlikuju. Rezultati su prikazani kao aritmeticka sredina = standardna devijacija (n = 3).

Drugi korak u iskoris¢enju uljanih pogaca kao sirovine za izolovanje proteina bio je
ispitivanje uticaja razli¢itih procesa ekstrakcije ulja iz semena na kvalitet sirovine kao izvora
proteina. Nutritivna vrednost i hemijski sastav uljanih pogaca zavisi od vrste i nacina prerade
tj. ekstrakcije ulja iz semena. U cilju dobijanja Sto veceg prinosa ulja prilikom ekstrahovanja

iz semena kajsije i Sljive, primenjena je ekstrakcija superkriti¢nim fluidom (eng. supercritical
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fluid extraction, SFE). Stoga, poredene su pogace zaostale nakon SFE ekstrakcije ulja iz

semena kajsije i $ljive sa CP pogacama, ¢ije vrednosti su takode prikazane u Tabeli 4.

Iz Tabele 4 se uocava da postoje pojedine razlike u hemijskom sastavu pogaca, ali ove
vrste pogaca odlikuje znacajan udeo proteina. Na osnovu rezultata iz Tabele 4 vidi se da je
udeo proteina u ovim SFE pogac¢ama podjednak u poredenju sa CP pogacama. Kod SFE pogace
kajsije znacajno je manji sadrzaj vlage i masti dok je udeo Secera posledi¢no mnogo veci u
odnosu na CP pogacu. SFE pogaca §ljive ima znacajno manji sadrzaj vlage, a veci sadrzaj

vlakana u odnosu na CP pogacu.

1) (2) (3)

Slika 11. Proteinski izolati dobijeni alkalnom ekstrakcijom iz uljanih pogaca nakon hladnog cedenja
ulja: (1) proteinski izolat kajsije; (2) proteinski izolat sljive, (3) proteinski izolat tikve

Proteinski izolati (PI) su praskasti proizvodi sa velikim sadrzajem proteina izolovanih iz
uljanih pogaca semena kajsije, sljive i tikve (Slika 11). Prema sadrZaju proteina (Tabela 4) u
dobijenim izolatima, 84% za PI kajsije, 98% za PI §ljive i 95% za PI tikve, moze se zakljuditi
da se dobijaju ¢isti, visoko koncentrovani proteinski proizvodi. U slu¢aju SFE pogaca, Pl
kajsije ima manji sadrzaj proteina 71% u odnosu na CP, dok je PI sljive istog proteinskog
sadrzaja 99% kao 1 za CP pogacu. Medutim, ograni¢enje za eksploataciju uljanih pogaca kao
izvora proteina jeste prisustvo cijanogenog glikozida, amigdalina. Sam amigdalin nije toksi¢an
ali dejstvom enzima digestivnog trakta u ogranizmu dolazi do hidrolize amigdalina. Njegovom
hidrolizom nastaje glukoza, benzaldehid koji daje gor¢inu hrani i cijanovodoni¢na kiselina koja
je toksi¢na u prekomernim koli¢inama i moze dovesti do trovanja (Garcia i sar. 2016). Veéi
sadrzaj amigdalina imaju kostice sljive, kajsije, jabuke, breskve, nektarina, bademi, a u nesto
nizem sadrzaju je u malinama, jagodama, heljdi. itd. Dozvoljeno prisustvo amigdalina u
pojedinim namirnicama regulisano je pravilnicima. Maksimalna dozvoljena koli¢ina cijanida
u hrani i pi¢ima koja se dobijaju preradom ovih proizvoda na osnovu Evropske agencije za
bezbednost hrane (EFSA) iznosi 50 mg/kg u nugatu, marcipanu ili sli¢cnim proizvodima, 5

mg/kg u konzervisanom vocu i 35 mg/kg u alkoholnim pi¢ima. Velika koli¢ina amigdalina u
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kosticama kajsije i §ljive zahteva detekciju prisutnog amigdalina u izolovanim proteinima.
Rezultati prikazani u Tabeli 4 pokazuju da je amigdalin detektovan u izolatima daleko ispod
propisom dozvoljene koli¢ine, dok u Pl kajsije dobijenom iz SFE pogace nije detektovan
prisutan amigdalin. Takode, prisustvo amigdalina nije detektovano u PI tikve jer se i ne

oc¢ekuje.

Iz prethodnih rezultata, moze se zakljuciti da uljana pogaca, bez obzira na na¢in dobijanja
predstavlja dobar izvor za proizvodnju proteinskih izolata, a samim tim mogla bi biti izvor
proizvoda kao Sto su brasna ili koncentrati. Takode, dobijeni izolati mogu se smatrati
bezbednim po pitanju sadrzaja amigdalina za primenu u razili¢itim proteinskim formulacijama

hrane.

5.1.1.2.  Aminokiselinski sastav proteinskih izolata

Nutritivni kvalitet proteina definisan je sadrZzajem esencijalnih aminokiselina, Cija je
koli¢ina neophodna da zadovolji potrebe u ljudskom telu proporu¢ena odgovaraju¢im vodi¢ima
(WHO/FAO/UNU Expert Consultation 2007). Esencijalne aminokiseline su kiseline koje su
neophodne za rast i razvoj organizma ali koje se ne mogu sintetisati u ljudskom organizmu ve¢
se moraju unositi isklju¢ivo putem ishrane (Puragi¢ i sar., 2020). Unos ovih kiselina putem
hrane nadoknaduje telesni gubitak azota i odrzavanje proteinske mase, pruza strukturnu i
funkcionalnu osnovu za odrzavanje i rast organizma. Na primer, lizin (Lys) je neophodan za
telesnu ravnotezu azota, jaCanje kostiju, sintezu krvi i miSi¢a 1 odrzavanje aktivnosti jetre;
metionin (Met) i cistein (Cis) su sumporne aminokiseline koje imaju vaznu ulogu u
funkcionisanju i1 odrZavanja imunog sistema (Grimble, 2006), zaStite u miSi¢cima i
kardiovaskularnom i nervnom sistemu (Reeds, 2000); valin (Val) pomaZe u motori¢koj
koordinaciji; izoleucin (lle) i leucin (Leu) su gradivni blokovi prisutni u vecini proteina
(Nenova i Drumeva, 2012); glutamin (GlIn) i aspartat (Asp) su znacajni u imunolo$koj

stimulaciji, odnosno u hormonskoj regulaciji (Lopez i sar., 2018).

Aminokiselinski sastav proteinskih izolata kajsije, Sljive 1 tikve dobijenih iz CP uljanih
pogaca prikazan je u Tabeli 5. Vrednosti su izraZzene kao g prisutne aminokiseline na 100 g PI.
Ukupan sadrZaj aminokiselina u dobijenim izolatima je 34,23% za kajsiju, 36,34% za §ljivu 1
34,80% za tikvu. Najveci sadrzaj esencijalnih aminokiselina ima PI §ljive 13,22%, potom sledi
PI tikve sa 12,93% i PI kajsije sa 12,48%. Od esencijalnih aminokiselina u najve¢em sadrzaju

su prisutni Leu i lle u sva tri PI sa oko 2%. U najmanjem sadrzaju prisutan je Met sa oko 0,5%.
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Pored ovih u sva tri PI detektovano je jo$ pet esencijalnih aminokiselina, od kojih su Val, Phe,
His, Thr i Lys sa sadrzajem od 1,5 do 1,9%. Sadrzaj neesencijalnih aminokiselina u PI je
21,75% za kajsiju, 23,12% za §ljivu i 21,87% za tikvu. U najveéem procentu prisutni su Gln i

Arg sa oko 4 - 5%, dok je u najmanjem procentu prisutan Gly sa oko 1,4%.

Tabela 5: Aminokiselinski sastav u proteinskim izolatima

g/100 g PI P1 kajsije PI §ljive P1 tikve
Esencijalne aminokiseline 12,48 13,22 12,93
Izoleucin (lle) 2,10 2,10 2,03
Leucin (Leu) 2,21 2,34 2,12
Valin (Val) 1,83 1,91 1,75
Fenilalanin (Phe) 1,26 1,98 1,66
Histidin (His) 1,77 1,82 1,72
Metionin (Met) 0,51 0,35 0,56
Treonin (Thr) 1,36 1,36 1,41
Lizin (Lys) 1,44 1,36 1,68
Triptofan (Trp) no no no
Neesencijalne aminokiseline 21,75 23,12 21,87
Aspartat (Asp) 2,86 3,10 2,66
Serin (Ser) 1,39 1,45 1,47
Glutamin (GlIn) 4,25 4,74 3,93
Prolin (Pro) 3,64 3,99 3,64
Glicin (Gly) 1,40 1,48 1,35
Alanin (Ala) 1,50 1,59 1,41
Cistein (Cys) no no no
Tirozin (Tyr) 2,57 2,54 2,67
Arginin (Arg) 4,14 4,25 4,73
Ukupne aminokiseline 34,23 36,34 34,80

*no- nije odredivano
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U poredenju sa proteinima zivotinjskog porekla glavno ogranicenje biljnih proteina za
upotrebu u prehrambenoj industriji je neuravnotezeni sastav esencijalnih aminokiselina
(Fathollahy i sar., 2021). Prema opisanim rezultatima mozemo re¢i da dobijeni PI mogu da
posluze kao proteinski dodaci za ljudsku ishranu jer prema WHO/FAO/UNU Expert
Consultation 2007 imaju zadovoljavaju¢i aminokiselinski sastav. S obzirom, da se ovi PI
dobijaju iz materijala koji predstavlja nusproizvod i nutritivno slabiji materijal u odnosu na
¢isto seme, mozemo reci da predstavljaju dobar alternativni izvor za produkciju prehrambenih

proizvoda sa uravnoteZzenim aminokiselinskim sastavom.

5.1.2. Karakterizacija proteinskih izolata- Funkcionalne osobine

Funkcionalne osobine proteina uti¢u na njihovo ponaSanje u razli¢itim sistemima
(prehrambenim ili kozmetickim), tokom skladistenja, pripreme, konzumiranja, bilo samostalno
ili u nekom sistemu. Iz tih razloga, u ovoj disertaciji ispitane su funkcionalne osobine dobijenih
proteinskih izolata zbog tumacenja njihovog ponasanja u razli¢itim aspektima primene.
Ispitane su funkcionalne osobine proteinskih izolata dobijenih iz razli¢itih uljanih pogaca (CP
i SFE), kao §to su rastvorljivost, emulzione osobine, sposobnost formiranja pene, kapacitet

vezivanja vode i ulja.

5.1.2.1. Rastvorljivost

Kao sto je ranije napomenuto, rastvorljivost je jedna od najvaznijih karakteristika proteina
koja uti¢e na ostale funkcionalne osobine kao $to su emulzione osobine i sposobnost formiranja
pene (Roodsamran i Sothornvit, 2018). pH profili rastvorljivosti za PI kajsije i $ljive pri
razli¢itoj jonskoj jacini rastvaraca prikazani su na Slici 12, dok je pH profil rastvorljivosti Pl

tikve prethodno opisan u literaturi (Bucko, 2020).

Rastvorljivost PI ispitivana je na razli¢itim vrednostima pH (K) i pri razli¢itoj jonskoj

jacini (p).
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Slika 12: pH profil rastvorljivosti proteinskih izolata pri razlicitoj jonskoj jacini (W): (a) PICP kajsije;
(b) PISFE kajsije; (c) PICP sljive,; (d) PISFE sljive

Sa Slike 12 uocavamo da se profil rastvorljivosti za PI kajsije i §ljive potpuno medusobno
razlikuju, da svaki PI ima drugacije ponaSanje. Slika 12a prikazuje profil rastvorljivosti Pl
kajsije iz CP uljane pogace. Najniza rastvorljivost PI je pri pH 4 sa 2,2 mg/mL, dok je najveca
rastvorljivost postignuta u ekstremnim alkalnim uslovima pri pH 9 sa 8,3 mg/mL. Poredenjem
sa PI kajsije iz SFE pogace (Slika 12b), uo¢avamo da PI iz SFE pogace ima isto ponasanje ali
sa jo$ nizim vrednostima rastvorljivosti, njegova najveéa vrednost rastvorljivosti ide do 6,1
mg/mL. Ovako niske koncentracije proteina pri rastvorljivosti PI iz SFE pogace mogu biti
posledica malog sadrzaja proteina u samom izolatu, $to znaci da proces izolovanja ulja iz
semena moze uticati na ponasanje PI dobijenog iz uljane pogace. Prema ovim rezultatima vidi
se da je izoelektri¢na tacka Pl kajsije u Sirokom opsegu pH (3-8), jer tek na pH 2 i pH 9 dolazi
do porasta rastvorljivosti. Razli¢ita jonska jacina uti¢e na rastvorljivost proteina, $to je narocito
izrazeno na ekstremnim kiselim 1 alkalnim pH vrednostima. Pri pH 2 i pH 9 u slu¢aju oba PI
kajsije dolazi do smanjenja rastvorljivosti proteina sa povecanjem jonske jacine soli. Ovakav
fenomen naziva se isoljavanje (eng. salting out) i javlja se kod velikih biomolekula kao $to su

proteini. Sli¢no ponasanje pokazuju i proteini lis¢a sa velikom rastvorljivoséu u alkalnim
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sredinama 1 Sirim opsegom izoelektri¢ne tacke tj. niskom rastvorljivos¢u u kiseloj sredini

(Sedlar i sar., 2020).

pH profil rastvorljivosti PI sljive (Slika 12c, 12d) potpuno se razlikuju u odnosu na
prethodno opisane pH profile rastvorljivosti Pl kajsije (Slika 12a, 12b). PI sljive imaju krivu
rastvorljivosti sa karakteristicnim U-oblikom. Najniza rastvorljivost PI iz CP pogace (Slika
12c¢) je pri pH 4 sa 4,85 mg/mL, dok je najveca rastvorljivost postignuta u ekstremnim alkalnim
uslovima pri pH 9 sa 11,15 mg/mL. PI izolovan iz SFE pogace ima jo$ izrazeniji U-oblik krive
(Slika 12d) i pomerenu izoelektri¢nu ta¢nu na pH 5, sa najnizom rastvorljivoséu sa 3,95
mg/mL. Jonska jacina prisutne soli uti¢e na rastvorljivost PI, tako §to u ekstremnim kiselim pH
vrednostima uzrokuje smanjenje rastvorljivost sa povecanjem jonske jacine, dok u alkalnim
sredinama uzrokuje istu ili blago povecanju rastvorljivost. Na osnovu prethodnih rezultata i
literature, moze se zakljuciti da PI §ljive ima sli¢no ponasanje kao PI tikve. Prema literaturi, Pl
tikve ima izrazenu krivu rastvorljivosti U-oblika sa izoelektricnom ta¢kom na pH 5 i velikom

rastvorljivos¢u u ekstremnim kiselim i baznim sredinama (Bucko, 2020).

5.1.2.2. Emulzione osobine

Emulzione osobine P1 kajsije ispitane su za obe vrste pogaca (CP i SFE), dok su za PI §ljive
ispitane za izolat dobijen iz CP pogace. U slucaju kajsije, izolati su ispitani na sposobnost
formiranja emulzije sa ciljem poredenja kako razli¢it sadrzaj proteina u izolatu uti¢e na
stvaranje emulzije. Emulziona svojstva su ispitana veli¢inom kapljica emulzije i prac¢enjem

kriming indeksa (KI).

Kriming indeks emulzija sa Pl kajsije prikazan je na Slici 13a. Pove¢anjem KI tokom
vremena ukazuje da dolazi do raslojavanja emulzije na dva dela: krem- bogat kapljicama ulja
i serum- bogat kontinualnom fazom (Bucko, 2020). Formiranje platoa ve¢ nakon 20 min
stajanja emulzije ukazuje da nema daljeg razdvajanja emulzija koje moze da poti¢e od
gravitacione nestabilnosti usled prisustva velikih kapljica, i konstantno je do kraja perioda
skladistenja. Izolat iz CP pogace pokazuje brze razdvajanje emulzije sa brzim rastom Kl od
19% nakon 4 h stajanja, ali sa konaénom vrednosti KI od 21% tokom 14 dana skladistenja. U
sluc¢aju izolata iz SFE pogace razdvajanje ide sporije u odnosu na CP izolat, ali je tokom
skladistenja doslo do izrazitijeg razdvajanja faza (KI = 25%). Srednji preénik kapljica emulzije
je 3,29 £ 0,1 um za CP i 3,38 £ 0,4 um za SFE. Ovako male kapljice poboljsavaju stabilnost

emulzije jer tokom skladistenja nije doslo do izdvajanja kapljica ulja $to govori u prilog dobrim

71



Doktorska disertacija Jelena Cakarevié

emulguju¢im osobinama PI kajsije. Takode, zakljuceno je da oba PI bez obzira na vrstu uljane
pogace pokazuju dobra emulgujuca svojstva i mogu da se koriste kao prirodni emulgatori u

pripremi emulzija u prehrambenim ili kozmeti¢kim proizvodima.
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Slika 13: Kriming indeks emulzija stabilizovanih rastvorom proteinskog izolata: (a) kajsije; (b) sljive

Emulgujuce osobine PI §ljive ispitane su pripremanjem 15% emulzije ulje u vodenoj fazi
(rastvoru proteina) i pracenjem KI tokom vremenskog perioda skladiStenja emulzije. Slika 13b
prikazuje KI emulzije sa PI §ljive tokom 14 dana skladistenja. Kriva pokazuje da do potpunog
zaravnavanja dolazi nakon 24 h, koje je do kraja skladiStenja konstantno (KI = 60%). Kao i u
prethodno opisanim emulzijama (Slika 13a) razdvajanje emulzije na krem i serum dolazi posle
20 minuta stajanja od momenta pripremanja emulzije. Tokom skladiStenja emulzija nije doslo
do potpunog izdvajanja kapljica ulja, sto ukazuje na potencijal PI §ljive kao dobrog emulgatora
u pripremi emulzija. Sli¢cno ponasanje pokazano je i za PI tikve koji pri pH 8 pokazuje

stabilnost emulzije sa K1 od 50% nakon 20 min stajanja emulzije (Bucko, 2020).

5.1.2.3.  Sposobnost formiranja pene

Sposobnost proteina za formiranjem pene je slicno svojstvu proteina da stvara emulzije.
Formiranje pene je osobina koja zavisi od strukture proteina ali i njihove rastvorljivosti, jer
odmotavanje molekula proteina na medufaznoj povrsini, prisustvo naelektrisanja i polarnih
grupa omogucava Stabilizaciju mehura tj. gasne faze. Osobine formiranja pene su ispitane
merenjem kapaciteta pene (FC) i stabilnost pene (FS). Ovi parametri ispitani su za Pl kajsije

(za CP i SFE pogacu), i prikazani na Slici 14.
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Prema literaturi, osobine formiranja pene proteinskih izolata zavise od postupka obrade
izolata i sadrzaja proteina (Fidantsi i Doxastakis, 2001). Na osnovu rezultata sa Slike 14,
ustanovljeno je da postoji korelacija sadrzaja proteina sa vrednostima FC. Izolat sa veéim
sadrzajem proteina PICP (84%) ima vrednost FC od 53%, u odnosu na PISFE (71%) ¢ija je
vrednost FC 47%. Postignuta veca vrednost FC za PICP ocekivana je zbog vece rastvorljivosti
P1 na vrednosti pH 10 na kojoj je i formirana pena. Vrednosti FS za oba izolata su identi¢ne i

dostizu vrednost od 45%.

Dobijene vrednosti za oba PI kajsije mogu da se uporede sa literaturnim podacima za Pl
kokosa, ¢ije vrednosti FC iznose u opsegu od 20 do 80%, a za FS dostizu vrednost od oko 39
do 80% (Ma i sar., 2018). Takode, Sharma i sar. (2010) opisuju PI kajsije kao dobar agens u

formiranju pene sa vrednosti FC od 21% ¢ija stabilnost traje 1 do 3 h.
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Slika 14: Kapacitet i stabilnost pene proteinskih izolata kajsije

5.1.2.4. Kapacitet vezivanja vode i ulja

Vezivanje vode i ulja su svojstva proizvoda koja uti¢u na strukturu i karakteristike hrane i
prehrambenih proizvoda u ustima. Sposobnost zadrzavanja vode je svojstvo proteina izrazeno
u viskoznoj hrani, kao $§to su supe, testo, kreme, dok zadrzavanjem ulja i masti proteini
obezbeduju zadrzavanje ukusa finalnog proizvoda. U ovom radu, ispitana je i medusobno
poredena sposobnost zadrzavanja vode i ulja za PI kajsije dobijen iz CP i SFE pogaca (Tabela

6).
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Tabela 6: Kapacitet vezivanja ulja i vode proteinskih izolata kajsije

CP SFE
Vezivanje vode (g vode/g P1) 0,53 + 0,062 0,65 +0,03°
Vezivanje ulja (g ulja/g PI) 0,67 = 0,05° 0,91 +0,05°

Vrednosti u istom redu za razlicite vrste sirovina statisticki se znacajno (p < 0,05) razlikuju. Rezultati su prikazani kao

aritmeticka sredina = standardna devijacija (n = 3).

Na osnovu rezultata u Tabeli 6 vidimo da postoje znacajne razlike u sposobnosti
zadrzavanja vode 1 ulja izmedu dva PI. Moze se zakljuciti da ne postoji korelacija izmedu
sadrzaja proteina u PI i vrednostima vezivanja ulja i vode. Pogaca zaostala nakon SFE
ekstrakcije ulja daje PI koji ima vecu sposobnost u zadrZzavanju ulja 1 vode u odnosu na PI
izolovan iz CP pogace. Narocito je izrazeno vezivanje ulja sa vrednosti od 0,91 g/g PI. Dobijene
vrednosti su manje u odnosu na literaturne vrednosti za razlic¢ite PI: kajsije koje iznose 1,4 g/g
Pl (Sharma i sar., 2010), ¢ija semena Ciji opseg vezivanja ulja i vode iznosi od 2,1 do 3,6 g/g
Pl (Timilsena i sar., 2016), kokosa ¢iji opseg vezivanja ulja i vode iznosi od 1,4 do 4,7 g/g PI
(Ma i sar., 2018). Prema rezultatima, moze se zakljuciti da PI kajsije nemaju zna¢ajno izrazen

kapacitet vezivanja vode i ulja, u odnosu na druge pomenute PlI.

5.1.3. Unapredenje funkcionalnih osobina proteinskog izolata

Funkcionalne osobine proteina mogu da se unaprede fizickim, hemijskim i enzimskim
modifikacijama. Iz literature je poznato da vezivanje proteina sa polifenolima poboljsava
funkcionalne osobine kao $to su rastvorljivost, emulziona svojstva i sposobnost formiranja
pene (Quan i sar., 2019). Osim toga, u konjugatima koja se tom prilikom formiraju dolazi do
strukturnih promena koje ukazuju da je doslo do formiranja veze sa polifenolima i oni

ispoljavaju drugacije ponasanje u odnosu na nativni protein (Yan i sar., 2021).

U ovom radu, ispitan je uticaj konjugacije tj. vezivanje proteina sa jednim polifenolnim
jedinjenjem u cilju poboljsanja funkcionalnih osobina PI $ljive iz CP uljane pogace. Odabrana
je kafena kiselina (KK), kao jedna od najjac¢ih antioksidativnih jedinjenja, koja je dodavana u
tri razli¢ite koncentracije. Dobijenim konjugatima okarakterisane su strukturne promene koje

su nastale tokom konjugacije. Za te svrhe su koris¢ene FTIR i fluoroscentna spektroskopija,
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SEM mikroskopija, elektroforeza i gel hromatografija. Od funkcionalnih osobina ispitane su
rastvorljivost, emulzione osobine i stvaranje pena.

5.1.3.1. Karakterizacija konjugata
FTIR spektroskopija

Sekundarna struktura proteina i promene koje nastaju usled njegove interakcije sa KK

ispitane su FTIR spektroskopijom. Spektri osuSenih uzoraka prikazani su na Slici 15, u
spektralnom opsegu 500 - 4000 cm™.
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Slika 15. FTIR spektri proteinskog izolata (PI) Sljive i konjugata proteinskog izolata sljive i kafene

kiseline u tri razlicite koncentracije (K1, K2, K3)

Spektar PI pokazuje apsorbciju na talasnim duzinama koje odgovaraju karakteristicnim
strukturama za protein. Intenzivne apsorbcije uocene su na: 3300 cm™ koja je deo Amid A
strukture (odgovara N-H istezanju i vodoni¢nim vezama), 1650 cm™ koja je deo Amid I
strukture (predstavlja C=0 istezanje, vodoni¢nu vezu i COO-), 1550 cm™ koja je deo Amid I

strukture (amid Il koji predstavlja C-N istezanje i N-H savijanje) i 1230 cm-1 (amid Il koji
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predstavlja istezanje C-N i N-H veza ili vibracija CH> grupa). Sa Slike 15 se vidi da se spektri
konjugata u nekim delovima razlikuju u odnosu na spektar PI. Ovakva pojava ukazuje da je
vezivanjem proteina za KK doSlo do strukturnih promena, naroc¢ito u oblasti sekundarne
strukture (1600 - 1000 cm™Y). Intenzitet apsorbcije konjugata znacajno je smanjen u oblasti
Amid | i Il strukture $to ukazuje da je doslo do interakcije amidne grupe (-NH2) Pl sa aktivnim
grupama KK. Takode, do smanjenja apsorpcije dolazi na 1650 cm™ i 1550 cm™ usled istezanja
N-H grupe iz Amida I i I, i na 1230 cm™ usled istezanja C-N i N-H grupe iz amida II.
Smanjena apsorbcija na 3300 cm™ ukazuje na smanjen broj OH grupa fenola, $to znadi da je
doslo do interakcije sa amidnim grupama PI. Konformacije prisutne u Amid | sekundarnoj
struktruri su a-helix (1646- 1664 cm™), B- ravan (1615- 1637 i 1682- 1700 cm™), B- zavoj
(1664- 1681 cm™), slucajni zavoji (1637- 1645 cm™) (Jiang i sar., 2019). Promene koje nastaju
usled interakcije amidnih grupa PI sa aktivnim grupama KK potvrdene su ispitivanjem

konformacijskih promena koje nastaju u sekundarnoj strukturi uzoraka (Tabela 7).

Tabela 7: Sadrzaj konformacija u sekundarnoj strukturi proteinskog izolata Sljive (PI) i konjugata sa

tri razlicite koncentracije KK (K1, K2, K3)

Udeo konformacija (%)

a-helix p-ravan p-zavoj Slucajni zavoji
Pl 26,58 43,85 7,81 21,75
K1 35,87 44,15 14,38 5,59
K2 31,89 41,96 15,59 10,82
K3 32,38 40,17 12,94 14,50

Prema rezultatima iz Tabele 7 se vidi da je vezivanjem polifenola za protein doslo do
znacajnih promena u sekundarnoj strukturi PI. Razli¢ite koncentracije KK u konjugatu
pokazaju da nisu u korelaciji sa promenama koje nastaju tj. povecanje koncentracije KK ne
dovodi do smanjenja udela sekundarnih struktura. Sadrzaj a-helix i B-zavojnica struktura
znacajno se povecao, dok se sadrzaj sluc¢ajnih zavoja smanjio u konjugatima u odnosu na PI.
Promene koje nastaju u sadrZaju a-helix struktura dokazuju da je doSlo do promena u veli€ini
molekula i naelektrisanja bo¢nog lanca aminokiselina. Povecanje sadrzaja B-zavojnice je

posledica vezivanja polarnih ili naelektrisanih grupa sa bo¢nim lancima aminokiselina i
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menjanjem polarnosti bo¢nog lanca PI. Znacajno Smanjenje sadrzaja slu¢ajnih zavoja ukazuje
da je doslo do kovalentne konjugacije PI i KK i konverzije ovih struktura u pravilnije strukture.
Ovo smanjenje je najvise izrazeno u K1 uzorku. Dobijeni rezultati ukazuju na formiranje
konjugata koji treba da imaju bolju stabilnost u odnosu na nativni protein iz kojih nastaju.
Sli¢na zapazanja pokazali su Yang i sar. (2019) kod konjugata proteina tikve sa pirogalnom
kiselinom gde se uocava da vezivanje pirogalne kiseline dovodi do promena u sekundarnoj

strukturi proteina tikve.

SEM mikroskopija

Morfoloske karakteristike konjugata analizirane su skenirajuéim elektronskim

mikroskopom (SEM), a dobijeni rezultati prikazani su na Slici 16. Svaki uzorak skeniran je sa

vise razli¢itih uvecéanja i prikazani su na Slikama: (a, b) PI, (c, d) K1, (e, f) K2, (g, h) K3.

>
a) x300 300pm | c) x300 300 um | e) X300 300 pm | g) x300 300 um

x1.5k 50 pm x1.5k 50 pm X500 200 pm x500 200 pm

Slika 16: SEM mikrografije proteinskog izolata sljive sa uvecanjem od a) 300 i b) 1500; konjugata K1
sa uvecanjem od c) 300 i d) 1500, konjugata K2 sa uvecanjem od e) 300 i f) 500, konjugata K3 sa
uvecanjem od g) 300 i h) 500

Na osnovu prikazanih slika uocavaju se razlike u morfologiji PI i nastalih konjugata.
Protein ima plocaste strukture koje nisu uniformne veli¢ine. Struktura konjugata ispunjena je
mrezastim strukturama (Slika 16d) koje grupisanjem formiraju krupnije forme, $to ukazuje da
je uredena struktura proteina naruSena u interakciji proteina sa polifenolom. Takode, na

povrSinama konjugata uocavaju se pore (Slika 16g, 16h) koje su narocito izraZzene pri najvecoj
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koncentraciji KK. Prisustvo pora omoguéava efikasno “zaglavljivanje” molekula drugih
komponenti pa se ocekuju i poboljSane emulzione osobine usled boljeg “zaglavljivanja”
molekula uljane faze. Dobijeni rezultati pokazuju da dodavanje polifenola utice na
mikrostrukturu proteina. Zapazanja u promeni strukture proteina usled interakcije sa

polifenolima objavili su Liu i sar. (2021), u konjugaciji proteina surutke sa polifenolima.

Fluorescencija

Fluorescentna spektroskopija je jo$ jedna od metoda kojom se mogu registrovati promene
u strukturi proteina tj. interakcije izmedu proteina i polifenola. Tokom snimanja spektra meri
se intenzitet apsorbcije fluorescencije sa emisijom na 300 nm koji odgovara prisutnim
slobodnim amino grupama proteina. Spekiri fluorescencije nativnog Pl i konjugata prikazani
su na Slici 17. U poredenju sa kontrolnim PI, intenzitet apsorbcije fluorescencije sva tri
konjugata je znacCajno smanjen. Ova pojava nastaje usled troSenja slobodnih amino grupa PI
usled interakcije sa KK. Sa povecanjem koncentracije KK intenzitet fluorescencije se znac¢ajno
smanjuje, i najmanji je u K3 uzorku. Shodno tome, rezultati ukazuju da je Pl pretrpeo
konformacionu promenu nakon procesa konjugacije. Do sli¢nih saznanja dosli su Yang i sar.
(2019) i Guo i sar. (2021), koji tumace konformacione promene u proteinu tikve i soje u

interakciji sa polifenolima.
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Slika 17: Spektar fluorescencije proteinskog izolata sljive (PI) i konjugata (K1, K2, K3), sa emisijom

na 300 nm
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Gel hromatografija

Rezultati dobijeni gel hromatografijom prikazani su na hromatogramu na Slici 18. Profil
eluiranja uzoraka pokazuje da su konjugati K1, K2 i K3 imali kra¢e vreme zadrzavanja u koloni
u odnosu na Pl. Ovakva pojava ukazuje da se konjugacijom proteina sa fenolima dobijaju
kompleksi ve¢ih molekulskih masa nastalih usled medusobnog umrezavanja (Ozsan i Oner,
2020; Jia i sar., 2016). Kalibraciona kriva odredena je uz pomo¢ proteinskih standarda ¢ija
retenciona vremena su: 7,547 min (albumin 66 kDa), 7,294 min (alkohol dehidrat 150 kDa) i
7,072 min (tiroglobulin 669 kDa). Na osnovu kalibracione Kkrive i retencionih vremena uzoraka
mogu se odrediti molekulske mase: Pl= 16 kDa, K1= 43 kDa, K2= 41 kDa i K3= 35 kDa.
Dobijeni rezultati potvrdu da je umrezavanjem PI sa KK doslo do formiranja struktura vec¢ih
molekulskih masa u odnosu na nativni protein. Ovakve rezultate potvduje 1 elektroforetski
profil konjugata prikazan u nastavku, a daljom detaljnijom analizom uzoraka doslo bi se do

potpunog saznanja o prisustvu i veéih struktura $to se vidi na Slici 18.

mATl
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Slika 18: Hromatogram molekulsih masa konjugata proteinskog izolata Sljive i kafene kiseline:
proteinski izolat sljive (PI) i konjugati (K1, K2, K3)
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5.1.3.2.  Funkcionalne osobine konjugata

Konjugatima su ispitane funkcionalne osobine kao $to su rastvorljivost, emulzione osobine
I sposobnost stvaranja pene. Prema literaturnim pregledima (Quan i sar., 2019) o¢ekuje se

unapredenje funkcionalnih osobina u odnosu na sam protein.

Rastvorljivost

Kao $to je prethodno pomenuto, rastvorljivost je jedna od najznacajnijih funkcionalnih
osobina proteina koja uti¢e na sva ostala funkcionalna svojstva. Generalno poznato je da
proteini loSe rastvorljivosti imaju ograniCena funkcionalna svojstva. Stoga, neophodno je
poznavanje profila rastvorljivosti u ispitivanju i karakterisanju drugih funkcionalnih osobina.
Konjugacija proteina sa fenolima moze dovesti do povecanja ili smanjivanja rastvorljivosti
proteina u vodi, u zavisnosti od prirode sistema (Liu i sar., 2017). Zato je ispitana rastvorljivost

PI i konjugata u Sirokom opsegu pH od 2 do 10 i prikazana na slici 19.

8 EPI mK1 mK2 = K3 ]:
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Slika 19: pH profil rastvorljivosti konjugata proteinskog izolata Sljive i kafene kiseline: proteinski
izolat sljive (PI) i konjugati (K1, K2, K3)

Pl pokazuje karakteristi¢an profil rastvorljivosti za protein uljarica slova U i najmanjom
rastvorljivoS¢u u oblasti izoelektricne tacke, na pH 4-5. Najveca rastvorljivost pH je pokazana
u kiselim pH vrednostima (pH= 2 i pH=3), dok je najmanja na pH 5. U odnosu na PI profil,

rastvorljivosti konjugata se razlikuje, sa ve¢om rastvorljivos¢u od pH 6 do pH 10 i manjom pri
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pH 2 do pH 5. Pri alkalnim vrednostima pH, rastvorljivost konjugata je ve¢a u odnosu na PI i
povecava se sa povecanjem koncentracije KK u konjugatima. Pri Kiselim vrednostima pH
rastvorljivost konjugata je znacajno smanjena u odnosu na PI. Do toga dolazi zbog povecanja
koncentracije fenolne komponente iznad optimalne pri ¢emu nastaju agregati koji uzrokuju
zamucenost 1 smanjenje rastvorljivosti. Promene u profilima rastvorljivosti tokom konjugacije
mogu biti posledice strukturnih promena i delimi¢nog odvijanja proteinskog lanca uz dodatak
fenola. Yan i sar. (2021) opisali su rastvorljivost konjugata proteina soje sa epigalokatehin
galatom (EGCGQG) i pokazali sli¢énu pojavu ponasanja sa povecanjem rastvorljivosti na pH 5-11

I Smanjenjem na pH 2 - 4.

Emulzione osobine

Emulzione osobine Pl i nastalih konjugata opisane su merenjem vrednosti indeksa
stabilnosti emulzije (ESI) i indeksa sposobnosti emulgovanja (EAI) sveze pripremljenih
emulzija, i pracenjem kriming indeksa emulzije tokom 14 dana skladistenja (Slika 20). EAI
izrazava sposobnost proteina da stvara i stabilizuje novonastale emulzije apsorbujuci kapljice
na povrsini i spre¢avaju¢i njihovo raspadanje. ESI predstavlja sposobnost emulzije da se

odupre razdvajanju (Sui i sar., 2018).
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Slika 20. Emulzione osobine emulzija stabilizovanih rastvorom proteinskog izolata sljive (PI) i

konjugata (K1, K2, K3): (a) vrednosti ESI i EAIl parametara; (b) kriming indeks

Na osnovu Slike 20a se vidi da je doslo do znacajnih promena (p < 0,05) u vrednostima
EAI i ESI konjugata u odnosu na PI. U odnosu na EAI konjugati imaju vecu tendenciju za

stvaranjem emulzija od samog PI, sto se pokazuje ve¢im vrednostima. Ovo povecanje je
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naro¢ito uoéljivo kod K3 konjugata sa 1,04 m?/g u odnosu na Pl sa 0,80 m?/g. Vrednosti ESI
ukazuju da konjugati stvaraju stabilnije emulzije u odnosu na emulzije sa Pl. Ova pojava je
narocito izrazena kod K3 konjugata gde ESI vrednost iznosi 264 min, dok je za Pl svega 14
min. Dobijeni rezultati pokazuju da modifikacija proteina sa fenolima dovodi do poboljsanja
njegovih emulzionih osobina. Emulzije sa konjugatima kao emulgatorima su stabilnije i
otpornije na pojavu flokulacije nego one sa PI §ljive kao emulgatorom. Ovo poboljSanje je u
velikoj meri povezano sa povecanom rastvorljivos¢u u alkalnoj sredini, na kojoj su emulzije i
pravljene, jer na taj nacin poveéana njihova sposobnost za brzu adsorbciju na molekulima

uljane faze na granici dve faze.

Kriming indeks emulzija sa PI i konjugatima prikazan je na Slici 20b. Tokom vremena KI
emulzija raste, narocCito u prva 24 sata nakon Cega se kriva zaravnjava i vrednosti KI su
konstante do kraja perioda skladistenja. Vrednost KI za emulzije sa Pl je 70%, dok su vrednosti
KI niZze u emulzijama sa konjugatima. Ovo smanjenje je srazmerno koncentraciji KK u
konjugatima sa vrednostima od 63% za K1, 56% za K2 i 50% za K3. Manji KI tokom vremena
skladiStenja ukazuje da su emulzije otpornije na razdvajanje na sloj krema i seruma S§to
smanjuje i mogucnost razrusavanja emulzije. Tokom vremena skladiStenja nije doslo do
izdvajanja kapljica ulja. Dakle, stabilnost emulzije ulje u vodi koje su emulgovane konjugatima
bila je veca od stabilnosti emulzije stabilizovane PI. Sli¢no su pokazali Yan i sar. (2021) gde

konjugat proteina soje sa polifenolima ¢ini emulzije stabilnijima od samog proteina soje.

Sposobnost stvaranja pene

Sposobnost stvaranja pena je jedna od najznacajnijih osobina proteina. U ispitivanju
sposobnosti PI i njegovih konjugata za stvaranjem pena praceni su parametri FC i FS (Slika
21). Sa Slike uo¢avamo da pene formirane sa konjugatima pokazuju jasan trend poboljsanja u
odnosu na pene sa Pl. Vrednost FC za pene sa Pl je 30%, a FS je 25%. Kod konjugata ove
vrednosti su znac¢ajno vece (p < 0,05), za FC idu do 70% dok za FS do 45%. Rezultati ukazuju
da je svojstvo stvaranja pena za PI §ljive znacajno poboljsano njegovom modifikacijom sa
fenolnom komponentom. Ova pojava je posledica povecanja rastvorljivosti jer usled odvijanja
proteina dolazi do lakSeg stvaranja elasti¢nih mreza pene na granici povrS§ina vazduh-voda.
Pojavu poboljsanja sposobnosti formiranja pena objasnili su Jiang i sar. (2018), gde konjugati
proteina surutke i kazeina sa hlorogenskom kiselinom pokazuju bolja svojstva stvaranja pene

u poredenju sa samim proteinima.
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Slika 21: Kapacitet i stabilnost pene proteinskog izolata sljive (PI) i konjugata (K1, K2, K3)

5.1.4. Svarljivost proteinskih izolata i konjugata- In vitro digestija

Sledeca faza u ispitivanju i karakterizaciji dobijenih proteinskih izolata i konjugata je
njihova svarljivost. Ispitivanje svraljivosti proteina i njihovih proizvoda predstavlja noviju
oblast istrazivanja koja ima veliki potencijal u ispitivanju njihove dostupnosti nakon
izlozenosti uticaju uslova digestivnog trakta, kao $to su enzimi i promena pH sredine. U
literaturi je opisan veliki broj metoda i modela koje se koriste za ispitivanje svarljivosti, a
uglavnom su bazirane na enzimskoj hidrolizi sa enzimima iz digestivnog trakta pepsinom i

pankreatinom.

In vitro digestija je koris¢ena kao model sistem u cilju ispitivanja svarljivosti proteinskih
izolata i njihovih konjugata, koji nastaju usled modifikacije proteina, i dobijanja hidrolizata sa
razli¢itim bioaktivnostima nakon prolaska kroz digestivni trakt. Metoda in vitro digestije
primenjena u radu predstavlja dvostepenu hidrolizu proteazama pepsin i pankreatin uz uslove
koje simuliraju gastrointestinalni trakt (GIT) ¢oveka, kao §to su temperature od 37 °C i
odredena pH vrednost sredine. Glavni cilj in vitro digestije je ispitivanje svarljivosti dobijenih
Pl i konjugata i potencijalne bioaktivnosti u organizmu nakon direktnog konzumiranja. Stepen
hidrolize (DH) je parametar koji je koris¢en u pracenju toka digestije tj. stepena hidrolize, a
SDS gel elektroforeza je primenjena za detekciju peptidnih frakcija pre i posle digestije. U radu
je ispitana svarljivost proteinskih izolata kajsije i §ljive i konjugata. U literaturi je opisana in
vitro digestija proteinskog izolata tikve i bioloske aktivnosti dobijenih hidrolizata (Popovié i
sar., 2017).
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Digestija PI dobijenih iz uljanih pogaca kajsije i $ljive ispitane su u trajanju od 240 min §to
simulira vreme varenja hrane kod coveka, prvih 120 min pracena je hidroliza pepsinom i
narednih 120 min pankreatinom. Osim toga, analizirani su PI dobijeni iz razli¢itih uljanih
pogaca (CP i1 SFE) kako bi se ispitao uticaj nac¢ina dobijanja pogaca na svarljivost dobijenih
proteinskih izolata. Krive hidrolize PI kajsije i Sljive koje pokazuju dobijene vrednosti DH
tokom vremena hidrolize prikazane su na Slikama 22 i 23.

Sa Slike 22 se vidi da oba PI pokazuju porast vrednosti DH tokom vremena §to ukazuje na
potencijalno dobru svarljivost nakon prolaska kroz GIT ¢oveka. U prvih 120 min digestije,
nakon pepsina, DH dostize vrednost oko 56% za PICP i 69% za PISFE. Dalja hidroliza PI ne
dovodi do zna¢ajnog povecanja DH jer nakon hidrolize pankreatinom iznosi 0ko 61% za PICP
I 68% za PISFE. Ponasanje obe vrste izolata (CP i SFE) i dobijene vrednosti DH su prili¢no
sli¢ne pa na osnovu toga moze se zakljuciti da nacin dobijanja uljane pogace nema velikog
uticaja na svarljivost PI. Prema tome, mozZe se re¢i da oba Pl kajsije pokazuju dobru svarljivost
koja se uglavnom vrs$i u Zelucu i koja se ne$to malo dodatno produzava hidrolizom
pankreatinom.
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Slika 22. Vremenski tok in vitro digestije proteinsih izolata kajsije (CP i SFE) primenom proteaza,

pepsin i pankreatin
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U odnosu na prethodno opisanu digestiju P1 kajsije, sa Slike 23 vidi se da PI §ljive pokazuju
malo drugacije ponasanje. Razlika je u tome Sto se svarljivost PI §ljive moZe posmatrati kao
postepeni proces jer nakon hidrolize pepsinom dolazi do dalje hidrolize delovanjem
pankreatina. Sa slike se vidi da u prvoj fazi digestije sa pepsinom (120 min) vrednost DH iznose
oko 42% za PICP i 38% za PISFE. Dok u drugoj fazi digestije tj. hidrolize pankreatinom dolazi
do povecéanja DH koje dostizu vrednosti od 54% za PICP i 55% za PISFE. Kao i kod PI kajsije,
dobijene vrednosti DH su sli¢ne za obe vrste pogaca (CP 1 SFE) pa se moze zakljuciti da ni u

slucaju §ljive nema uticaja vrste pogace na svarljivost dobijenih PI.
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Slika 23. Vremenski tok in vitro digestije proteinsih izolata sljive (CP i SFE) primenom proteaza,

pepsin i pankreatin
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Distribucija molekulskih masa proteinskih izolata kajsije i §ljive i njihovih hidrolizata
dobijenih nakon in vitro digestije prikazana je na Slici 24.
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Slika 24. Elektroforetski profili proteinskih izolata i njihovih hidrolizata: (a) kajsije,; (b) Sljive.
Markeri molekulskih masa 1; PICP kajsije 2; PISFE kajsije 3; PICP hidrolizati kajsije pepsina 4;
PICP hidrolizati kajsije pankreatina 5; PISFE hidrolizati kajsije pepsina 6; PISFE hidrolizati kajsije
pankreatina 7; PICP sljive 8; PISFE sljive 9; PICP hidrolizati sljive pepsina 10; PICP hidrolizati
sljive pankreatina 11; PISFE hidrolizati s/jive pepsina 12; PISFE hidrolizati s/jive pankreatina

Linija 1 pokazuje raspored molekulskih masa standarda koji je u rasponu od 14 do 66 kDa.
Slika 24a prikazuje molekulske mase proteinskih izolata kajsije CP i SFE (linije 2 i 3) i njihove
hidrolizate nakon digestije (linije 4 — 7). Na Slici se uocava da nativni PI kajsije (linije 2 i 3)
pokazuju intenzivne trake u rasponu izmedu 20 — 29 kDa i 29 — 45 kDa koje pripadaju
globulinskoj frakceiji. Slicnost u elektroferetskim profilima proteinskih izolata CP i SFE,
ukazuje da nacin dobijanja uljane pogace kao sirovine za izolaciju proteina ne utice na profil
molekuskih masa dobijenih izolata. Dobijeni rezultati pokazuju sli¢nost sa drugim PI dobijenih
iz kostica roda Prunus, kao $to je visnja (Garcia i sar., 2015). Profil molekulskih masa
hidrolizata kajsije pokazuje samo tragove ispod 14 kDa §to se o¢ekuje zbog visokih vrednosti
DH i skoro potpune hidrolize na male peptide (linije 2, 3, 4, 5). Kod hidrolizata PICP kajsije
sa pepsinom vidi se intenzivna traka ispod 14 kDa (linija 2) koja postepeno nestaje nakon

digestije sa pankreatinom (linija 3). Hidrolizat PISFE kajsije ne pokazuje vidljive trake nakon
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pepsina (linija 4), dok nakon pankreatina uocava se blago obojena traka ispod 14 kDa (linija
5). Ovakav elektroforetski profil dobijenih hidrolizata je u korelaciji sa visokim DH §to ukazuje
na prisustvo malih proteinskih fragmenata tj. peptida.

Slika 24b prikazuje molekulske mase proteinskih izolata §ljive CP i SFE (linije 8 1 9) i
njihove hidrolizate (linije 10 — 13). Linije 8 i 9 pokazuju intenzivne trake izmedu 24 — 29 kDa
I 36 — 45 kDa, koje pripadaju kao i u slu¢aju kajsije globulinkoj frakciji koja je karakteristi¢na
za biljne proteine. Medutim, kada se uoce pepsinski hidrolizati P1 sljive vidi se da je prisutna
intenzivna traka na oko 24 kDa (linije 10 i 12). S obzirom, na manje vrednosti DH posle pepsina
opravdano je prisustvo vecih proteinskih frakcija oko 25 kDa. Medutim, nakon potpune
hidrolize (linije 11 i 13) na gelu nisu vise vidljive trake, sto potvrduje da je doslo do dalje
hidrolize proteinskih izolata i nastajanja peptida. Nakon poredenja dobijenih rezultata
proteinskih izolata kajsije i $ljive moze se zakljuciti da su proteinski izolati kajsije brze i bolje
svarljivi u odnosu na $ljivu.

Svarljivost konjugata, takode je karakterisana dobijenim stepenom hidrolize nakon potpune

in vitro digestije, hidrolize pepsinom i pankreatinom. Dobijene vrednosti DH za svaki konjugat

prikazane su na Slici 25.

K3 '18.23

K2 '20.45

< '21.74
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DH (%)

Slika 25. Stepen hidrolize konjugata proteinskog izolata sljive i kafene kiseline nakon in vitro

digestije: proteinski izolat sljive (Pl) i konjugati (K1, K2, K3)

Zarazliku od proteinskih izolata konjugati su manje svarljivi Sto pokazuju i manje vrednosti
DH u odnosu na PI. Nakon in vitro digestije, nativni Pl ima vrednost DH od oko 39%, dok se
kod konjugata ova vrednost smanjuje sa povecanjem koncentracije KK. Vrednosti DH za

konjugate iznose oko 22% za K1, 21% za K2 i 18% za K3. Smanjena svarljivost konjugata
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moze biti posledica stvaranja vecih struktura usled konjugacije Pl sa polifenolima, pa su zbog
toga peptidne veze na supstratu manje dostupne enzimima i na taj nacin je smanjen stepen
hidrolize. Konjugati su prirodno prisutni u prehrambenim proizvodima koja se svakodnevno
konzumiraju, najbolji primeri su kafa ili ¢aj sa mlekom. Cesta je pojava oteZanog varenja nakon
konzumiranja ovakvih napitaka, $to upravo moze biti posledica prisustva strukturno velikih
fragmenata koji nastaju konjugacijom proteina mleka i polifenola iz ¢aja ili kafe, ¢ija digestija
je otezana usled strukturnih promena i ograni¢enoj dostupnosti enzima mestima delovanja u

supstratu.

Elektroforetski profil nativnog Pl i konjugata (K1, K2, K3) pre i posle in vitro digestije
odreden SDS gel ekeltroforezom prikazan je na Slici 26. Molekulske mase standarda prikazane
su na liniji 1, nativni PI na liniji 2, konjugata na linijama 3, 4, 5, a hidrolizati PI i konjugata na
linijjama 6, 7, 8, 9.

66 kDa
— > - -
45 kDa

— S
36 kDa

—
29 kDa

24 kDa H

20 kDa
—>

14 kDa
—

Slika 26. Elektroforetski profili konjugata i njihovih hidrolizata nakon in vitro digestije. Markeri
molekulskih masa 1; PI sljive 2; K1 konjugat 3; K2 konjugat 4, K3 konjugat 5; hidrolizat PI sljive 6;
hidrolizat K1 konjugata 7; hidrolizat K2 konjugata 8; hidrolizat K3 konjugata 9

Raspored masa za nativni Pl i konjugate je medusobno sli¢an i najveéi tragovi vidljivi su
izmedu traka 20 — 24 kDa i 36 - 45 kDa. U poredenju sa prethodnim elektroforetskim profilom
PICP sljive (Slika 24b) trake molekulskih masa su pomerene na nize, sto potvrduje da je doslo

do strukturnih promena Pl nakon konjugacije sa KK. Na linijama 3, 4 i 5 uo¢avamo tamnije
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tragove u opsegu iznad 66 kDa $to ukazuje na prisustvo molekula ve¢ih molekulskih masa. U
slu¢aju hidrolizata (linije 6 — 9) tragovi su skoro potpuno nestali, narocito kod PI (linija 6). Ovo
ukazuje da je doslo do svarljivosti PI i konjugata. Medutim, hidrolizati konjugata imaju tamnije
mrlje ispod 14 kDa ali i na oko 45 kDa $to ukazuje da su konjugati delimi¢no hidrolizovani.
Takode, sli¢na zapazanja imali su Morais i sar. (2020) koji su potvrdili ograni¢enu svarljivost

konjugata proteina surutke sa polifenolima u odnosu na sam protein surutke.

5.1.5. Bioloske osobine proteinskih izolata nakon in vitro digestije

Osim svarljivosti jedinjenja bitno je da jedinjenje zadrzi ili oslobodi neku biolosku
aktivnost koja nece biti narusena nakon prolaska kroz digestivni trakt. Enzimskom hidrolizom
proteina dolazi do raskidanja peptidnih veza i cepanja proteina na manje peptidne fragmente
koji mogu posedovati razli¢ite bioloSke aktivnosti sa pozitivnim efektom na ljudsko zdravlje,
kao Sto su: smanjenje krvnog pritiska, regulisanje glukoze u krvi, hvatanje slobodnih radikala.
U dobijenim hidrolizatima proteinskih izolata kajsije 1 Sljive ispitane su antioksidativne,

antihipertenzivne i antidijabetske aktivnosti, ¢ije vrednosti su prikazane u Tabeli 8.

Tabela 8. Bioaktivne osobine hidrolizata proteinskih izolata kajsije i Sljive nakon in vitro digestije

DH (%) AA (%) ACE a-glukozidaza
I1Cso0 (ML) I1Cs0 (ML)
ABTS DPPH
Pepsin

KajsijaCP  55,71+0,04 8240+0,37 3570+0,49  2,17+0,03 15,46 + 0,40
KajsijaSFE  68,79+0,20 73,40+0,35 29,10+0,20  2,39+0,03 13,60 +£ 0,49

Sljiva CP 41,47+0,40 2496+0,13 12,33+0,26  3,78+0,03 13,23+ 0,22
SljivaSFE ~ 37,85+0,20 27,82+029 2443+051  2,30+0,06 14,05 + 0,09

Pankreatin

KajsijaCP  60,48+0,23 94,20+0,35 6520+0,23  4,99+0,01 -
KajsijaSFE  68,15+0,16 92,15+0,01 63,20+0,01  3,86+0,03 -

Sljiva CP 53,99+0,22 31,81+0,19 30,33+0,13 2,70+0,18 -
Sljiva SFE  55,04+0,07 3667040 2338+041  3,06+0,07 -

Rezultati su prikazani kao aritmeticka sredina = standardna devijacija (n = 3).
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5.1.5.1. Antioksidativna aktivnost

Antioksidativna aktivnost (AA) hidrolizata dobijenih nakon in vitro digestije ispitana je
testovima neutralizacije bioloskih model radikala, ABTS+ katjona i DPPHe radikala. Dobijena
aktivnost izraZena je kao procenat (%). Ispitana je AA za hidrolizate iz oba tipa Pl kajsije i
Sljive (CP 1 SFE), kao i nakon hidrolize pepsinom i pankreatinom.

Prema rezultatima, hidrolizati PICP i PISFE Kajsije pokazuju isto ponasSanje, da hidrolizati
nakon oba koraka digestije imaju dobar antioksidativni kapacitet. Medutim, primetno je da
rezultati dobijeni za ABTS test imaju neSto vece vrednosti u odnosu na DPPH, Sto zavisi od
prirode uzorka i uslova metode. Nakon hidrolize pepsinom, aktivnost uklanjanja DPPHe
radikala za PICP i PISFE hidrolizate iznosi oko 36%, odnosno 29%. Potom, nakon potpune
digestije tj. hidrolize pankreatinom, AA se povecava na 65%, odnosno 63% respektivno.
Aktivnost uklanjanja ABTS+ radikala za hidrolizate oba PI bila je izraZzena ve¢ nakon prve faze
digestije, hidrolize pepsinom, i dostize vrednosti od 82% za PICP i 73% PISFE. Posle hidrolize
pankreatinom, vrednosti AA rastu do 94% za PICP i 92% za PISFE.

Za razliku od prethodno opisanih hidrolizata kajsije, PI §ljive nakon in vitro digestije
pokazuju manje vrednosti AA. Nakon hidrolize pepsinom, aktivnost uklanjanja DPPHe
radikala za PICP i PISFE hidrolizate iznosi 12%, odnosno 24%. Potom, nakon potpune
digestije, tj. hidrolize pankreatinom, AA se povecava na 30% za PICP, odnosno 23% za PISFE.
Aktivnost uklanjanja ABTS+ radikala za hidrolizate pepsina dostize vrednost od 25% za PICP
i 28% za PISFE. Posle hidrolize pankreatinom, vrednosti AA rastu do 32% za PICP i 37% za
PISFE.

5.1.56.2.  Antihipertenzivna aktivnost

U literaturi je opisan veliki broj hidrolizata koji imaju sposobnost inhibicije ACE i
potencijal primene u suplementima za regulaciju krvnog pritiska. Najéesc¢e su to hidrolizati
nastali iz proteina biljnih izvora, kao $to su leblebija (Pedroche i sar., 2002), suncokret (Megias
i sar., 2009). Poznato je da nativni proteini ne pokazuju ACE inhibitornu aktivnost, ona se
oslobada iz proteina enzimskom hidrolizom (Vastag i sar., 2011). Stoga, ocekivano je da
prolaskom PI kroz digestivni trakt dolazi do oslobadanja hidrolizata koji imaju ovu inhibitornu

aktivnost.
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U radu je ispitana antihipertenzivna aktivnost hidrolizata PI kajsije i Sljive dobijenih nakon
in vitro digestije, zasebno nakon pepsin i pankreatin hidrolize. Antihipertenzivna aktivnost

hidrolizata izrazena je kao ICso (uL) €ije su vrednosti prikazane u Tabeli 8.

Prema rezultatima u Tabeli 8 vidi se da PI kajsije i §ljive nakon in vitro digestije pokazuju
ACE inhibitornu aktivnost. Najvecu inhibitornu aktivnost pokazuje PICP $ljive ¢ija aktivnost
tokom digestije raste jer vrednost 1Cso0d 3,78 pL za hidrolizu pepsinom opada na 2,70 pL za
hidrolizu pankreatinom. Kod preostala tri PI inhibitorna aktivnost hidrolizata oslobodenih
posle hidrolize pepsinom smanjuje se daljom hidrolizom pankreatinom. Ovo smanjenje
ukazuje na manju inhibitornu aktivnost ali 1 dalje prisutnu, $to je od velikog znacaja jer Pl ne
samo da su svarljivi ve¢ poseduju bioaktivnost kao $to je antihipertenzivna. Jata ACE
inhibitorna aktivnosti pepsinskih hidrolizata u odnosu na pankreatin jeste $to hidrolizati koji
poseduju C-terminalni kraj u lancu imaju dominantnu ulogu u kompetitivhom vezivanju za
aktivno mesto enzima. Hidrolizati koji nastaju iz aminokiselina koje na C-terminalnom lancu
imaju hidrofobne i aromati¢ne grupe imaju tendenciju jakog vezivanja za ACE. Posto pepsin
cepa peptidne veze na karboksilnom kraju hidrofobnih i aromati¢nih aminokiselina (Phe, Tir,
Trp i Leu) tako nastaju hidrolizati sa ovim aminokiselinama na C-terminalnom kraju lanca. Ovi
hidrolizati se ¢vrsto vezuju za ACE na njegovom aktivnom mestu i spreavaju njegovo

vezivanje za angiotenzin | da bi se pretvorio u angiotenzin Il (Lo i Chan, 2005).

5.1.5.3. Antidiabetska aktivnost

Dijabetes je globalni zdravstveni problem koji uzima sve ve¢i zamah kako kod mlade tako
i starije populacije. Jedan od nacina leCenja jeste primenom inhibitora a-glukozidaze enzima
koji razlaze skrob do glukoznih jedinica i tako povecava nivo Secera u krvi. Na trziStu trenutno
postoji veliki broj sintetskih inhibitora kao $to su akarboza i maglitol koji se koriste u terapiji
dijabetesa. Medutim, sve je veca potreba za adekvatnim zamenama sintetskih inhibitora.
Poznato je polifenolne komponente imaju izraZeni inhibitornu aktivnost, ali pored njih sve veéu

paznju imaju proteini i njihovi peptide.

U radu je ispitana inhibitorna sposobnost enzima a-glukozidaze hidrolizata Pl kajsije i
Sljive nakon pepsina. Dobijeni rezultati izrazeni su preko koncentracione zavisnosti od

inhibitorne aktivnosti (1Cso) i prikazani su u Tabeli 8.
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Osim hidrolizata ispitana je 1 inhibitorna aktivnost P kajsije i $ljive. Dobijene su vrednosti
IC50 PI sljive koje pokazuju vecu inhibitornu sposobnost u odnosu na PI kajsije. Najmanju
inhibitornu sposobnost pokazuje PICP kajsije sa 467,29 mg/mL, dok je najveca izrazena kod
PICP S$ljive sa 232,45 mg/mL. Ovo ukazuje na potencijal primene Pl kajsije i $ljive kao
suplemenata i dodataka u raznim prehrambenim proizvodima koji mogu da se koriste u ishrani
dijabeti¢ara. Konzumiranjem ovih PI oslobodaju se peptide koji treba dalje da inhibiraju a-
glukozidazu prisutnu u tankom crevu. Stoga, prati se inhibitorna sposobnost Pl nakon prolaska
kroz zeludac tj. posle pepsin faze. Prolaskom u creva nastali peptidi imaju sposobnost da
inhibiraju prisutnu a-glukozidazu. Prikazani rezultati u Tabeli 8, ukazuju da PI kajsije i §ljive
ispoljavaju svoje inhibitorno dejstvo nakon digestije pepsinom. Digesti pepsina za Pl pokazuju
identi¢no ponasanje kao nativni PI, sa najmanjom inhibicijom za PICP kajsije sa 15,46 uL 1
najvecom za PICP $ljive sa 13,23 pL. Opisani rezultati su uporedivi sa saznanjima Lacroix i
Li-Chan (2013) koji navode da pepsinski hidrolizati surutke inhibiraju enzim a-glukozidazu i

tako omogucavaju regulaciju Secera u krvi.

Ova saznanja sugeriSu da proteinski izolati i1 njihovi hidrolizati sa inhibitornim
aktivnostima a-glukozidaze imaju potencijal da poboljsaju regulaciju glukoze u krvi
zahvaljujuci svojoj sposobnosti da usporavaju i inaktivaciju crevnu svarljivost ugljenih hidrata.
Takode, da bi se dokazalo dejstvo ovih peptide kod ljudi neophodne su klini¢ke studije koje ni

potvrdile ova preliminarna istrazivanja.

5.1.5.4.  Analiza glavnih komponenti

U ovom istrazivanju, koriS¢ena je analiza glavnih komponenata (PCA), za prikazivanje i
grupisanje rezultata u faktorskoj ravni, na osnovu rezultata eksperimentalnih merenja. PCA je
viSeparametarska matematicka metoda u kojoj se ispituju korelacija izmedu promenljivih i na

osnovu toga se broj promenljivih smanjuje, a odreduju se nove, faktorske koordinate.

Graficko prikazivanje trendova u procesu i uo€avanje razli¢itosti izmedu uzoraka izvrSeno
je u prvoj faktorskoj ravni (faktorske koordinate 1 i 2), na osnovu sprovedene analize glavnih
komponenata (Slika 27). Sa Slike 27 se uocava da prve dve faktorske koordinate prikazuju
91,66% ukupne varijabilnosti, §to se smatra dovoljnim za prikaz celokupne varijabilnosti. U
smeru rasta polova, rastu i merene vrednosti datih promenljivih, za odredene uzorke. Tako, na

primer, uzorak Sljive CP ima povecanu vrednost ACE, a uzorak kajsija CP ima povecanu

92



Doktorska disertacija Jelena Cakarevié

vrednost a - glukozidaza. Uzorak kajsija SFE i kajsija CF ima povecanu vrednost ABTS,
DPPH.

Kajsija CP
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Slika 27. Graficki prikaz trendova za uticaj pepsina na proteinske izolate kajsije i sljive (CP i SFE) i
njihove bioloSke aktivnosti: ABTS i DPPH, inhibicija ACE i a-glukozidaze

Graficko prikazivanje trendova u procesu i uocavanje razli¢itosti izmedu uzoraka izvrseno
je u prvoj faktorskoj ravni (faktorske koordinate 1 i 2), na osnovu sprovedene analize glavnih
komponenata (Slika 28). Sa Slike 28 se uocava da prve dve faktorske koordinate prikazuju
99,71% ukupne varijabilnosti, §to se smatra dovoljnim za prikaz celokupne varijabilnosti.

Uzroci kajsije SFE 1 kajsije CP imaju najve¢e vrednosti DPPH, ABTS i ACE.
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Slika 28. Graficki prikaz trendova za uticaj pankreatina na proteinske izolate kajsije i sljive (CP i
SFE) i njihove bioloske aktivnosti: ABTS i DPPH, inhibicija ACE i a-glukozidaze

5.1.6. Bioloske osobine konjugata nakon in vitro digestije

Antioksidativna aktivnost konjugata i nativnog PI ispitana je metodom uklanjanja ABTS+
radikal katjona, pre i posle in vitro digestije. Dobijeni rezultati prikazani su grafi¢ki na Slici
29. Prikazani rezultati, pokazuju da nativni PI ne poseduje znacajnu AA (8,45%), za razliku od
konjugata ¢ija je AA znacajno veca (p < 0,05) u odnosu na Pl. Konjugati pokazuju porast AA
sa porastom koncentracije KK, koja je oko 10 puta veca u odnosu na nativni Pl. Ovako
formirani kompleksi pokazuju znacaj jer mogu da se primenjuju kao znacajni antioksidansi u
nekim od sistema, prehrambenim ili kozmeti¢kim. lako su konjugati pokazali slabiju
svarljivost (Slika 25) u odnosu na proteinski izolat, njihovi hidrolizati dobijeni nakon in vitro
digestije pokazuju dobru AA. Hidrolizat PI pokazuje porast od 20% u poredenju sa nativnim
PI, §to ukazuje na oslobadanje malih peptida tokom varenja koji pokazuju antioksidativnu

aktivnost (de Morais i sar., 2020).
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Slika 29. Antioksidativna aktivnost nativnog Pl i konjugata (K1, K2, K3) pre i nakon in vitro digestije

i indeks dostupnosti antioksidativne aktivnosti (IDAA)

Osim uticaja in vitro digestije na bioaktivnost (aktioksidativnu aktivnost) konjugata
ispitana je i biodostupnost bioaktivnih jedinjenja konjugatima. Biodostupnost je izrazena kroz
indeks dostupnosti antioksidativne aktivnosti (IDAA) koji predstavlja odnos antioksidativne
aktivnosti nakon i pre in vitro digestije. Da bi bioaktivna jedinjenja bila dostupna nakon
prolaska kroz digestivni trakt neophodno je da indeks dostupnosti ispitivanih jedinjenja ima
vrednosti iznad 1. Sa slike 29 se vidi da PI ima veliki indeks dostupnosti sa vredno$¢u od 4,34,
Sto se 1 ocekuje jer tokom digestije dolazi do oslobadanja hidrolizata koji su nosioci AA. Za
razliku od PI, konjugati imaju manje vrednosti IDAA, koja opada sa porastom koncetracije
polifenola u konjugatima (K1 1,58; K2 1,01; K3 0,87). Smanjenje dostupnosti AA u
konjugatima je posledica degradacije polifenola tokom procesa digestije koja se odrazava na
smanjenje AA. Na ukupnu vrednost AA proces digestije nema uticaj jer je njena vrednost

porasla usred prisustva bioaktivnih hidrolizata koji nastaju iz proteina.
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5.2. Proteini kao nosaci bioaktivnih jedinjenja

Ovo poglavlje doktorske teze opisuje proteinski izolat kao nosac u inkapsulaciji bioaktivnih jedinjenja. Opisana
je potreba za inkapsulacijom i sve vece interesovanje za primenu proteina kao nosaca. Dobijeni inkapsulati
karakterisani su kroz razne funkcionalne osobine, a ispitana je i njihova svarljivost u slucaju njihove primene kao
funkcionalnog dodatka ugradnjom u prehrambene proizvode. Hidrolizati dobijeni digestijom inkapsulata ispitani
su kao antioksidansi i inhibitori enzima odgovornih za regulaciju krvnog pritiska i glukoze u krvi.
Inkapsulacija bioaktivnih jedinjenja je tehnika koja omogucava ocuvanje i stabilnost
bioaktivnih jedinjenja tokom njihovog skladiStenja, ali i primene u raznim formulacijama.
Pored oCuvanja stabilnosti ovih jedinjenja jako je bitna i njihova ,,sudbina® tokom prolaska
kroz digestivni trakt. Prolaskom kroz digestivni trakt mnoga jedinjenja gube na svojoj
aktivnosti usled izloZenosti enzimima i uslovima digestije. Stoga, nosaci su tu da svojom

strukturom zastite 1 o€uvaju stabilnost 1 dostupnost bioaktivnih jedinjenja.

Dosadasnja istrazivanja ukazuju na sve ¢eS¢u primenu proteina kao nosaca u procesu
inkapsulacije. Pored svojih funkcionalnih osobina, proteini se sve vise koriste zbog nutritivne
vrednosti i moguénosti oslobadanja bioaktivnih hidrolizata. S obzirom, na dobre funkcionalne
osobine i1 njegovu svarljivost 1 nutritivni kvalitet, ispitana je mogucénost primene proteinskog
izolata tikve (PI) kao nosaca bioaktivnih jedinjenja. Aktivha komponenta c¢ija bioaktivna
jedinjenja su inkapsulirana radi osetljivosti na spoljasnje faktore i gubitka aktivnih komponenti
jeste sok cvekle (SC). Cvekla je jedno od najmocnijih povrtnih sorti sa visokim sadrzajem
bioaktivnih jedinjenja i izrazenom antioksidativhom aktivnoséu koje moze da ima znacajan
uticaj na zdravlje ¢oveka (Canadanovié-Brunet i sar., 2011). Kao tehnike inkapsulacije
primenjene su frezee drying (FD), odnosno liofilizacija, i spray drying (SD), odnosno susenje
u struji toplog vazduha. Proces inkapsulacije karakterisan je vrednoS¢u efikasnosti
inkapsulacije (El), a dobijeni inkapsulati karakterisani su fizi¢ko-hemijskim osobinama i

ispitivanjem stabilnosti i dostupnosti nakon in vitro digestije.

5.2.1. Efikasnost inkapsulacije

Efikasnost inkapsulacije predstavlja odnos izmedu ukupnih fenola i povrsinski vezanih
fenola, aktivnih materija prisutnih u soku cvekle, u dobijenim inkapsulatima. Mnogi faktori
kao $to su vrsta nosaca i aktivne komponente, tehnika i uslovi inkapsulacije imaju veliki uticaj

na El. Vrednosti El za obe tehnike inkapsulacije prikazane u Tabeli 9. Izracunate vrednosti za
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El za inskapsulate su 91.80 + 0.24% za FD tehniku, i 74.75 = 1.11% za SD tehniku. Dobijeni
rezultati ukazuju na efikasan proces inkapsulacije, sa izrazito visokim vrednostima ukupnih
fenola u oba slucaja inkapsulacije. Navedene vrednosti znacajno su vece za FD tehniku, sto
znaci da tehnika suSenja ima veliki uticaj na EI. Razlog tome mozZe biti to Sto se pripremljena
suspenzija nosaca i aktivne komponente susi direktno bez prethodne atomizacije i izlaganja
visokim temperaturama. Tokom SD tehnike suSenja prilikom rasprsivanja kapljica suspenzije
u struji toplog vazduha moze do¢i i do degradacije fenolnih komponenti $to se odrazava i na

sam proces inkapsulacije (Saikia i sar., 2015).

Proteini u inkapsulaciji povecavaju bezbednost hrane jer se mogu koristiti kao dobra
zamena za sinteticke nosace koji mogu izazvati mnoge nezeljene efekte. Do slicnih zapazanja
dosli su Tumbas-Saponjac i sar. (2016) u inkapsulaciji ekstrakta komine cvekle na proteinu
soje. Na osnovu rezultata prikazanih u Tabeli 9 zapaza se potencijal proteinskog izolata uljane

pogace tikve kao dobrog nosaca prirodnog porekla u inkapsulciji bioaktivnih jedinjenja.

Tabela 9. Efikasnost inkapsulacije dobijenih inkapsulata primenom freeze drying i spray drying tehnike

UF (mg/100 g) PF (mg/100 g) El (%)
Freeze drying 491,30 +0,98° 37,71+ 0,727 91,80 + 0,24°
Spray drying 354,30 +£ 0,232 87,10 + 0,54° 74,75 +1,11°

Vrednosti u istim kolonama statisticki se znacajno (p < 0,05) razlikuju. Rezultati su prikazani kao aritmeticka sredina +

standardna devijacija (n = 3).

5.2.2. Bojainkapsulata

Boja je karakteristika od koje zavisi prihvatljivost proizvoda od strane potroSaca pa time
predstavlja i senzornu karakteristiku. Pracenje boje kao parametra je jako bitno i proverava se
u svim fazama proizvoda, od proizvodnje do njegove stabilnosti i trajnosti. Boja u
inkapsulatima uslovljena je bojom soka cvekle koji se inkapsulira na proteinskom izolatu
uljane pogace tikve kao nosacu. Izrazava se pra¢enjem vrednosti parametara L*, a* i b*, koje

su prikazane u Tabeli 10.
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Tabela 10. CIE Lab hromatski parametri proteinskog izolata tikve i njegovog inkapsulata sa sokom
cvekle dobijenih freeze drying i spray drying tehnikama

L" a" b*
Freeze drying
Pl 87,60 + 0,04° -2,23+£0,012 11,02 + 0,03¢
PI-sC 31,18 £0,01° 13,38 + 0,014 5,96 + 0,02°
Spray drying
Pl 91,75 + 0,00¢ -1,95 + 0,00° 4,67 +0,01°
PI1-SC 72,40 + 0,06° 1,47 +£0,03° 23,91 + 0,044

Vrednosti u istim kolonama statisticki se znacajno (p < 0,05) razlikuju. Rezultati su prikazani kao aritmeticka sredina +

standardna devijacija (n = 3).

Proteinski izolat u slu¢aju SD susenja ima izraZenu visoku vrednost L” parametra i niske
vrednosti parametaraa” i b (L"=91,75; a'=-1,95; b"=4,67), dok proteinski izolat u slu¢aju FD
suSenja ima nizu vrednost L” parametra i vi$u vrednost parametara b~ (L"=87,60; a"=-2,23;
b"=11,02). Na osnovu ovih vrednosti, zapazeno je da FD uzorak proteinskog izolata ima bledo
zuékastu boju u odnosu na SD uzorak. U sluéaju inkapsulata, parametri boje se potpuno
razlikuju u odnosu na tehniku inkapsulacije, moze se zakljuciti to da uslovi u procesu
inkapsulacije imaju veliki uticaj na boju finalnog proizvoda. FD inkapsulat ima ve¢u vrednost
parametraa’, u odnosu na SD inkapsulat, $to ukazuje na bolje o¢uvanje crvene boje koja potice
od pigmenata betalaina iz soka cvekle. Nasuprot tome, SD inkapsulati imaju izraZeniju
vrednost parametra b” $to ukazuje na pojavu zutih podtonova i razgradnju crvenog pigmenta
tokom procesa susenja. Ove razlike u boji mogu biti posledica visokih temperature kojima se
uzorci izlazu tokom spray drying tehnike inkapsulacije. Sli¢éno ponasanje inkapsulata zapazeno
je od strane drugih autora koji ukazuju da tehnika inkapsulacije ima veliki uticaj na boju
finalnog inkapsulata, npr. Ogrodowska i sar. (2017) koji su istrazivali inkapsulaciju ulja
semena bundeve, kao i Sharma i sar. (2013) koji su istrazivali inkapsulaciju ekstrakta pulpe

manga.
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5.2.3. Karakterizacija inkapsulata

5.2.3.1.  Morfoloske osobine inkapsulata

Morfoloske karakteristike dobijenih inkapsulata analizirane su skeniraju¢im elektronskim
mikroskopom (SEM), a dobijeni rezultati prikazani su na Slici 30. Analiziraju¢i SEM
mikrografije, uo¢avamo da inkapsulati, imaju potpuno drugaciju morfologiju u zavisnosti od
primenjene tehnike susenja. Inkapsulati dobijeni SD tehnikom (Slika 30b, 30d) imaju sferne,
uniformne Cestice, razli¢itog precnika i udubljenja. Prah dobijen na ovaj nafin mnogo je
rastresitiji, a udubljenja koja se nalaze na pojedinim povrSinama Cestica nastala su usled
skupljanja Cestica nakon drasti¢nog gubitka vlage. Sa druge strane, inkapsulati dobijeni FD
tehnikom (Slika 30a, 30c) imaju Cestice nepravilnog oblika i veli¢ine, koje podsecaju na
slomljeno staklo ili pahuljice. Ovakve Cestice nastaju usled jako niskih temperatura tokom
procesa zamrzavanja i suSenja. Slicne morfoloske osobine raznih inkapsulata soka borovnice

na maltodekstrinu i proteinu surutke kao nosac¢ima opisane su od strane Darndiadi i sar. (2018).

b) X1.0 k 100 pm

c) X500 200 pm d) X1.0 k 100 pm

Slika 30: SEM mikrografije: (a) FD PI sa uvecanjem od 500; (b) SD PI sa uve¢anjem od 1000; (C)
FD inkapsulat sa uvecanjem od 500; (d) SD inkapsulat sa uvec¢anjem od 1000
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5.2.3.2. FTIR spektrometrija inkapsulata

Infracrvena spektrometrija sa Furieovom transformacijom (FTIR) primenjena je za analizu
interakcija izmedu nosaca i aktivne komponente tokom procesa inkapsulacije. Slika 31
prikazuje FTIR spektre uzoraka dobijene freeze (Slika 31a) i spray (Slika 31b) drying
tehnikom, gde su 1-spektar soka cvekle, 2-spektar proteinskog izolata uljane tikve i 3-spektar
inkapsulata.

Sa Slika se uocava da spektri bez obzira na tehniku susenja imaju skoro identi¢an profil.
Na spektar 1 moze se uogiti izrazen pik na ~1600 cm™ koji poti¢e od betalaina pigmenata
karakteristi¢nih za cveklu, dok se trake izmedu 3500 i 3000 cm™ mogu pripisati prisustvu OH
grupa. Spektri 2 imaju identi¢ne profile sa pikovima na talasnim duzinama koje su
karakteristicne za proteinske strukture. Tako pik u regiji od 2800-3000 cm™ poti¢u od
adsorpcije C-H veze, pik na ~1630 cm™ odgovara Amid | strukturi (istezanju veza C=0,
vodoniénim vezama i prisustvu COO- grupa), pikovi na ~1540 cm™ i ~1440 cm™ pripadaju
Amid Il strukturi (istezanje C-N i savijanje N-H veza), i pik ~1060 cm™ (odgovara istezanju
C-O veze). Spektri 3 su sli¢nih profila sa dodatno pojacanom apsorbcijom na istim talasnim
duzinama koje su prisutne u profilima spektra 1 i spektra 2. U spektru inkapsulata uo¢avamo
da je doslo do preklapanja traka koje pripadaju betalainima sa trakama nosaca, Sto znaci da je
doslo do formiranja fizicke smeSe unutar inkapsulata bez dodatnih hemijskih interakcija.
Najveca promena koja se uoCava u spektru smese inkapsulata jeste intenzivna apsorbcija na
1060 cm™* koja moZe ukazivati na potencijalne interakcije koje nastaju izmedu nosaca i aktivne
komponente ili do konformacijskih promena u samom nosa¢u. Medutim, pojava intenzivnijih
pikova ne ukazuje na pojavu novih interakcija. Prema istrazivanju He i sar. (2016) dokazano
je da u interakciji fenolnih ekstrakata sa proteinima moze do¢i do pomeranja traka Amid I i

Amid II koje dovode do promena proteinske structure tj. a-helix.

Analizirani rezultati ukazuju na dobar odnos nosaca i aktivne komponente kod obe tehnike
inkapsulacije. Ovo ukazuje da je primena PI kao nosac¢a dobra i zadovoljavajuc¢a zastita oko

aktivne komponente, ¢ime se poveéava njena dostupnost i da se formira stabilnost.
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Slika 31: FTIR spektri nakon freeze drying (A) i spray drying (B) inkapsulacije: (1) sok cvekle. (2) proteinski

izolat uljane pogace tikve. (3) inkapsulat soka cvekle na na proteinu uljane pogace tikve

101



Doktorska disertacija Jelena Cakarevié

5.2.3.3.  Veli¢ina i raspodela veli¢ina Cestica inkapsulata

Raspodela veli¢ina Cestica predstavlja bitne kakakteristike inkapsulata, jer utice na druga
svojstva i1 dalju primenu dobijenih inkapsulata kao funkcionalnih proizvoda. Od veli¢ine
Cestica zavisi nacin i dalja iskoriS¢enost inkapsulata jer svojim prisustvom uti¢u na finalni
izgled i strukturu proizvoda. Velike Cestice mogu da imaju negativan uticaj jer svojim
prisustvom mogu da izazovu naprijatan osecaj prilikom konzumacije ovakvih proizvoda.
Nasuprot tome, manje Cestice su pozeljnije jer je veéa njihova dostupnost i distribucija pa je
time i veca dostupnost inkapsuliranih bioaktivnih jedinjenja. Raspodela veli¢ine cCestica
inkapsulata 1 proteinskih izolata odredena je uz pomoc¢ uredaja Mastersizer 2000 metodom
laserske difrakcije. Rezultati raspodele i veli¢ina Cestica prikazane su na Slici 32, dok je

veli¢ina Cestica uzoraka prikazana u Tabeli 11 kao zapreminski srednji pre¢nik kapi (D[4,3]).
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Slika 32: Velicina i raspodela velicina Cestica inkapsulata i proteinskih izolata dobijenih (A, B) freeze drying i
(C, D) spray drying tehnikama

Prikazani rezultati pokazuju da je raspodela i veli¢ina Cestica drugacija za razliCite tehnike
inkapsulacije. Na slikama 3a i 3b prikazana je distribucija ¢estica FD P1 i inkapsulata, dok slike
3¢ i 3d prikazuju distribuciju Cestica SD PI i inkapsulata. Sa Slika se vidi da uzorci dobijeni
SD tehnikom imaju unimodalnu distribuciju Cestica sa ujednaCenom veli¢inom cestica, dok
uzorci dobijeni FD tehnikom imaju bimodalnu distribuciju Cestica sa razli¢itim veli¢inama

Cestica. Razlog tome, jeste to Sto uzorci koji se dobijaju spray drying tehnikom pre ulasku u
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komoru za susSenje prolaze kroz mlaznicu pa se na taj nacin formiraju Cestice relativno
ujednacenog oblika i veli¢ine (Correia i sar., 2017). Stoga, ova tehnika je pogodna za
proizvodnju prahova malih i uniformnih ¢estica. Nasuprot tome, liofilizirani uzorci imaju
neujednacenu raspodelu Cestica zbog niskih temperature i nedovoljne energije za razbijanje
smrznutih kapljica. Medutim, uniformnost liofiliziranih uzoraka moguce je posti¢i naknadnim

mehanickim tretmanima kao $to su usitnjavanje ili mlevenje.

Na osnovu Tabele 11, mozZe se videte da su ¢estice SD uzoraka znatno manje u odnosu na

FD uzorke. Srednji pre¢nik Cestica FD uzoraka je 107,49 um za Pl i 201,37 um za PI-SC. Na

osnovu merenja, pokazano je da uzorak PI ima 10% Cestica ¢iji je pre¢nik manji od 7,88 pum,

50% ¢iji je preénik manji od 66,29 um, a 90% ¢iji pre¢nik manji od 269,44 um. Uzorak FD
167,86 pm, a 90% ¢iji pre¢nik manji od 421,18 um. Srednji precnik ¢estica SD uzoraka iznosi
4,48 pm za Pl i 4,02 um za PI-SC. Na osnovu merenja, pokazano je da uzorak Pl ima 10%

pre¢nik manji od 8,17 pm. Uzorak SD inkapsulata ima 10% cestica €iji je precnik manji od

1,62 pm, 50% ¢iji je pre¢nik manji od 3,76 pm, a 90% ¢iji pre¢nik manji od 6,96 pm.

Tabela 11. Srednji zapreminski precnik proteinskog izolata tikve i njegovog inkapsulata sa sokom

cvekle dobijenih freeze drying i spray drying tehnikama

Freeze drying Spray drying
pm Pl P1-SC Pl P1-SC
D [4,3] 107,49 201,37 4,48 4,02
d(0,1) 7,88 28,33 1,62 1,62
d (0,5) 66,29 167,86 3,93 3,76
d (0,9) 269,44 421,18 8,17 6,96
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5.2.4. Fizicke karakteristike inkapsulata

Fizicke osobine inkapsulata okarakterisane su razliCitim parametrima koji su bitni
pokazatelji kvaliteta inkapsulata prilikom njihove primene kao praskastih funkcionalnih
proizvoda. Tu spadaju parametri kao Sto su: aktivnost vode, sadrzaj vlage i higroskopnost Koji
su pokazatelji stabilnosti i mikrobioloske aktivnosti inkapsulata. Pored toga rastvorljivost
inkapsulata u vodi je veoma znacajan parametar za karakterizaciju praskastih formi jer od toga
zavisi mogucnost primene ovakvih proizvoda u prehrambenoj ili kozmeti¢koj industriji.
Nasipna gustina je fizicka karakteristika praskastih proizvoda od koje zavisi nacin skladistenja,
pakovanja i transporta. U slucaju proizvodnje i primene inkapsulata pozeljne su Vvisoke
vrednosti navedenih parametara da bi se takav proizvod smatrao pozeljnim za industrijsku
primenu. Vrednosti navedenih parametara za ispitivane uzorke inkapsulata prikazane su u
Tabeli 12.

Tabela 12. Fizicke karakteristike inkapsulata i proteinskih izolata nakon freeze i spray tehnike

Uzorak aw Sadriaj Higroskopnost Rastvorljivost Nasipna gustina
vlage (%) (Guocs/ 100 ) (%) (g/mL)
Freeze drying
Pl 0,02+0,005* 1,73 +0,026 27,33 £ 0,015° 61,40 + 0,08° 0,18 + 0,015%
PI-SC 0,05+ 0,003 6,42 +0,170° 16,29 + 0,010° 58,75+ 0,09° 0,43 £0,015°
Spray drying
Pl 0,14 £ 0,006° 4,80 + 0,015° 28,65 + 0,015¢ 79,25 +0,08° 0,31 +0,010°
PI-SC 0,19+0,006¢ 5,57 +0,020° 18,32 +0,010° 83,15 + 0,051 0,52 +0,0101

Vrednosti u istim kolonama statisticki se znacajno (p < 0,05) razlikuju. Rezultati su prikazani kao aritmeticka sredina +

standardna devijacija (n = 3).

Aktivnost vode (aw) je vrednost koli¢ine slobodne vode koja moze da uzrokuje biohemijske
reakcije u proizvodima i tako uti¢e na rast i razvoj mikroorganizama. Proizvod ¢ija je aw
vrednost niza od 0,3 smatra se mikrobioloski i hemijski stabilnim. Visoke vrednosti aw ukazuju
na dostupnu slobodnu vodu koja skracuje rok trajanja praha ili proizvoda (Yoshie-Stark i sar.,
2004). Prema Tabeli X, inkapsulati imaju aw vrednosti nize od 0,2 pa se smatraju bezbednim
proizvodom sa potencijalom primene u razli¢itim proizvodima. Takode, nakon statisticke

analize prikazanih rezultata, i ovde se moze zakljuciti da su metode inkapsulacije znac¢ajno
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uticale na aw vrednost dobijenih inkapsulata (p < 0,05). Dalje, jako bitan parametar koji figurise
u stabilnosti i dugotrajnosti proizvoda jeste sadrzaj vlage, koji predstavlja sadrzaj vode u
sistemu. Svaki praSkasti proizvod se smatra mikrobioloski stabilnim i bezbednim ako ima
sadrzaj vlage manji od 5%. Na osnovu dobijenih rezultata, vidi se da proteinski izolati imaju
sadrzaj vlage koji ispunjavaju Kriterijume kvaliteta praskastih proizvoda. Za SD Pl sadrzaj
vlage iznosi 4,80%, dok za FD PI 1,73%. Medutim, inkapsulati imaju veéi sadrzaj vlage. za
SD inkaspulat on iznosi 5,57%, a za FD inkapsulate je 6,42%. Sli¢ne rezultate dobili su Bhusari
i sar. (2014) i Bazaria i Kumar (2016) za protein surutke. Razlog tome, jeste sposobnost
proteina za zadrZzavanjem vlage S$to uti¢e na prisustvo veceg sadrZaja vlage u odnosu na druge

nosace (Correia i sar., 2017).

Higroskopnost se definiSe kao sposobnost materijala da apsorbuje vlagu iz okoline. S
obzirom da apsorbovana voda pokrece mnoge enzimske i hemijske reakcije u proizvodu,
higroskopnost je parametar koji ukazuje na stabilnost proizvoda. Uzorci sa manjim
vrednostima higroskopnosti (ispod 20 gvode/100 g uzorka) su laksi za skladistenje i rukovanje.
Higroskopnost inkapsulata 1 proteinskih izolata pra¢ena je tokom sedam dana na sobnoj
temperaturi od 25 °C pri relativnoj vlaznosti od 75,29% i prikazana je u Tabeli 12. Prema
dobijenim rezultatima vidi se da inkapsulati imaju nize vrednosti higroskopnosti u odnosu na
sam PI. Takode inkapsulati dobijeni FD tehnikom imaju manju higroskopnost (16,29 gvode/100
g) od inkapsulata dobijenih SD tehnikom (18,32 gvode/100 Q).

Rastvorljivost praskastih proizvoda kao $to je ve¢ re¢eno od velikog je znacaja za njihovu
implementaciju u razlic¢ite sisteme. Rastvorljivost se defini$e kao koli¢ina rastvorljive materije
U odredenoj zapremini vode. Prema rezultatima iz Tabele 12, utvrdena je dobra rastvorljivost
za obe vrste inkapsulata. Rastvorljivost inkapsulata u vodi na 25 °C, krece se u rasponu od 58%
do 83%. Morfologija inkapsulata i veli¢ina Cestica imaju veliki uticaj na rastvorljivost, kao i
tehnika inkapsulacije. Prema tome, evidentno je da inkapsulati pripremljeni SD tehnikom
inkapsulacije imaju vecu rastvorljivost u poredenju sa inkapsulatima pripremljenim FD
tehnikom inkapsuliranja zbog ¢injenice da SD inkapsulati imaju Cestice manjih veli¢ina i
uniformne raspodele veli¢ine Cestica. Do sli¢nih saznanja dosli su Hu i sar. (2010) za proteinski

izolat soje kao nosaca i Joshi i sar. (2011) za proteinski izolat so¢iva kao nosaca.

Nasipna gustina se definise kao odredena masa praskastog uzorka koja zauzima odredenu
zapreminu. Iz Tabele 12 se uoc¢ava da FD uzorci imaju niZu nasipnu gustinu u odnosu na iste

uzorke dobijene SD tehnikom. Ova pojava moze biti povezana sa manjim sadrzajem vlage kod
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FD uzoraka, pa je samim tim i nasipna gustina manja. Takode niske nasipne gustine za

liofilizirane uzorke zabelezili su Darniadi i sar. (2018) i Joshi i sar. (2011) u svojim studijama.

5.2.5. Invitro digestija inkapsulata

Pored ispitanih fizi¢kih osobina, jako je vazno da inkapsulati budu svarljivi, $to je jedna od
bitnih karakteristika kao funkcionalnih proizvoda koji mogu da budu dodatak u raznim
prehrambenih formulacijama. Osim $§to je inkapsulacija bioaktivnih jedinjenja nacin njihove
zaStite od degradacije pod uticajem spoljnih faktora, bitno je da omoguci siguran transport i
oslobadanje aktivne komponente nakon prolaska kroz digestivni trakt. Tokom digestije
inkapsulata, pod dejstvom digestivnih sokova, pH i enzima dolazi do oslobadanja aktivne
komponente iz nosaca i njenog oslobadanja na ciljano mesto delovanja. Prolaskom inkaspulata
kroz digestivni trakt osim oslobadanja aktivne komponente dolazi do hidrolize proteinskih
nosaca i oslobadanja njihovih hidrolizata koji mogu imati razne zdravstvene efekte. Sve ovo,
u poslednjih nekoliko godina, istrazivanje usmerava na ispitivanje svarljivosti inkapsulata i

njihove “sudbine” nakon prolaska kroz digestivni trakt.

Svarljivost dobijenih inkapsulata odredivana je metodom in vitro digestije. Kao $to je ve¢
opisano u teorijskom delu (Poglavlje 3.1), in vitro digestija je simulacija digestivnog trakta
Coveka. Predstavlja simultani enzimski proces delovanja dva uzastopna enzima pepsina i
pankreatina, pri odredenim uslovima pH i temperature. In vitro digestija Pl i njihovih

inkapsulata opisana je pracenjem stepena hidrolize (DH) proteina tokom vremena (Slika 33).
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Slika 33. Vremenski tok in vitro digestije proteinskih izolata i inkapsulata nakon (a) freeze i (b) spray

tehnike primenom proteaza, pepsin i pankreatin

106



Doktorska disertacija Jelena Cakarevié

Sa Slike 33 vidimo da tokom prve faze digestije, sa pepsinom (nakon 60 min), se postizu
velike vrednosti DH. Vrednosti DH za FD uzorke su 39% za Pl i 44% za PI-SC, dok za SD
uzorke su 42% za Pl i 39% za PI-SC. Ovako visoke vrednosti DH ukazuju da je pepsinom
hidrolizovan najveé¢i deo proteina, jer ve¢ nakon 10 min digestije PI i inkapsulati dostizu
vrednost DH od oko 30%. Dalja digestija uzoraka, sa pankreatinom (nakon 120 min), dovodi
do manjeg porasta DH. Vrednosti DH za FD uzorke su 55% za Pl i 46% za P1-SC, dok za SD
uzorke su 59% za Pl i 41% za P1-SC. Prema dobijenim rezultatima, porast DH tokom 120 min
in vitro digestije ukazuje na dobru svarljivost uzoraka. Svarljivost Pl je ocekivana i u skladu
sa prethodnim istrazivanjima (Popovi¢ i sar., 2017) koja dokazuju svarljivost PI tikve jer se
dostizu visoke vrednosti DH tokom in vitro digestije. Nakon potpune digestije inkapsulati vidi
se da inkapsulati imaju manji DH u odnosu na njihove PI. Ovo moze biti posledica interakcije
proteina sa polifenolima iz soka cvekle, jer prisustvo grupa iz fenola mogu da blokiraju aktivne
centre proteina i tako smanje pristup supstrata enzimu pa su i vrednosti DH inkapsulata manje
u odnosu na same supstrate (Tailor i sar., 2009; Visentini i sar., 2019). Prikazani rezultati,
pokazuju da su dobijeni inkapsulati svarljivi, i da kao takvi mogu naéi primenu kao
funkcionalni dodaci hrani ili kao suplementi. Pored toga, ovako dobijeni hidrolizati mogu
pokazati niz bioloski aktivnih osobina koje mogu imati blagotvoran uticaj na zdravlje ¢oveka.
Stoga je ispitivanje dostupnosti i raspolozivosti potencijalnih bioaktivnih osobina nastalih
hidrolizata bila slede¢a faza u karakterizaciji proteinskih izolata kao nosaca bioaktivnih

jedinjenja.

5.2.6. Bioloske osobine inkapsulata nakon in vitro digestije

Hidrolizati dobijeni in vitro digestijom, nakon enzimske hidrolize pepsinom i
pankreatinom, mogu da poseduju razli¢ite bioloske aktivnosti. Stoga, ispitan je sadrzaj aktivnih
komponenti (ukupni fenoli i betalaini) i njihova dostupnost u inkapuslatima, kao i

antioksidativna, antidijabetska i antihipertenzivna aktivnost.

5.2.6.1.  Sadrzaj i dostupnost aktivnih komponenti u hidrolizatima inkapsulata

Cilj inkapsulacije jeste da zastiti aktivne komponente od spoljnih uticaja kao Sto su svetlost,
toplota, vlaga i tako spre¢i njihovu degradaciju. Osim toga, inkapsulacijom je moguce

obezbediti transport 1 prolazak aktivnih komponenti kroz digestivni trakt ¢oveka i omoguciti

107



Doktorska disertacija Jelena Cakarevié

njihovu dostupnost na ciljanim mestima delovanja. U dobijenim inkapsulatima prisutne
polifenolne komponente i betalaini skloni su degradaciji prilikom izloZenosti enzimima pri
¢emu gube svoju aktivnost i nutritivnu vrednost. S obzirom, da su ove komponente sadrzane u
SC koji je inkapsuliran u proteinskom nosacu, pra¢en je njihov sadrzaj i dostupnost u
hidrolizatima inkapsulata. Sadrzaj polifenola i betalaina izraZzena je u mg GAE/betalaina po g

inkapsulata, dok je dostupnost izraZzena u procentima (Tabela 13).

Sadrzaj ukupnih fenola se znacajno razlikuje (p < 0,05) u zavisnosti od tehnike
inkapsulacije koja je primenjena u ovom radu. Inkaspulati pre prolaska kroz GID imaju
znacajan sadrZzaj ukupnih fenola (59 mg GAE/g za FD inkapsulat i 51 mg GAE/g za SD
inkapsulat). Nakon in vitro digestije sadrzaj ukupnih fenola je smanjen (13 mg GAE/g za FD
inkapsulat i 19 mg GAE/g za SD inkapsulat). Dostupnost fenolnih komponenti nakon prolaska
inkapsulata kroz GIT iznosi oko 22% za FD hidrolizat, dok je kod SD hidrolizata jos izraZenija
sa 37%. Ovakvi rezultati pokazuju da PI koris¢en kao nosac u inkapsulaciji SC moze da zastiti
u velikoj meri fenolne komponente od degradacije prilikom izlozZenosti uslovima GIT-a.
Dostupne fenolne komponente imaju potencijal da budu apsorbovane u krvotok odakle se dalje
tranpsortuju na ciljana mesta delovanja. Poznato je da su polifenoli jako dobri antioksidanti pa
svojim prisustvom mogu da doprinesu antioksidativnoj aktivnosti inkapsulata i tako unaprede

njihovu potencijalnu primenu u ishrani ¢oveka (de Morais i sar., 2020).

Tabela 13. Dostupnost ukupnih fenola i betalaina pre i nakon in vitro digestije u inkapsulatima

dobijenim tehnikama freeze i spray drying

PI-SC
Freeze drying Spray drying
UF (mg GAE/g inkapuslata)
Pre GIT 59,43 + 0,49° 50,77 £ 0,252
Posle GIT 13,24 + 0,262 18,94 +0,14°
Dostupnost (%) 22,28 + 0,417 37,30 +0,13°
Betalaini (mg/g inkapsulata)
Pre GIT 2,27 +0,15° 2,54 + 0,09
Posle GIT 0,30 £ 0,01° 0,25+0,01°
Dostupnost (%) 13,22 +0,25° 9,84 +0,25?

Vrednosti u istim redovima statisticki se znacajno (p < 0,05) razlikuju. Rezultati su prikazani kao aritmeticka sredina +

standardna devijacija (n = 3).
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Betalaini imaju isti sadrzaj u inkapsulatima pre digestije bez obzira na tehniku inkapuslacije
I on iznosi oko 2 mg/g inkapsulata. Nakon in vitro digestije, sadrzaj betalaina je smanjen na
0,30 mg/g inkapsulata za FD i 0,25 mg/g inkapsulata za SD. U odnosu na fenolne komponente
dostupnost betalaina u inkapsulatima nakon in vitro digestije je mnogo manja, svega 13% za
FD i 9% za SD inkapsulate. Manja dostupnost kod SD inkapsulata je povezana i sa gubitkom
dela crvenih pigmenata tokom inkapsulacije zbog izlozenosti visokim tmperaturama u struji
toplog vazduha. Tokom digestije betalaini se u velikoj meri razgraduju jer predstavljaju jako

osetljive pigmente narocito na promene pH, $to prati proces digestije.

5.2.6.2. Antioksidativna aktivnost

Antioksidativna aktivnost (AA) digesta pra¢ena je metodama neutralizacije DPPHe
radikala i ABTS+ katjon radikala. Dobijeni rezultati prikazani su na Slici 34. Prema rezultatima
svi uzorci poseduju aktioksidativnu aktivnost posle obe faze digestije. sa razli¢itim
vrednostima za primenjene testove. U slucaju Ple antioksidativna aktivnost poti¢e od peptida

(ili hidrolizata) koji nastaju delovanjem enzima.
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Slika 34. Antioksidativna aktivnost hidrolizata proteinskog izolata tikve i inkapsulata soka cvekle na

proteinskom izolatu nakon in vitro digestije

Kod ABTS metode vrednosti antioksidativne aktivnosti za oba Pl su oko 90% posle svake
faze (pepsin i pankreatin) digestije. Visoke vrednosti AA su u korelaciji sa DH koji ukazuje na

velike peptidne frakcije tj. veliku koncentraciju peptida koji poseduju antioksidativnu
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aktivnost. Digesti SD inkapsulata imaju izrazenu sposobnost neutralizacije slobodnih radikala
sa visokom AA vrednosti od oko 85%. Aktivnost dobijenih digesta se ne narusava tokom
digestije jer je aktivnost oslobodena tokom pepsinske digestije zadrzana i nakon digstije sa
pankreatinom. Digesti FD inkapsulata pokazuju drugacije ponasanje u odnosu na prethodno
opisan uzorak. Posle prve faze digestije (pepsin) AA iznosi 85%. dok posle druge faze
(pankreatin) digestije dolazi do blagog pada aktivnosti na 66%. Uzrok pada aktivnosti moze
biti promena pH tokom digestije koja uti¢e na merenje aktivnosti i degradacije fenolnih
komponenti koje poti¢u od soka cvekle koje nose deo AA aktivnosti pored oslobodenih peptide

1z nosaca.

Kod DPPH metode uzorci pokazuju drugacije ponasanje u odnosu na prethodno opisane
uzorke. Svi uzorci dobijeni posle in vitro digestije pokazuju odredeni nivo AA ali sa padom
aktivnosti posle druge faze tj. digestije sa pankreatinom. Ovakav obrazac ponaSanja moze biti
iz viSe razloga. Jedan od njih jeste rastvarac¢ koji se koristi u testu 1 afinitet izmedu reaktivnih
grupa uzorka i antioksidansa. DPPH reagens je rastvorljiv u organskim rastvara¢ima pa samim
tim metoda ima veci afinitet prema hidrofobnim uzorcima. pa je manje efektivan prema
hidrofilnim antioksidasima kao Sto su digesti (Popovi¢ i sar., 2017). Pored toga, dobijeni
digesti pokazuju sposobnost za neutralizaciju DPPHe radikala. VVrednosti AA za oba PI1 su oko
45 % posle prve faze digestije, a oko 25 % posle druge faze digestije. Digesti FD i SD
inkapsulata pokazuju isto ponasanje, aktivnost posle digestije pepsinom je oko 82 % nakon
Cega opada na 60 % posle digestije sa pankreatinom. U odnosu na njihove Ple digesti
inkapsulata pokazuju ve¢u AA koja potice od oslobodenih peptida iz proteinskog nosaca i

fenolnih jedinjenja iz aktivne komponente.

Prema opisanim rezultatima pokazano je da proteinski izolat uljane pogace tikve moze biti
dobar nosa¢ bioaktivnih jedinjenja i omogucéi njihov transport kroz gastrointestinalni trakt sa
sposobnos§c¢u postepenog oslobadanja aktivnih jedinjenja i mogucnoséu da ih zastite od reakcija
oksidacije. Osim toga, proizvodi kao §to su inkapsulati mogu biti potencijal za funkcionalnu
hranu jer prolaskom kroz Gl trakt pokazuju dobre antioksidativne osobine. Sli¢no zapazenje

opisao je Liu i sar. (2016) za protein surutke kao nosaca u inkapsulaciji kukurmina.
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5.2.6.3.  Antihipertenzivna aktivnost

Antihipertenzivna aktivnost ispitana je kao sposobnost aktivne komponente da inhibira
enzim angiotenzin | konvertaza (ACE). Sposobnost jedinjenja da inhibira ACE enzim pruza
moguénost potencijalne primene ovih jedinjenja u terapijske svrhe kao $to je sprecavanje
hipertenzije. Prema literaturi poznato je da proteinskih hidrolizata deluju kao ACE inhibitori
za razliku od njihovih nativnih proteina i najcesce su to peptidi malih molekulskih masa, sa
manje od 20 aminokiselina u svojim sekvencama (Vastag i sar., 2013). Na osnovu toga,
ocekivano je uzorci koji produ digestivni trakt u nekoj meri poseduju ACE inhibitornu
aktivnost jer ovako nastali hidrolizati su predstavljaju male peptide koji su dostupni da se
apsorbuju u krvotok i ispolje svoje delovanje. Antihipertenzivna aktivnost uzoraka odredivana
je nakon potpune in vitro digestije, hidrolize pepsinom i pankreatinom. Izrazena je preko 1Csg

(KL) vrednosti digesta i prikazana je u Tabeli 14.

Tabela 14. ACE inhibitorna vrednost hidrolizata proteinskih izolata tikve i inkapsulata soka cvekle na

proteinskom izolatu tikve nakon in vitro digestije, izrazena kao ICso

ICs0 (WL)
Pl P1-SC
Freeze drying 14,85+ 0,132 23,98 £ 0,03?
Spray drying 16,63 + 0,302 22,45 +0,12°

Vrednosti u istim kolonama statisticki se znacajno (p < 0,05) razlikuju. Rezultati su prikazani kao aritmeticka sredina +

standardna devijacija (n = 3).

Dobijeni rezultati pokazuju da PI nakon in vitro digestije tj. dobijeni hidrolizati poseduju
znacajnu ACE inhibitornu aktivnost sa I1Cso vrednostima od 14,85 pL za FD i 16,63 pL za SD.
Oslobadanje hidrolizata iz PI tikve koji pokazuju ovu inhibitornu aktivnost je o¢ekivano jer je
u prethodnim istrazivanjima dokazana ACE inhibitorna aktivnost proteina tikve nakon
hidrolize pojedinih proteaza (Popovi¢ i sar., 2017, Vastag i sar., 2013). Na osnovu ovih
rezultata moglo se o¢ekivati da i hidrolizati inkapsulata mogu da prolaskom kroz GIT poseduju
sposobnost inhibicije ACE zbog prisustva Pl tikve. Prikazane vrednosti 1Cso ACE inhibitornog
potencijala hidrolizata inkapsulata su za FD 23,98 pL i 22,45 pL za SD. Ove vrednosti
pokazuju da dobijeni hidrolizati inkapsulata imaju slabiju ACE inhibitornu aktivnost u odnosu

na sam PI koji se koristi kao nosa¢ u inkapsulaciji. Jedan od razloga moze biti manja
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koncentracija proteina u odnosu na ¢ist PI pa samim tim i manja zastupljenost hidrolizata koji
nose ovu aktivnost. Takode je moguée da prisustvo aktivnih komponenti iz SC umanjuje
dostupnost enzima aktivnim centrima supstrata i tako ispoljavaju manju aktivnost. Medutim,
ipak prisutna ACE inhibitorna aktivnost u inkapsulatima nakon njihovog prolaska GIT-a
govori u prilog potencijalu ovih proizvoda u lecenju ili prevenciji kardiovaskularnih bolesti.
Osim toga, dokazan je i potencijal primene proteina kao nosaca u procesu inkapsulacije jer se
na taj nacin dobijaju visoko nutritivni i bioloski aktivni proizvodi koji mogu da imaju znacajan
potencijal u ljudskoj primeni. Obe tehnike inkapsulacije daju sli¢ne rezultate pa mozemo reci
da tehnika inkapsulacije nema znacajnog uticaja (p > 0,05) na ACE inhibitornu aktivnost

finalnog proizvoda.

U prilog tome, govori i istrazivanje Vidovi¢ i sar. (2014) gde ekstrakti Satureje na

proteinskom nosacu imaju bolju aktivnost nego na nekom Seceru.

5.2.6.4. Antidijabetska aktivnost

Antidijabetska aktivnost hidrolizata inkapsulata ispitana je kao sposobnost aktivne
komponente da inhibira enzim a-glukozidazu. Inhibitori o-glukozidaze imaju moguénost
primene u terapiji i ishrani ljudi koji boluju od dijabetesa jer inhibicijom ovog enzima
sprecavaju razgradnju skroba do glukoznih jedinica koje tako povecavaju nivo Secera u krvi. S
obzirom, da je a-glukozidaza prisutna u tankom crevu sposobnost inhibicije ovog enzima
pracena je nakon prve faze digestije tj. in vitro digestije pepsinom. Inhibitorna sposobnost

inkapsulata nakon pepsina izrazena je procentom inhibicije (%) i prikazana na Slici 35.
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Slika 35. Inhibitorna aktivnost hidrolizata proteinskih izolata tikve i inkapsulata soka cvekle na

proteinskom izolatu tikve nakon in vitro digestije

112



Doktorska disertacija Jelena Cakarevié

Sinteticki inhibitori a-glukozidaze koji se koriste u terpaijske svrhe su najc¢esce Seceri ili
dertivati Secerne komponente, koje svojim delovanjem ostavljaju veliki broj nezeljenih efekata
po zdravlje ¢oveka. Stoga, potreba za inhibitorima prirodnog porekla je sve izrazenija. Veliki
broj jedinjenja prirodnog porekla kao §to su polifenoli, flavonoidi, tanini dokazano deluju kao
dobri inhibitori (Gongalves i sar. 2011; You i sar. 2012). Medutim, najnovija istrazivanja
paznju usmeravaju na peptide kao inhibitore a-glukozidaze, naro¢ito peptida iz hrane (Lacroix
i Li-Chan 2013; Ren i sar. 2016).

Prikazani rezultati (Slika 35) ukazuju na sposobnost oslobadanja peptida koji imaju
izrazenu inhibitornu sposobnost nakon delovanja enzima gastro faze tj. pepsina. Inhibitorna
aktivnost PI nakon pepsina je izrazena sa velikim procentom inhibicije, od 78% za FD i 59%
za SD. Bez obzira na tehniku suSenja izolata. njegovom digestijom sa pepsinom dobijaju se
peptidne frakcije koje izraZzavaju aktivnost sa preko 50% inhibicije. Sa druge strane, inkapsulati
nakon digestije sa pepsinom imaju manju inhibitornu aktivnost u odnosu na njihov PI. Procenat
inhibicije za PI-SC hidrolizata iznosi 41% za FD i 14% za SD. Delimi¢no visoka inhibitorna
sposobnost digesta FD inkapsulata potice od peptida koji se oslobadaju iz proteinskog nosaca
prisutnog u inkapsulatu, ali i polifenolnih komponenti iz soka cvekle. U sluc¢aju hidrolizata SD
inkapsulata postignuta je znac¢ajno manja aktivnost, §to moze biti i od delimi¢ne degradacije
fenolnih komponenti iz soka cvekle. Ovakvi rezultati sugeriSu da peptidi koji se oslobode
nakon prolaska kroz Zeludac imaju potencijal da reguliSu nivo glukoze u krvi zahvaljujuci
svojoj sposobnosti da inhibiraju enzim a-glukozidazu i spreée dalju razgradnju ugljenih hidrata

u crevima.
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5.3. Ugradnja proteinskih formulacija u matriks

U ovom poglavlju disertacije akcenat je na implementaciji inkapsulata soka cvekle na proteinskom izolatu
tikve u matriks. Kao matriks izabrano je cajno pecivo u koje je ugradnja inkapsulata radena na tri nivoa
koncentracije. Dobijenim keksima ispitivane su fizicko- hemijske osobine, kao i senzorska ocena i stabilnost tokom
skladistenja imitirajuci realne uslove. Takode, ispitana je svarljivost primenom metode in vitro digestije. U
dobijenim hidrolizatima ispitana je dostupnost bioaktivnih jedinjenja, kao i bioaktivnosti koje nastaju prolaskom
keksica kroz uslove digestivnog trakta.

Na osnovu obradenih fizickih i bioloskih karakteristika inkapsulata dobijenih FD i SD
tehnikom izabran je FD inkapsulat, soka cvekle na proteinskom izolatu uljane pogace tikve
dobijenog freeze drying tehnikom, kao nacin fortigikacije prehrambenog matriksa, a u cilju
kreiranja proizvoda unapredenih bioloskih, nutritivnih i teksturnih osobina. Za matriks je
odabrano ¢ajno pecivo (keks) kao jedan od proizvoda koji se koriste u svakodnevnoj ishrani i

konzumaciji.

Cajno pecivo je formulisano sa odredenim nivoom supstitucije pSeni¢nog bragna
inkapsulatom u cilju dobijanja proizvoda koji zadovoljava senzorske i fizicko-hemijske
karakteristike ovakvih proizvoda. Supstitucija je izvrSena na tri nivoa: sa 10 % (KO1), 15 %
(KO2) i 20 % (KO3) FD inkapsulata (Slika 36). Obogaceni keksi uporedivani su sa kontrolnim
keksom sa pSeni¢nim brasnom (KO) u cilju ispitivanja potencijala dobijanja keksa kao

funkcionalnog proizvoda koji bi ugradeni inkapsulat unapredio svojim bioloSkim osobinama.

u- : y . . .
KO ko1 KO2 KO3

Slika 36. Cajno pecivo na keksa obogacenog sa 10% (KO1), 15% (KO2) i 20% (KO3)

inkapsulata soka cvekle na proteinskom izolatu tikve dobijenih freeze drying tehnikom
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5.3.1. Fizi¢ke karakteristike

Sva ¢ajna peciva su pripremana oblikovanjem testa u Cetvrtastim modlama (duzine 40,20
mm i $irine 30,10 mm) priblizno jednake debljine i tezine i pri istim uslovima pecenja,
standardnim za ovakav tip proizvoda. Tokom pecenja kao i kod svakog brasneno-konditorskog
proizvoda dolazi do promena u dimenzijama. kao i narastanja i Sirenja ili skupljanja samog
testa. Dimenzione karakteristike i procenat kontrakcije i Sirenja testa nakon pecenja prikazane
su Tabeli 15.

Iz Tabele 15 se vidi da su svi uzorci priblizno istih dimenzija bez znacajnih statistickih
razlika (p > 0,05). Najvece promene uocene su u procentu Sirenja i kontrakcija keksi¢a, gde je
uocena znacajna statisti¢ka razlika (p < 0,05) kod keksa sa inkapsulatom (KO1, KO2, KO3) u
odnosu na kontrolni uzorak (KO). Procenat Sirenja testa je jedna od najvaznijih karakteristika
za odredivanje kvaliteta brasna za proizvodnju keksi¢a. Veéi procenat Sirenja proizvoda je
posledica malog kapaciteta zadrzavanja vode, pa su samim tim proizvodi sa ve¢im vrednostima
procenta Sirenja pozeljniji od onih sa nizim vrednostima. Obogaceni keksovi imaju veci
procenat Sirenja u odnosu na kontrolni uzorak $to ukazuje da inkapsulati imaju nizi kapacitet

zadrZavanja vode od pSeni¢nog brasna, $to je pozeljno svojstvo u konditorskoj industriji.

Tabela 15. Fizicke karakteristike cajnog peciva obogacenog inkapsulatima soka cvekle na proteinskom

izolatu tikve
Uzorak Tefina (g)  Dufina (mm)  Sirina (mm)  Visina (mm)  Sirenje (%)  Kontrakcija (%)
KO 485+0,14* 4180+0,90*° 32,40+0,30* 11,50+0,30* 2,81+0,08° -7,57 +1,01°
KO1 4,70+£0,090 43,50+0,90° 33,60+0,70° 10,50+0,20° 3,20+0,08°  -11,56 + 2,39"
KO2 4,84+0,07*° 44,80+0,80° 33,70+0,40° 10,70+0,10® 3,14+0,02®  -12,03 +1,25"
KO3 456 +0,07%° 44,60+0,50° 34,10+0,30° 10,60+0,20° 3,22+0,06°  -13,36 +0,98°

Vrednosti u istim kolonama statisticki se znacajno (p < 0,05) razlikuju. Rezultati su prikazani kao aritmeticka sredina +

standardna devijacija (n = 3).

Jos$ jedna od osobina koja je vazna prilikom karakterisanja proizvoda kao §to je keks, kao
potencijalnog funkcionalnog proizvoda koji moze da obogati i unapredi postojece trziste, jeste
boja. To je jedna od najbitnijih fizickih karakteristika prehrambenih proizvoda jer od nje
jednim delom zavisi senzorska ocena proizvoda. Boja ¢ajnog peciva okarakterisana je kroz

parametre L*, a* i b* koji su prikazani u Tabeli 16.
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Tabela 16. CIE Lab hromatski parametri cajnog peciva obogacéenog inkapsulatima soka cvekle na

proteinskom izolatu tikve

Jelena Cakarevic

Uzorak L* a* b* Tvrdoéa keksa (Q)
KO 76,70+0,31*  -0,51+0,13¢ 28,36+0,18° 8063 + 275°® 6237 + 764"
KO1 44,68 +0,96" 14,32+1,04° 22,65+0,84° 6829 +515"° 5288 + 2046"°
KO2 38,93+0,19° 16,97 £0,44> 18,37 +0,68° 7650 + 12024° 7045 + 397A%®
KO3 37,02+0,219 17,82+0,83* 17,51+0,31¢ 9187 +190"* 8963 * 46242

Vrednosti u istim kolonama statisticki se znacajno (p < 0,05) razlikuju. Rezultati su prikazani kao aritmeticka sredina +

standardna devijacija (n = 3).

Obogaceni keksi imaju izraZzenu crvenu do braon boju koja poti¢e od betalaina- pigmenata
iz soka cvekle. U prilog tome ukazuje i poveéanje parametra a sa poveéanjem udela
inkapsulata u proizvodu. Vrednost parametraa” za KO iznosi -0,51 + 0,13, dok je za obogacene
kekse povecanje linearno zavisno od povecanja nivoa supstitucije. Takode, braon boja keksa
moze biti 1 proizvod Maillard-ove reakcije koja nastaje izmedu proteina iz inkaspulata i
pieni¢nog brasna i prisutnih Seéera tokom pecenja. Nasuprot tome, vrednost parametara L”i b*
znacajno opada (p < 0,05) sa povecanjem udela inkapsulata u proizvodu. Isti trend u
vrednostima parametara L*, a* i b* pokazali su sami inkapsulati, opisani u prethodnom
poglavlju, kod kojih je takode zapaZeno poveéanje parametra a~ sa Smanjenjem parametara L~
i b™ (Cakarevié¢ i sar., 2020).

Tvrdoca je joS jedan vazan fizi¢ki parametar koji ukazuje na kvalitet proizvoda. Odreduje
se kao vrsna sila koja dovodi do pucanja keksa tokom merenja i treba da bude dovoljno visoka
da keks ne pukne tokom transporta i dovoljno mala da keks lako pukne tokom konzumiranja
(Dapcevié-Hadnadev i1 sar., 2013). Rezultati ispitivanja tvrdo¢e dobijenih ¢ajnih proizvoda
prikazani su u Tabeli 16. Kod obogac¢enog keksa se zapaza da se tvrdoca keksa povecava sa
povecanjem udela inkapsulata. Kontrolni uzorak ima tvrdo¢u ve¢u od KO1 i KO2, dok je manja
od KO3 (p < 0,05). Dosadasnja istrazivanja pokazala su da je tvrdoc¢a keksa povezana sa
interakcijom vode sa skrobom 1 proteinima i medusobnog dejstva sastojaka brasna u
formulaciji (Giuberti i sar., 2018). Visoke vrednosti tvrdoc¢e izmerene za KO3 u poredenju sa
KO mogu biti povezane sa sadrZzajem proteina, a Veci sadrZaj proteina doprinosi stvaranju tvrde

strukture. Tvrdoca keksa merena je i nakon perioda skladistenja, Sto ¢e biti opisano u nastavku.
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5.3.2. Senzorska ocena

Senzorska ocena ¢ajnih peciva okarakterisana je ispitivanjem definisanih svojstava od
strane ispitivaca. Ispitivanjem senzorskih osobina dolazi se do podataka o celokupnom utisku
i dopadljivosti proizvoda od strane potrosaca. Uvodenje novih sastojaka u formulaciju hrane
moglo bi imati negativan uticaj na prihvatanje proizvoda od strane potrosaca, pa je senzorska
ocena neophodna pri formulaciji novih proizvoda. Ocenjivanje je sprovedeno od strane
treniranih panelista uz primenu hedonske skale sa 6 kategorija (od 0 do 100), sa skalom
ocenjivanja od 0= izuzetno mi se ne dopada, 50= niti mi se dopada. niti mi se ne dopada, 100=
izuzetno mi se dopada. Rezultati senzorske ocene ¢ajnih peciva prikazani su dijagramom
“pauk” (Slika 37).

Ujednacenost oblika ==K O
100.0

=0=KO1
KO2
=0=K03

Aroma cvekle Ujednacenost boje

80.0

Slan ukus Hrapavost

Sladak ukus Intenzitet mirisa

Rastvaranje u

. Tvrdoca
ustuna

Granularnost Lomljivost

Slika 37. Senzorska ocena ¢ajnog peciva primenom testa dopadljivosti

Na osnovu prikazanog grafika senzorskih karakteristika mozemo uo¢iti znac¢ajnu razliku u
pojedinim parametrima obogac¢enog keksa u odnosu na kontrolni keks. Izgled “paukove mreze”
za KO se najvise razlikuje u odnosu na “paukovu mrezu” obogacenog keksa u sledecim
karakteristikama: aroma cvekle i intenzitet mirisa koji preovladavaju zbog prisustva
inkapsulata. Svojstva kao §to su rastvaranje u ustima, tvrdoca i lomljivost keksa izrazenija su
kod obogacenih keksova u odnosu na KO, sto je prednost jer prilikom konzumiranja keksa se

brzo usitnjava, rastvara i oslobada svoje arome i potencijalne bioloske aktivnosti. Nasuprot
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tome, slatko¢a obogacenog keksa je manje izrazena u odnosu na KO sto je nedostatak ovakvog
prozvoda kao funkcionalnog sa potencijalnom primenom u prilagodenoj ishrani ljudi kao Sto
su dijabeticari zbog povecane potreba za dodatkom Secera da bi se dostigla potrebna slatkoc¢a.
Granularnost je najviSe izrazena kod KO3 keksa sto je posledica veli¢ine ¢estica inkapsulata,
¢iji je volumetrijski srednji pre¢nik 201,37 pum, dok cestice pSeni¢nog brasna imaju priblizni
pre¢nik oko 50 um (Bian i sar., 2015). Takode, granulometrijska svojstva inkapsulata tj.
neujednacenost veli¢ine Cestica, uti¢u na hrapavost proizvoda koja se potpuno razlikuje za
svaku formulaciju obogacenih keksova, $to znac¢i da prilikom zamesa dolazi do nejednake
umesanosti Cestica. Jedan od nacina reSenja ovog problema jeste prethodno prosejavanje i
ujednacavanje veliCine Cestica inkapsulata. Svi keksovi imaju slabo izrazen slan ukus koji |
treba da bude najmanje izrazen u ovakvoj formulaciji proizvoda. Ujednacenost oblika je najvise
izrazena kod KO keksa, KO1 i KO2 imaju isti nivo izrazenosti ovog svojstva, dok ta
ujednacéenost najvise odstupa kod KO3. Ujednacenost boje je najvise izrazena kod KO3 za koju
mozemo reci da je potpuna, potom sledi KO2 koji zadovoljava, dok je najmanja ujednacenost
boje kod KO1, sto je u skladu sa udelom dodatih inkapsulata u formulacije. Prema opisanim
peciva, i kao takav ima potencijal da bude novi funkcionalni prehrambeni proizvod, a senzorska

ocena govori u prilog tome.

5.3.3. Promene tokom skladistenje

Spoljni faktori kao S§to su svetlost, temperature, kiseonik, vlaga, itd. mogu u potpunosti da
promene proizvod tokom nekog vremenskog perioda. S tim u vezi, svaki proizvod mora da ima
odredene uslove skladistenja i Cuvanja. Stoga je vazno pratiti promene koje mogu nastati tokom

nekog perioda skladistenja i koje mogu da uti¢u na kvalitet proizvoda.

U okviru ovih istrazivanja, ispitivanje skladiStenja ¢ajnih peciva praceno je ispitivanjem
razli¢itih svojstava koja mogu da uticu na kvalitet proizvoda tokom 3 meseca. Nakon pecenja
svaki keks je pakovan u polipropilenske folije i €uvan u papirnim kutijama bez uticaja svetlosti,
na sobnoj temperaturi tokom 90 dana. U keksovima su odredivane prisutne aktivne
komponente betalaini i ukupni fenoli, na svakih 15 dana. Dok su tvrdoca i senzorska ocena

analizirane, odmah nakon pecenja, i na kraju ukupnog perioda skladistenja, 90 dana.

118



Doktorska disertacija Jelena Cakarevié

Na Slici 38 su prikazani sadrzaj aktivnih komponenti: ukupni fenoli i betalaini u keksi¢ima
tokom perioda skladistenja. Obzirom da uzorak bez inkapsulata (KO) ne sadrzi betalaine,
sadrzaj betalaina je odredivan samo u obogacenim uzorcima. Moze se videte da je i ukupan
sadrzaj fenola i sadrZaj betalaina linearno zavisan sa udelom inkapsulata u keksu. S tim da
sadrzaj betalaina nije prisutan u KO jer potice od soka cvekle. Tokom perioda skladistenja,
sadrzaj fenola u keksu bio je gotovo isti bez znacajne degradacije (p > 0,05). S druge strane,
sadrzaj betalaina je bio u blagom opadanju tokom perioda skladi$tenja i na kraju ispitivanog
perioda skladiStenja bio je za oko 20% manji do po¢etnog. Betalaini su jako osetljivi pigmenti
koji lako podlezu degradaciji usled izloZenosti spoljnim faktorima, kao §to su svetlost 1
kiseonik. Promene vrednosti parametra ukupni fenoli i betalaini tokom procesa skladistenja
prikazane su na Slici 38, eksperimentalno dobijene vrednosti su prikazane tackama, a vrednosti

dobijene kinetickim modelom (jednacina 3.15) su prikazane punom linijom.
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Slika 38. Kineticka studija promene vrednosti parametra (4) ukupni fenoli i (B) betalaini u toku

procesa skladistenja

Koeficijenti regresije kinetickih modela sumirani su u Tabeli 17 na osnovu trendova (brzina

I intenzitet) procesa. U Tabeli 17 su prikazani stepeni prilagodavanja eksperimentalnih i
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prediktivnih rezultata (dobijenih prema jednacinama 3.16 i 3.17), koji pokazuju kvaliteta
uklapanja modela. Relativno niske vrednosti testova prilagodavanja y?, RMSE, MBE, MPE,
SSE i AARD, kao i to da je vrednost r? bliska 1, ukazuju na to da predlozeni modeli

predstavljaju proces na zadovoljavajuci nacin.

Tabela 17. Numericka verifikacija kinetickih modela

' RMSE MBE MPE SSE AARD r’
Ukupni sadrzaj fenola
KO1 30,563 4,179 0,040 7,395 122,240 30,332 0,537
KO2 642,479 19,161 17,191 12,997 501,216 103,199 0,540
KO3 398,892 15,098 -0,103 8,313 1595,492 86,245 0,317
Ukupni sadrZaj betalaina
KO1 0,013 0,087 0,000 7,685 0,053 17,138 0,271
KO2 0,007 0,063 0,000 3,198 0,028 17,139 0,748
KO3 0,024 0,117 0,000 3,615 0,096 17,140 0,701

x*- redukovan hi-kvadrat, RMSE - koren kvadrata srednje greske, MBE - srednja greska odstupanja, MPE - srednja procentualna greska,

SSE - suma kvadrata gresaka, AARD - prosecna apsolutna relativna devijacija, * - koeficijent determinacije,

Posto tokom skladistenja nije doSlo do znacajne degradacije betalaina mozemo re¢i da
proces inkapsulacije na PI znacajno utice na stabilnost betalaina 1 da ih Stiti od potpune
degradacije. Amjadija i sar. (2018) su dosli do istog zaklju¢ka tokom svojih istrazivanja, u
kojima su pokazali da je smanjena degradacija betalaina prilikom ugradivanja u gumene

bombone.

Tvrdoc¢a kao jedna od najznacajnijih fizickih karakteristika u ocenjivanju kvaliteta samog
proizvoda merena je nakon ukupnog perioda skladistenja. 1z rezultata prikazanih u Tabeli 16
tvrdoca keksa menja na isti nacin kao i kod svezeg keksa. tj. povecava se sa pove¢anjem udela
inkapsulata. Medutim, kada se porede vrednosti tvrdo¢e svezeg keksa i nakon 3 meseca
skladistenja vidi se da tvrdo¢a opada tokom vremena. Svi keksovi sa inkapsulatima pokazuju
smanjenje tvrdoc¢e tokom skladistenja, a kod KO keksa ovo smanjenje je statisticki znacajno
(p < 0,05). Ovo smanjenje u KO keksu je povezano sa raspodelom vode koja je dodavan u
visku u formulaciju testa da bi se postiglo 23% vlage u testu. Optimalna vlaga za ovu vrstu
testa, za Cajna peciva je 18%. Testo za KO3 keks je jedino imalo sadrzaj vlage 18%, pa se
smatra kao najrelevantniji uzorak za procenu stabilnosti inkapsulata i kona¢nog proizvoda

tokom skladistenja. Budu¢i da smanjenje tvrdoce nije statisticki znacajno za ovaj uzorak tokom
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skladiStenja, moze se reci da su inkapsulati uneti u keks potpuno stabilni i mogu omoguciti

dobar kvalitet keksa.

Senzorska ocena keksa nakon perioda skladistenja ispitana je na isti nacin kao i za sveze
uzorke. Takode je prikazana dijagramom “paukova mreza” (Slika 39). Izgled “paukove mreze”
za sve uzorke se razlikuje od one prikazane na Slici 37, Sto znaci da je tokom skladiStenja doslo

do promene odredenih svojstava keksa, §to je naglaseno i na slici.

Ujednacenost oblika ==K 0
100.0
_ _ —=KO1
Aroma cvekle Ujedna¢enost boje
*KO01, KO2, KO3 80.0 KO2
-k 03

Slan ukus
*KO1, K02, KO3

Hrapavost
*KO1

Sladak ukus
*KO

Intenzitet mirisa

Tvrdoca
*KO

Rastvaranje u ustima

Granularnost Lomljivost
*KO1, KO3

Slika 39. Senzorska ocena ¢ajnog peciva nakon perioda skladistenja (3 meseca) primenom testa

dopadljivosti

Najveca promena izrazena je kod obogacenih keksova za svojstva kao §to su aroma cvekle
i slan ukus. Prisustvo inkapsulata u formulacijama keksova uticala je tokom perioda
skladistenja na pomenuta svojstva (p < 0,05). Poznato je da je SC bogat mineralima, posebno
jonima natrijuma i kalijuma (Wruss i sar., 2015), koji su odgovorni za slan ukus hrane. Prema
tome, mozemo tvrditi da promena u slano¢i keksa obogacenog inkapsulatima nastaje usled
difuzije natrijumovih i kalijumovih jona iz SC u slobodnu vodu u testu. Promena je uocena i
kod slatkoce uzoraka, kod KO se povecala, dok je kod KO3 uzorka u manjoj meri i smanjena,
§to moze biti posledica izraZenijeg slanijeg ukusa. Ujednacenost oblika i boje potpuno je

nepromenjena u svim uzorcima tokom perioda skladiStenja, Sto potvrduje stabilnost betalaina
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u inkapsulatima. Na osnovu opisanih rezultata, pokazano je da su dobijeni inkapsulati stabilni
i da imaju veliki potencijal za obogacivanje postojecih komercijalnih proizvoda u cilju

poboljsanja njihovih svojstava koja mogu pozitivno uticati na zdravlje coveka.

Graficko prikazivanje trendova u senzorskoj oceni i uoc¢avanje razlicitosti izmedu uzoraka
izvrSeno je u prvoj faktorskoj ravni (faktorske koordinate 1 i 2), na osnovu sprovedene analize
glavnih komponenata (Slika 40). Sa slike se uoc¢ava da prve dve faktorske koordinate prikazuju
70,02% ukupne varijabilnosti, §to se smatra dovoljnim za prikaz celokupne varijabilnosti.
Uzorci KO (pocetna vrednost 1 nakon 3 meseca) su pokazali pove¢anu vrednost slatkog ukusa,
ujednacenosti 1 hrapavosti. Uzorci KO1 imaju povecanu tvrdocu i granularnost, dok uzorci
KO3 imaju povecane vrednosti intenziteta mirisa, slanog ukusa, arome cvekle 1 rastvaranja u
ustima. NeSto vece vrednosti lomljivosti, ujednacenosti 1 boje imaju uzorak KO nakon 3

meseca skladistenja 1 uzorak KO3 na pocetku procesa.

3t Lomljivost | jieqnacenost boje KO (3)

2t Rastvaranje u ustima Sladak ukus

Al 503 (0)
2
N KO3 (3) Ujednacenost
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Slika 40. Graficki prikaz trendova za senzornu ocenu sveZih cajnih keksic¢a (oznaceno sa 0) i nakon

perioda skladistenja od 3 meseca (oznaceno sa 3)
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5.3.4. Glikemijski indeks

Glikemijski indeks hrane predstavlja broj koji ukazuje na vreme koje je potrebno da
organizam hranu bogatu ugljenim hidratima pretvori u glukozu i time da poveca nivo Secera u
krvi, nakon konzumiranja hrane. Odredivan je pracenjem vremenskog toka hidrolize skroba,
odnosno pracenjem koncentracije oslobadene glukoze, u uzorcima (Slika 41). Kao referentni

uzorak koriscen je beli hleb (BH).

® @® BH, eksperiment
—9 e BH, model
- ® KO, eksperiment
% e KO, model
1 __» KO1, eksperiment
% KO1, model
O

@® KO2, eksperiment
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Slika 41. Kineticka studija promene vrednosti glukoze u toku procesa vremena

Krive hidrolize skroba uzoraka pokazuju da u prvom satu hidrolize (0-60 min) dolazi do
naglog povecanja glukoze, koje se usporava u naredna dva sata (60-180 min). Ovo usporavanje
oslobadanja glukoze vidi se zaravnavanjem krive koje je kod BH ve¢ nakon 60 min, dok kod
obogacenih keksova ono dolazi tek nakon 120 min. Nakon 60 min hidrolize najveca
koncentracija glukoze oslobodena je iz BH, 4,3 mg/mL, a potom iz KO keksa, 3,14 mg/mL.
Obogaceni keksovi tokom hidrolize imaju manji stepen hidrolizovanog skroba, tj. mnogo je
manja koncentracija nastale glukoze u odnosu na BH i KO. Koncentracija glukoze, oslobodene
tokom hidrolize obogacéenih keksova, iznosi: 1,88 mg/mL za KO1, 1,70 mg/mL za KO2, 1,76
mg/mL za KO3. Prema ovim rezultatima, nivo inkapsulata u keksu nema znac¢ajnog uticaja na

hidrolizu skroba jer je koncentracija nastale glukoze skoro ista u sve tri formulacije.

Numericka verifikacija modela koja pokazuje kvalitet uklapanja modela prikazana je u Tabeli
18, gde su prikazani stepeni prilagodavanja eksperimentalnih i prediktivnih rezultata (dobijenih

prema jednacinama 3.16 i 3.17). Relativno niske vrednosti testova prilagodavanja y?, RMSE,
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MBE, MPE, SSE i AARD, kao i to da je vrednost r? bliska 1, ukazuju na to da predlozeni

modeli predstavljaju proces na zadovoljavajuci nacin.

Tabela 18. Numericka verifikacija kinetickih modela

7 RMSE  MBE MPE SSE  AARD r?
BH 0,014 0,049 0,000 0,846 0,014 0,221 0,996
KO 0,009 0,038 0,000 1,283 0,009 0,205 0,999

KO1 0,110 0,135 0,000 7,704 0,110 0,695 0,968
KO2 0,028 0,068 0,000 4,558 0,028 0,366 0,988
KO3 0,017 0,054 0,000 3,183 0,017 0,290 0,991

22 - redukovan hi-kvadrat, RMSE - koren kvadrata srednje greske, MBE - srednja greska odstupanja, MPE - srednja procentualna greska,

SSE - suma kvadrata gresaka, AARD - prosecna apsolutna relativna devijacija, r* - koeficijent determinacije,

Nakon fitovanja i izraGunavanja povrSine ispod svake krive (AUC), odreden je indeks
hidrolize (HI) i o¢ekivani glikemijski indeks (GI). Vrednosti HI nakon 180 min hidrolize i Gl
za svaki uzorak prikazane su u Tabeli 19. Vrednosti HI za obogacene keksove krecu se u
rasponu od 44 do 52, dok je HI kod uzorka sa belim brasnom dosta veci i iznosi 79. To znaci
da obogaceni proizvodi imaju nizi stepen hidrolize skroba u odnosu na kontrolni keks.
Pretpostavlja se da do manjeg stepena hidrolize skroba dolazi usled inhibicije enzima a-
amilaze, koja razgraduje skrob do maltoze i dalje na glukozne podjedinice. Osim toga, nizi
stepen hidrolize mozZe biti i usled smanjenog sadrZaja pSeni¢nog brasna u keksu u odnosu na
BH jer je izvrSena supstitucija brasna sa inkapsulatom. Na osnovu rezultata mozemo
pretpostaviti da su prisutni inkapsulati u keksovima izvor inhibitora a-amilaze i uti¢u na
smanjenje stepena hidrolize $to se i odraZzava niZzim indeksom hidrolize (Molinari i sar., 2018).
Nize vrednosti HI ukazuju na nizi GI, $to svrstava ovaj proizvod u nutritivno pobolj$anu hranu.
Hrana se prema glikemijskom indeksu moze klasifikovati kao hrana sa visokim GI (Gl > 70),
sa srednjim (56 < GI < 69) i sa niskim glikemijskim indeksom (Gl < 55) u odnosu na glukozu
kao referentnu vrednost (Foster-Powell i sar., 2002). Prekomerno konzumiranje namirnica sa
visokim GI moZe u velikoj meri narusiti zdravlje Coveka i dovesti do poremecaja kao §to je
gojaznost i time dovesti do fatalnih posledica. Rezultati pokazuju da ¢ajna peciva obogacena
inkapsulatima mogu biti dobar izbor hrane zbog srednjeg GlI, dok se KO keks smatra nutitivno
losim izborom hrane zbog visoke vrednosti Gl. Inkorporiranje bioaktivnih jedinjenja kao §to
su fenoli, proteini, i koris¢enjem brasna od celog zrna moze znac¢ajno uticati na biodostupnost

skroba i inhibiciju enzima odgovornih za hidrolizu skroba (Goh i sar., 2015; Seczyk i sar.,
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2015; Swieca i sar., 2014). Sve ovo predstavlja veliki potencijal proizvoda ovog tipa u ishrani
ljudi kao konditorskog proizvoda jer ne dovodi do naglog porasta nivoa glukoze u krvi $to
ujedno smanjuje rizik od pojave dijabetesa.

Tabela 19. Indeks hidrolize i glikemijski indeks cajnog peciva obogacenog inkapsulatima soka cvekle

na proteinskom izolatu tikve

HI Gl
KO 78.39 +0.53 82.75+0.23
KO1 52.01 +0.05 68.26 + 0.21
KO2 43.64 +0.05 63.67 +0.18
KO3 44.37+0.25 64.07 +0.15

Rezultati su prikazani kao aritmeticka sredina + standardna devijacija (n = 3).

5.3.5. Invitro digestija

Ispitivanje potencijalne primene obogacenog keksa u ljudskoj ishrani nije potpuno bez
odredivanja njegove svarljivosti. Stoga, svarljivost keksa je odredena metodom in vitro
digestije, koja simulira uslove GIT-a coveka, kojom je praceno ponaSanje keksic¢a prilikom
njegovog prolaska kroz GIT. U slucaju keksova, proces digestije je potpuno simuliran
obuhvacaju¢i faze od usta do tankog creva, radi procene bioaktivnih efekata i dostupnosti
aktivnih jedinjenja kada se bi keksi¢ konzumirao direktno. Tokom digestije neophodno je
razumeti kako proces varenja uti¢e na bioaktivnost uzorka, kada su aktivna jedinjenja izloZzena
razli¢itim uslovima sredine (pH i jonska jacina), prisustvu zeluda¢nih i crevnih sokova kao i

enzima.

U prethodno delu ovih istrazivanja, pokazana je dobra svarljivost inkapsulata kojima je
obogaceno ¢ajno pecivo , kao i otpornost bioaktivnih jedinjenja u inkapsulatima na uslove
digestivnog trakta (Cakarevic i sar. 2020). Sli¢no ponasanje inkapsulata se oéekuje i u realnom
matriksu kao $to je prehrambeni prozvod, pa je sa tim ciljem i ispitana svarljivost obogacenih

keksova.
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In vitro digestija keksa pracena je elektroforezom i distribucija molekulskih masa dobijenih
hidrolizata prikazana na Slici 42.
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Slika 42. Elektroforetski profili cajnog peciva nakon in vitro digestije: (a) SDS gel; (b) Lab-on-a-
Chip. Markeri molekulskih masa 1; KO 2; KO1 3; KO2 4; KO3 5

Slika 42a prikazuje elektroforetski profil hidrolizata in vitro digestije keksic¢a dobijenih
SDS gel elektroforezom sa distribucijom molekulskih masa od 14 do 66 kDa. Hidrolizati
obogacenih keksova (linije 3, 4, 5) pokazuju intenzivniju boju u odnosu na hidrolizat KO keksa
(linija 2), sto ukazuje na prisustvo proteinskih frakcija i peptida oslobodenih iz proteinskog
nosaca dejstvom digestivnih proteaza. Trake su rasporedene izmedu 45 1 66 kDa §to odgovara
albuminskim podjedinicama, i izmedu 20 i 36 kDa koje odgovaraju baznim podjedinicama
heksamera 11S globulina, glavnog proteina (kukurbitina) u Pl. Najintenzivnije trake su
rasporedene ispod 14 kDa koje odgovaraju albuminskoj frakciji, drugoj najzastupljenijoj klasi
proteina u Pl (Vastag, 2011). Takode, trake ispod 14 kDa ukazuju na prisustvo peptida manjih
molekulskih masa, narocito se vidi njihovo prisustvo u hidrolizatima obogacenih keksica (trake
3i5).

Slika 42b prikazuje elektroforetski profil hidrolizata in vitro digestije keksi¢a dobijenih
Lab-on-a-Chip kapilarnom gel elektroforezom sa distribucijom molekulskih masa od 1,6 do 95
kDa. Prednost ovog tipa elektroforeze jeste mogucnost detekcije manjih peptidnih frakcija <14
kDa. Elektroforetski profili pokazuje najintenzivnije trake ispod 6,5 kDa $to ukazuje na

potpunu svarljivost keksic¢a. Takode, trake su vidljive i za opseg molekulskih masa izmedu 46
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163 kDa i izmedu 15 i 28 kDa. U odnosu na prethodnu sliku (Slika 42a) pokazano je da je KO
keksi¢ (linija 2) potpuno svarljiv, zbog intenzivne trake ispod 6,5 kDa, §to znaci da su veliki
molekuli proteina pSenice hidrolizovani u male peptidne fragmente. Sli¢ni rezultati su

objavljeni za svarljivost pseni¢nog hleba obogac¢enog polifenolnim ekstraktima (Swieca i sar.,
2017).

Ovakav rezultat ukazuje na to da ¢ajno pecivo direktno konzumirano moze biti svarljivo,
ali i adekvatnost metode in vitro digestije koja to pokazuje. Osim toga, ukazuje i na

potencijalnu bioaktivnost zbog prisustva peptide malih molekulskih masa.

5.3.6. Dostupnost bioaktivnih jedinjenja nakon in vitro digestije

Jedinjenja koja produ kroz GIT ¢oveka da bi ispoljila svoja aktivna svojstva moraju da
budu dostupna i apsorbovana u krvotok sa ciljem daljeg transporta u organizmu. Stoga, jedan
od nacina ispitivanja dostupnosti i raspolozivosti bioaktivnih jedinjenja nakon in vitro digestije
jeste dijaliza. Odreduje se sposobnost fitonutrijenata da produ kroz polupropusnu membranu i
simulira pasivnu difuziju ovih jedinjenja kroz crevni epitel (Thakur i sar., 2020). Iz hidrolizata
¢ajnog peciva nakon in vitro digestije pracena je dostupnost polifenolnih jedinjenja i peptidnih
frakcija tj. frakcije TCA proteina. Dostupnost bioaktivnih jedinjenja iz hidrolizata ¢ajnog

peciva prikazana je u Tabeli 20.

Tabela 20. Dostupnost ukupnih fenola i TCA proteina iz hidrolizata cajnog peciva dobijenih in vitro

digestijom
UF (mg/mL) TCA proteini (mg/mL)
Posle GID Posle Dostupnost Posle GID Posle Dostupnost
Dijalize (%) Dijalize (%)

KO | 0,43+0,04® 0,07+£0,01*® 16,57+0,98% 0,27 +0,05° -

KOl | 0,52+0,05> 0,09+0,01* 14,55+0,00° 0,61+0,02® 0,24+0,01* 39,34 +0,08°
KO2 | 0,61+0,03®* 0,09+0,0028 1500+0,00° 1,11+0,08° 0,50+0,03° 45,27 +6,01°
KO3 | 0,67+0,03®* 0,09+0,0020 1352+0,57% 1,38+0,06° 0,62+0,02° 44,70 +0,89"

Vrednosti u istim kolonama statisticki se znacajno (p < 0,05) razlikuju. Rezultati su prikazani kao aritmeticka sredina +

standardna devijacija (n = 3).
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Vrednosti dostupnosti za polifenolna jedinjenja iz hidrolizata keksa nakon digestije i
dijalize ukazuju na njihovu dostupnost. Prema rezultatima iz Tabele 20, vidi se da je sadrzaj
polifenola u najveci u hidrolizatima i dijalizatima obogacenih keksova, §to se i o¢ekuje zbog
prisustva inkapsulata. Medutim, relativno veliki sadrzaj polifenola ima i kontrolni uzorak usled
hidrolizata koji se oslobadaju iz brasna. Prema procentu dostupnosti najveca bioraspolozivost
je utvrdena kod KO hidrolizata (16,8%), dok je najniza vrednost utvrdena za KO3 hidrolizate
(13,52%). Niske vrednosti ukazuju na smanjenu potencijalnu bioraspolozivost polifenola, koja
moze da bude posledica njijhove delimi¢ne razgradnje u pocetnom inkapsulatu (Poglavlje
5.3.3) ali i vezivanja polifenolnih komponenti za prisutne proteine, masti ili SeCere i time
smanjiti njihovu dostupnost. Tako ugradnjom inkapsulata u keks moze do¢i do
konformacijskih promena koje mogu otkriti “nova” mesta vezivanja polifenola i time smanjiti
njihovu biodostupnost (Seczyk i sar., 2021). Ovakve promene mogu biti posledica smanjene
dostupnosti fenolnih jedinjenja u hidrolizatima obogacenih keksova u odnosu na kontrolni

uzorak.

Vrednosti dostupnosti TCA proteina (peptida) ukazuju na njihovu dostupnost oslobodenih
u hidrolizatima keksa nakon digestije i dijalize. Vrednosti bioraspolozivosti peptida su
znacajno vece u odnosu na polifenole. Najveca bioraspolozivost utvrdena je za KO2 i KO3
hidrolizate sa oko 45%, dok je nesto niza vrednost utvrdena za KO1 hidrolizat sa od 39%. Kod
KO keksa peptidna frakcija nije detektovana. Peptidi su jedinjenja izrazito malih molekulskih
masa koja lako prolaze kroz polupropustljivu membranu pa otuda i velika bioraspolozivost
ovih jedinjenja. Ovo ukazuje na njihovu dostupnost u krvotok odakle se transportuju u
organizam i ispoljavaju svoje aktivno dejstvo na ciljanim mestima. Takode, velika vrednost
implicira na dobre bioloske osobine hidrolizata keksi¢a jer peptidi su nosioci znacajnih

bioaktivnosti kao $to su antioksidativna i antihipertenzivna aktivnost (Tkaczewska, 2020).

5.3.7. Bioaktivnost nakon in vitro digestije

Kao i kod ispitivanja bioloSke aktivnosti inkaspulata nakon in vitro digestije, ispitane su i
bioaktivne osobine keksic¢a koji produ kroz uslove GIT-a. S obzirom da je pokazana dobra
svarljivost i biorapolozivost keksa nakon in vitro digestije, o¢ekuje se da dobijeni hidrolizati
poseduju odredene bioloske aktivnosti. Ispitivane su antioksidativna i antihipertenzivna

aktivnost.
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5.3.7.1. Antioksidativna aktivnost

Antioksidativna aktivnost (AA) hidrolizata keksova, dobijenih in vitro digestijom, ispitana
je metodama neutralizacije DPPH radikala i ABTS katjon radikala (Slika 43). Za razliku od
prethodno opisanih inkapsulata gde je pracena AA nakon svake faze digestije, kod keksica AA
je prac¢ena nakon potpune digestije tj. posle sve tri faze digestije. Svi keksi¢i nakon in vitro
digestije poseduju antioksidativnu aktivnost i oba antioksidativna testa pokazuju isto ponasanje

dobijenih hidrolizata.
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Slika 43. Antioksidativna aktivnost hidrolizata cajnog peciva dobijenih in vitro digestijom

Prema prikazanim rezultatima najmanja AA je zabelezena kod KO hidrolizata, sa 30% za
ABTS i 25% za DPPH test. Hidrolizati obogacenih keksova imaju zna¢ajno ve¢u AA (p < 0,05)
u odnosu na KO hidrolizat. Povecanje aktivnosti je linearno u odnosu na povecanje udela
inkapsulata u keksu. Tako je najmanja aktivnost izmerena za KO1 hidrolizat (59% za ABTS i
31% za DPPH), a najveca za KO3 hidrolizat (84% za ABTS i 61% za DPPH). Do povecanja
aktivnosti dolazi usled prisustva polifenolnih komponenti iz SC ali najve¢im delom iz peptida
koji se oslobadaju iz unetog proteina preko inkapsulata (Zlotek, 2018). To potvrduju i visoke
vrednosti dostupnosti peptide (Tabela 20) za hidrolizate obogacenih keksova. Kao §to je vec
opisano i pokazano peptidi oslobodeni u enzimskim procesima poseduju veliku antioksidativnu
aktivnost u odnosu na nativni protein. Ovakvi rezultati ukazuju sposobnost keksova da deluju
kao hvataci slobodnih radikala nakon njihovog poslaska kroz GIT tj. nakon direktnog
konzumiranja. Prema tome, brasna koja su delom izvor proteina kao $to su uljane pogace,
proteinski izolati ili inkapsulati mogu povecati AA proizvoda prilikom njegovog
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konzumiranja. To potvrduju studije Jakubczik (2018) gde su vafli obogaceni sa brasnom od
semena pasulja i Giuberti i sar. (2018) koja je opisala obogacivanje kolaca sa brasnom od

semena lucerke.

5.3.7.2.  Antihipertenzivna aktivnost

Prehrambeni proizvodi od pSeni¢nog brasna ne pokazuju izraZeni inhibitorni potencijal pa
se 1 ne ofekuje ACE inhibitorna aktivnost u kontrolnom uzorku. Medutim, sve vec¢i trend u
poslednje vreme jeste poboljSanje svojstava jedinjenja proizvoda u cilju dobijanja proizvoda

boljih bioloskih 1 nutritivnih vrednosti. Jedan od nacina jeste obogacivanje sa potencijalnim

sposobnost inhibiranja ACE enzima (Popovic i sar. 2017; Cakarevié i sar. 2020). Prema tome,
u obogacenim keksovima koji produ uslove GID-a oéekuje se izrazena ACE inhibitorna

aktivnost.
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Slika 44. ACE inhibitornom aktivnost hidrolizata cajnog peciva (a) KOI, (b) KO2, (c) KO3 dobijenih

nakon in vitro digestije

Ispitivanje antihipertenzivne aktivnosti izvreno je merenjem ACE inhibitorne sposobnosti
¢ajnog peciva nakon in vitro digestije. Merenje je izrazeno koncentracionom zavisnosti (tzv.

dose response efekat) inhibicije ACE enzima u prisustvu hidrolizata i prikazano na Slici 44.

Prikazani rezultati se odnose na KO1, KO2 i KO3 hidrolizate koji su pokazali dobru ACE
inhibitornu aktivnost, dok KO hidrolizat ne pokazuje ACE inhibitornu aktivnost tj. nije
detektovana. Na osnovu dobijenih rezultata zakljucuje se da obogaceni keksi nakon in vitro
digestije pokazuju izuzetnu ACE inhibitornu aktivnost. Sva tri hidrolizata ve¢ sa 12 uL

pokazuju inhibitornu aktivnost od 50%, dok sa 20 pL ona ide do 80%. Prema prikazanim
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krivama na Slici 43, izrazene su vrednosti ACE inhibitorne aktivnosti hidrolizata oboga¢enih
keksi¢a preko ICso (ML). Najmanja vrednost 1Cso0d 12,25 pL odredena je kod hidrolizata KO2
sa najvecom ACE inhibitornom aktivnos$¢u, potom sledi hidrolizat KO3 sa ICso 0d 13,73 pL i
hidrolizat KO1 sa 1Cso od 14,18 pL sa najmanjom ACE inhibitornom aktivno$¢u. Udeo
inkapsulata ne uti¢e na vrednost ACE inhibitorne aktivnosti §to znaci da i keksovi sa najmanjim
udelom inkapsulata, u ovom sluc¢aju od 10%, mogu posti¢i izvanrednu ACE inhibitornu
aktivnost u finalnom proizvodu. Ove razlike u aktivnosti mogu biti posledica nejednake
umesanosti uzorka u svezem testu pa je moguce da dode do razlika u rasporedu Cestica
inkapsulata u uzorku. S obzirom, da je ACE inhibitorna aktivnost dokazana i za hidrolizate
inkapsulata (Tabela 14) ovi rezultati pokazuju da se aktivnost odrzava njihovom ugradnjom u
neki matriks. Takode, kao i u inkapsulatima aktivnost potice od peptida koji se oslobadaju
tokom procesa digestije, a koji su generisani u proteinskom nosacu inkapsulata. Ovakav tip
proizvoda ima veliki potencijal da nade primenu kao funkcionalna hrana jer moze da zadovolji
potrebu ¢oveka za konditorskim proizvodom, a svojim fizioloskim delovanjem doprinosi
zdravlju ¢oveka kao $to je moguce smanjenje hipertenzije. Sli¢ne zakljucke u svom istraZivanju
potvrdio je Jakubczik (2018) koji je komercijalni proizvod vafl obogatio fermentisanim

brasnom semena pasulja, i koje nakon in vitro digestije pokazuju ACE inhibitornu aktivnost.
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U okviru ove doktorske disertacije izvedena istrazivanja su bazirana na primeni metode in
vitro digestije u cilju ispitivanja svarljivosti i dostupnosti bioloski aktivnih jedinjenja
proteinskog porekla iz hrane i njenih komponenti. Akcenat je stavljen na valorizaciju
nusproizvoda industrije ulja u cilju dobijanja proteinskih izolata koji predstavljaju novi izvor
proteina.

Istrazivanja su sprovedena na uljanim pogac¢ama dobijenim nakon cedenja ulja iz semena
tikve, kajsije 1 Sljive. Primenom alkalne ekstrakcije iz uljanih pogaca dobijeni su proteinski
izolati koji su ispitivani kroz tri aspekta: (1) proteini kao izvori bioloski aktivnih jedinjenja, (II)
proteini kao nosaci u inkapsulaciji bioaktivnih jedinjenja 1 (III) ugradnja proteinskih
formulacija u razli¢ite matrikse u cilju kreiranja prehrambenih proizvoda unapredenih

bioloskih, nutritivnih i teksturnih osobina.

Na osnovu rezultata istrazivanja u primeni proteina kao izvora bioloski aktivnih jedinjenja

izvedeni su sledecu zakljucci:

e [z uljanih pogaca zaostalih nakon hladnog cedenja ulja i1 superkriticne ekstrakcije
dobijeni su proteinski izolati sa visokim sadrzajem proteina. Sadrzaj proteina za CP
proteinske iozolate je 95% za PI tikve, 98% za PI §ljive 1 84% za PI kajsije. Dok SFE
proteinski izolati imaju priblizno isti sadrzaj proteina: 71% za kajsiju 1 99% za S§ljivu.
Dobijeni rezultati ukazuju da vrsta uljane pogace nema veliki uticaj na dobijanje PI.

e Prema rezultatima PI imaju prihvatljiv aminokiselinski sastav sa sadrzajem esencijalnih
masnih kiselina od oko 13%, S§to ukazuje na dobar potencijal u zamenu za proteine
zivotinjskog porekla. Na osnovu rezultata svi PI su bezbedni sa jako malim sadrzajem
amigdalina ili ispod granice detekcije, Sto je u skladu sa pravilnicima o bezbednosti
hrane.

e Rastvorljivost kao najznacajnija osobina koja uti¢e na druge osobine ispitana je pod
uticajem jonske jacine na odredenim vrednostima pH. PI §ljive ima karakteristi¢an
profil rastvorljivosti oblika U, sa pove¢anom rastvorljivo§¢u u alkalnim vrednostima
pH. Dok PI kajsije ima neSto drugaciji profil rastvorljivosti sa Sirokim opsegom
izoelektri¢ne tacke (pH 2-8) i tek sa porastom rastvorljivosti na pH 9. Prema rezultatima
nema znacajne razlike izmedu izolata dobijenih iz sve razli¢ite uljane pogace CP i SFE.

e Modifikovani protein pokazao je unapredene funkcionalne osobine u odnosu na nativni
protein. Nastali konjugati imaju povecanu rastvorljivost u kiselim i alkalnim
vrednostima pH. Izrazito su unapredene emulzione osobine koje su pracene i tokom
perioda skladiStenja nastalih emulzija, i osobine sposobnosti stvaranja i odrZavanja
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pene. Kriming indeks konjugata je tokom perioda skladistenja se krece od 50 do 63%,
dok je kod nativnog proteina ide do 70%. Takode, konjugati lakSe dovode so stvaranja
pene koje su znacajno stabilnije u odnosu na pene dobijene nativhim proteinom.
Vrednosti parametara FC i FS za pene sa konjugatima su statisti¢ni znacajne (p<0,05)
u odnosu na pene sa nativnim proteinom §ljive.

e Svraljivost PI kajsije 1 §ljive ispitana je metodom in vitro digestije, hidrolizom
pepsinom i pankreatinom pri odredenim uslovima koji simuliraju GIT ¢oveka. Oba Pl
pokazuju znacajnu svarljivost ve¢ nakon hidrolize pepsinom, sa vrednosti DH oko 42%
za PI §ljive 1 56% za PI kajsije. Sli¢no ponaSanje pokazali su PI istih sirovina dobijenih
iz SFE uljanih pogaca, $to pokazuje da vrsta pogace nema znacajan uticaj na svarljivost
PI.

e Osim poboljsanih funkcionalnih osobina konjugati su pokazali da su svarljivi, ali u
znacajno manjem stepenu u odnosu na nativni protein. Vrednost DH konjugata je oko
20%, dok kod nativnog proteina $ljive ide do 39%. Smanjena svarljivost konjugata
moze biti posledica stvaranja vecih struktura usled vezivanja proteina i polifenola i time
su peptidne veze manje dostupne enzimima.

e Dobijenim hidrolizatima nakon in vitro digestije PI kajsije i §ljive pokazuju odredene
bioloske aktivnosti: antioksidativnu aktivnost, inhibicije enzima a-glukozidaze i ACE.
Hidrolizati PI kajsije 1 Sljive imaju znacCajnu antioksidativnu aktivnost sa visokim
procentom aktivnosti ve¢ nakon pepsina, koja se dalje povecava hidrolizom
pankreatina. ACE inhibitorna aktivnost hidrolizata PI se oslobada nakon hidrolize
pepsina, dok je nakon pankreatina ova aktivnost manje izraZzena. Razlog tome je Sto
hidrolizati koji se oslobadaju dejstvom pepsina imaju C-terminalni kraj lanca koji se
¢vrsto vezuje za ACE na njegovo aktivno mesto i1 tako sprecava njegovo delovanje.
Hidrolizati pepsina imaju znacajno inhibitorno delovanje enzima a-glukozidaze. Sli¢ne
vrednosti dobijene su za obe vrste pogaca CP i1 SFE. Ovakvi rezultati pokazuju da su
dobijeni PI pogodni izvori bioloski aktivnih hidrolizata. Prema PC analizi dokazana je
korelacija izmedu stepena hidrolize PI i njihovih izlaznih vrednosti tj. bioloskih osobina
nastalih hidrolizata.

e Nakon in vitro digestije konjugata pokazana je dostupnost bioaktivnih jedinjenja koja
pokazuju znacajnu antioksidativnu aktivnost koja potice od peptida koji se oslobadaju
iz prisutnog proteina i polifenola. AA aktivnost nativnog proteina pre in vitro digestije

iznosi 8%, a nakon digestije 37% koja poti¢e od oslobodenih bioaktivnih peptida.
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Konjugati pre digestije imaju povecanu AA koja potece od prisutva polifenola sa od 35
do 83 %, koja se nakon digestije zadrzava. Biodostupnost AA u hidrolizatima konjugata
iznosi oko 1 S$to ukazuje na dobru dostupnost bioaktivnih jedinjenja koji imaju

sposobnost neutralizacije antioksidativnih radikala.

Na osnovu rezultata istrazivanja u primeni proteina kao nosaca u inkapsulaciji bioaktivnih

jedinjenja mogu se izvesti sledeéi zakljucei:

Radena je inkapsulacija soka cvekle na PI tikve primenom metoda freeze i spray drying.
Za freeze drying tehniku efikasnost inkapsulacije iznosi 92%, dok je za spray drying
75%. Rezultati pokazuju da PI moZe da bude nosa¢ u inkapsulaciji bioaktivnih
jedinjenja radi njihove zastite od uticaja sredine.

Boja dobijenih inkapsulata u zavisnosti od primenjen tehnike se u potpunosti razlikuje.
Inkapsulati dobijeni FD tehnikom zadrZavaju crvenu boju (a'=13,38) koja potice od
betalaina pigmenata cvekle. SD inkapsulati imaju manju vrednost parametra a"=1,47
Sto potvrduje da je doSlo do gubitka crvenih pigmenata u inkapsulatu, a izraZeniju
pojavu zutih podtonova (b"=23,91). To toga dolazi usled izlaganja uzorka visokim
temperaturama prilikom prolaska kroz kroz struju toplog vazduha prilikom spray
drying tehnike susenja.

Ispitivanje morfoloskih struktura inksapsulata pokazano je da se FD i SD inkapsulati
potpuno razlikuju. Prema SEM mikroskopiji pokazano je da SD uzorci se sastoje od
sfernih, uniformnih Cestica razliCitog precnika, dok FD wuzorci imaju cestice
nepravilnog oblika koji izgledaju kao razbijeno staklo. FTIR analiza oba inkapsulata
potvrduje da nije doSlo do hemijskih veza izmedu nosaca i aktivne komponente jer
nema pojave novih pikova. Raspodela i velicina Cestica inkapsulata je potpuno razlicita,
u zavisnosti od primenjene tehnike. Spray drying tehnika daje Cestice manjih dimnzija
sa srednjim pre¢nikom od 4 pm, dok freeze drying tehnika daje Cestice ve¢ih dimenzija
sa srednjim precnikom od 200 pm.

Aktivnost vode za oba inkapsulata je manja od 0,2 Sto potvrduje mikrobiolosku
stabilnost ovih prozvoda. SadrZaj vlage iznosi oko 6% Sto je u okviru vrednosti koje
potvrduju kvalitet ove vrste proizvoda. Velika rastvorljivost je takode jedan od dokaza
da ovakav proizvod moZe da se koristi kao funkcionalni proizvod.

In vitro digestija inkapsulata pokazuju njihovu svarljivost nakon prolaska kroz GIT ali
u manjem stepenu u odnosu na sam PI tikve. Ve¢ nakon hidrolize pepsinom inkapsulati

su znacajno hidrolizovani sa vrednosti DH od 44% za FD 1 39% za SD uzorak. Daljom
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hidrolizom pankreatinom ne dolazi znacajnog povecanja vrednosti DH, 46% za FD i
41% za SD uzorak. Dobijeni rezultati pokazuju da su ovako pripremljeni inkapsulati
svarljivi 1 kao takvi pogodni za primenu kao dodaci hrani ili suplementi. To dokazuje i
dostupnost bioloski aktivnih komponenti nakon in vitro digestije inkapsulata.
Dostupnost fenola iznosi 22% za FD i 37% za SD uzorak, dok je dostupnost betalaina
manja u SD uzorku (10%) u odnosu na FD (13%) uzorak.

Na osnovu rezultata, pokazano je da ovi hidrolizati pokazuju antioksidativnu aktivnost,
kao 1 inhibiciju enzima a-glukozidaze i1 ACE. Nastali hidrolizati poseduju znacajnu AA
sa visokim procentom aktivnosti od oko 85% za oba inkapsulata. ACE inhibitorna
sposobnost hidrolizata oslobodenih iz inkapsulata je neSto manja u odnosu na njegov
nativni PI. Uzrok tome moZze biti manja konentracija prisutnog proteina iz koga se
oslobadaju ACE inhibitori, kao 1 prisustvo aktivnih jedinjenja iz soka cvekle koja
umanjuju dostupnost enzima aktivnim centrima supstrata. Antidiabetska aktivnost
oslobodenih hidrolizata dokazana je procentom inhibicije enzima a-glukozidaze.
Hidrolizati FD inkapsulata pokazuju procenat inhibicije oko 40%, dok je kod

hidrolizata SD inkapsulata znac¢ajno manja sa oko 14%.

Na osnovu rezultata istrazivanja u primeni proteinskih formulaciji kao funkcionalnog dodatka

u matriks sa ciljem kreiranja produkta unapredenih bioloskih, senzornih i teksturnih osobina

mogu se izvesti sledeci zakljucci:

U kreiranju novog funkcionalnog proizvoda poboljsanih bioloskih osobina izvrSena je
supstitucija brasna sa inkapsulatima na tri nivoa. Obogacivanje keksi¢a odrazilo se na
bolji procenat Sirenja testa Sto je pozeljno svojstvo u industriji pecenja, dok se po
fizickim parametrima ne razlikuju znacajno u odnosu na kontrolni keks.

Keksi¢i sa inkapsulatima imaju izraZzenu crvenkastu boju koja potice od crvenih
pigmenata soka cvekle, §to pokazuju vioske vrednosti parametra a” =14-18.

Prema rezultatima senzorne ocene obogacenih keksi¢a, zna¢ajno dominiraju osobine
arome cvekle i intenzitet mirisa zbog prisutnih inkapsulata. Ali u znac¢ajnoj meri se
razlikuju (p<0,05) osobine rastvaranja u ustima, tvrdoca i lomljivost keksa, $to je
prednost prilikom konzumiranja ovakvih proizvoda. Parametri senzorne ocene
potvrduju da keksi¢ sa najveéim sadrZzajem inkapsulata odgovara standardima
formulacije ¢ajnih peciva.

Na osnovu rezultata pracenih tokom skladistenja keksi¢a zaklju€uje se da nije doslo do

znacajnih promena (p>0,05) u samim keksi¢ima, $to potvrduje stabilnost inkapuslata.
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Nema znacajne degradacije aktivnih jedinjenja soka cvekle fenola i betalaina, Sto
ukazuje na dobre osobine PI tikve kao nosaca u inkapsulaciji. Takode, nije doslo do
promene u tvrdoéi keksi¢a ¢ime se ne gubi kvalitet proizvoda. Senzorna svojstva
keksi¢a su u maloj meri izmenjena, pojacan je slan ukus u keksi¢ima, dok su ostala
svojstva u velikoj meri ostala ista.

e Obogacenim keksi¢ima dokazan je manji glikemijski indeks (GI~ 65) u odnosu na
kontrolni uzorak sa belim brasnom (GI=83). Proizvodi sa ovakvim vrednostima GI
smatra se da imaju srednji GlI, i kao takvi imaju potencijal proizvoda kao zdrave hrane
jer ne dovode do naglog porasta nivoa glukoze u krvi. Sve ovo doprinosi primeni ovog
proizvod jer smanjuje rizik od potencijalne pojave dijabetesa.

e Elektroforetski profil uzoraka keksi¢a nakon in vitro digestije dokazuje njihovu
svarljivost prilikom direktnog konzumiranja. Na slikama uocavaju se trake ispod 14
kDa, §to znaci da je doSlo do hidrolize uzoraka. Prisustvo PI kao nosaca ukazuje na
potencijalnu bioaktivnost zbog prisustva peptida koji se oslobadaju iz nativne strukture
proteina.

e Dijalizom uzoraka nakon in vitro digestije ispitana je dostupnost fitonutrijenata i
mogucnost njihove apsorbcije u krvotok. Visoke vrednosti indeksa bioraspolozivosti
ukazuju na veliku dostupnost fenolnih jedinjenja (~14%) 1 peptida (~45%) oslobodenih
iz inkapsulata.

e Hidrolizati oslobodeni iz keksi¢a pokazuju antioksidativnu i ACE inhibitornu aktivnost.
AA aktivnost raste sa porastom udela inkapsulata u keksu i1 ona poti¢e od bioaktivnih
peptide iz proteina i delom iz fenolnih komponenti iz soka cvekle. Na isti nacin deluju
i kao ACE inhibitori, u kojima aktivnost isklju¢ivo poti¢e od peptide iz proteina jer oni

u svojim sekvencama nose ovu aktivnost.
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Osaj Obpaszay uuHu cacmaguu 0eo OOKMOpPCcKe oucepmayuje, 0OHOCHO
O0KMOPCKO2 YMEMHUYKO2 npojekma Koju ce opanu na Ynusepzumemy y Hosom
Caoy. llonywen Obpaszay ykopuuumu uza mexcma O0OKmMOpcKe oucepmayuje,
O0OHOCHO OOKMOPCKO2 YMEMHUUKO2 NPOjeKmd.

[Iman TpeTtmaHa noxaraka

Un eumpo nyrectja M HEH yTUIA] HA aKTMBHOCT, CTAOMJIHOCT U JIOCTYIHOCT OMOJIONIKK aKTUBHUX

eqUILEHha

a) Yuusepsurer y HoBom Cany, Texnosnomku dakynrer Hopu Can

‘ wm
N—r

1.1 Bpcra cryaumje

Vkpamko onucamu mun cmyouje y okeupy Koje ce nooayu npuKynbajy
JlokTopcKka Jucepraimja

1.2 Bpcre momaraka
(2) KBaHTUTAaTUBHU
KBAJIMUTAaTUBHU
1.3. Haune npukyIbama moaaraka
a) aHKeTe, YIUTHULIH, TECTOBU
0) KIMHUYKE IPOLIEHE, MEIUIMHCKY 3allCH, SICKTPOHCKHU 3PaBCTBEHH 3alUCH
B) TEHOTHUIIOBH: HAaBECTU BPCTY
I') aAIMUHUCTPATUBHY NOAALM: HABECTH BPCTY
(@) y30piy TKHBA: HABECTH BPCTY yJbaHa [OTadya THKBE, KajCHje H IIJbHBE
cHuUMIY, poTorpaduje: HaBecTH BpCTy MUKpOTpaduje HHKaICynaTa, CIMKe y30paka y TOKy paja
% TEKCT, HABECTH BPCTY JIUTeparypa

’K) Maria, HaBECTH BPCTY
(3) ocrano: omucaTH eKCIEPUMEHTATHI PE3y/ITaTh

1.3 ®opmar nopataka, ynorpedpeHe cKkaje, KOTHYMHA oJaTaka

1.3.1 Ynorpebsbenu copTBep 1 GopMar JaToTeKe:
Excel ¢ajn, naroreka .XxIsx
) SPSS odaji, naroreka
(©) PDF oajn, natoreka .pdf
Tekcr ¢ajin, naroreka .docx
% JPG ¢ajn, naroreka .tiff
f) Ocrano, narorexka
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1.3.2. bpoj 3amnmca (ko1 KBAHTUTATHBHHX MOATaKa)

a) Opoj BapujadIu
0) Opoj Mepema (MCIUTaHUKa, IPOIICHA, CHUMAKa U CII.)

1.3.3. IloHoBsbeHA MEpEHA

@ xza

0) He

YKOIUKO je OATOBOD /1a, OATOBOPUTH Ha cieneha muTama:

a) BPEMEHCKH pa3Mak M3Me/ljy MOHOBJBCHUX MEpa je 0/1 HEKOJIMKO MUHYTa 10 HEKOJIMKO JlaHa
0) BapHjabJie Koje ce BHILIE yTa MEPE OJHOCE CE Ha CBa EKCIIEPUMEHTAIIHA MEpEha

B) HOBE Bep3uje (DajioBa KOju cajpiKe MOHOBJHEHA MEPEHha Cy MIMEHOBAHE Kao

Hanowmene:

Jla au gpopmamu u cogpmeep omoeyhasajy oemere u 0yeopouHy 8aIUOHOCH NOOAmMaxa?

@ Ja
6) He
Axo je o02080p He, 0bpasznodxicumu

2.1 MertopoJioryja 3a NpuKyIJbambe/ TeHeprcarmhe moaaTaka

2.1.1. Y oxBHpY KOT UCTPAKUBAYKOT HAIPTA CY MMOJAH MPUKYTIJHEHN ?
(a) eKCTIepHMEHT, HAaBECTH THIT CH3MMCKE XOJPOJIH3€ HPOTEHHCKHX CYIICTpaTa, HHKAICyIauuja,
HCIUTHBamE QU3NUKUX, MOP(HOIIOIIKUX M OMOJIOIIKHX 0COOMHA y30paKa
0) KOpEIalnoHO UCTPAXKUBAHE, HABSCTH THIT
(D) ananu3a TEKCTa, HABECTH THUII IPUKYIbAlbe JTUTEPATYPHHX MOfATaka U ynopehusame ca
SKCIIEPUMEHTAITHHM TOaIuMa
1) OCTaJIO, HABECTH ITITa

2.1.2 Hagecmu 8pcme MepHUX UHCMPYMEHAMA UIU CMaHoapoe nooamaxa cneyuuynux 3a oopehery
HayuHy Oucyuniuny (axo nocmoje).

2.2 KBanuTer nojaraka v cTaHIapau

2.2.1. Tperman HemocTajyhux mogaraka
a) [la mu marpuma caapxu HenocTajyhe momatke? I[a@

AKO je oIroBop /1a, OJITOBOPUTH Ha ciieficha nuTama:

a) Komukwu je 6poj Hemocrajyhux momaraka?
0) Jla mu ce KOPHCHUKY MaTpHIle Ipernopydyje 3ameHa Hemocrajyhux mogaraka? Jla He
B) AKO je oroBop /1a, HABECTH CYTecTHje 3a TPETMaH 3aMeHe HelocTajyhux mojaraka

2.2.2. Ha Koju Ha4MH je KOHTPOJIMCaH KBaJUTET nojaraka? Onucaru
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Kpanurer HOI[aTaKaje KOHTPOJIMCAH IMOHABJbalbEM CKCIICPUMCHTAIHUX MEPCHHA.

2.2.3. Ha koju HauuWH je U3BPIICHA KOHTPOJIA YHOCA TIoJ]aTaKka Y MaTpHILy?
KoHnTpona yHOca mojaTaka je KOHTPOJIMCaHa IbHUXOBUM yropehuBameM ca eKCIICPUMEHTATHIM U
JINTEpATypHUM ITOJALKMA.

3.1. TpermaH 1 yyBame NogaTaKa

3.1.1. llodayu he 6umu denonosanu y HaPayc — HanmonanHoM peno3utopujymy AucepTanuja y
CpOuju u y pernozutoprjymy MHDOpMaIIMOHOT cHCTeMa Hay4yHe JieJIaTHOCTH Y HuBep3uTeTa y HoBom
Cany.

3.1.2. URL aodpeca https://nardus.mpn.gov.rs/, http://www.uns.ac.rs/index.php/univerzitet/javnost-
rada-2/javni-uvid-doktorske

3.1.3. DOI

3.1.4. Jla nu he nooayu bumu y omeopeHom npucmyny?

lla
0) a, anu nocie embapea xoju hie mpajamu 0o
8) He

Axko je o02080p He, Hasecmu pasnoz

3.1.5. [looayu nehe 6umu 0enonosanu y peno3umopujym, aiu he oumu wyeamu.
Obpasnosicerve

3.2 Meranoganu 1 JOKyMEHTaIlMja IogaTaKa
3.2.1. Koju cranmapn 3a meranojaatke he Outu mpuMemeH?

3.2.1. HaBectr MeTammogaTke Ha OCHOBY KOJHX CY ITOJAIH ICTIOHOBAHH Y PEIIO3UTOPH]YM.

Ako je nompebHo, Hagecmu memooe Koje ce Kopucme 3d npeyumarbe nooamaxd, aHaiumuyxe u
npoyedypanne uHpopmayuje, HUX080 KOOUparbe, 0emasbHe ORUCe 8apujabau, 3anuca umo.

3.3 Crpareruja 1 CTaHAapIH 3a YyBambe MoJaTaka

3.3.1. Jlo xor nepuopa he mogany OWTH YyBaHH y PETIO3UTOPHjyMYy?
3.3.2. Jla 1 he momanm OutH nenoHoBanu mox mmdpom? Jla @
3.3.3. la u he mmdpa Outu goctynHa oapehenom kpyry ucrpaxkusaya? la He
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3.3.?@%&1 JIY C€ TIOJIAI MOPajy YKJIOHUTH M3 OTBOPEHOT MPUCTYIIA ITOCJIC U3BECHOT BpeMeHa?

Ha

OO0pa3znoxutu

Ogaj onesbak MOPA OuTH MOmymeH ako BalllM MOJAIM YKJbYUY]y JIMYHE MTOaTKE KOjU Ce OJTHOCE Ha
YYECHHUKE Y UCTPpAXHBamky. 3a JIpyra UCTpaKUBama Tpeda Takohe pa3MOTPHUTHU 3aIITHTY M CUTYPHOCT
rojiaTaka.

4.1 dopmaiHy cTaHAapId 3a CUTYPHOCT HH(pOpMaIHja/moaaTaKa

HctpaskuBaun koju CIpOBO/IE UCITUTHBAKA C JbYAMMa MOPajy Jia ce MpUApKaBajy 3akoHa O 3alITUTH
nozaraxa o smanocru (https://www.paragraf.rs/propisi/zakon_o_zastiti_podataka_o_licnosti.html) u
oxrosapajyher HHCTUTYIIMOHATHOT KOJIEKCa O aKaJeMCKOM HHTETPUTETY .

4.1.2. Jla nu je ucTpakuBame 0J00peHO o] cTpaHe eruuke komucuje? Jla He
Axo je ogroBop Jla, HaBeCTH JaTyM M HA3UB €TUYKE KOMHCH]jE KOja je 0JJ00prIIa HCTPaKHBAE

4.1.2. la v ojaiy yKJby4yjy JIMUHE MMOJAaTKE yUeCHUKa y ucTpaxkuBamwy? Jla He
AKO je 0JroBOp J1a, HaBEIUTE Ha KOjU HAYMH CTE OCUTypaJId MOBEPJLUBOCT U CUTYPHOCT MH(pOpMaILiija
BE3aHUX 32 HCITUTaHUKE:

a) IMomamy HECY y OTBOPEHOM MIPUCTYILY
0) [Mopany cy aHOHUMHU3UPAHH
1) Ocrao, HaBEeCTH IMTa

5.1. Ilooayu he 6umu

jasHo docmynHu
0) 0oCmynHU camo YCKOM Kpyey ucmpaxcusava y oopeheroj Hayuroj obaacmu
y) 3ameopenu

Axo ¢y nooayu 0ocmynHu camo yCKOM Kpy2y UCIMpadicusaid, Hagecmu noo KOjum ycioguma Moy 0a ux
Kopucme:

Axo cy nooayu 00cmynHu camo YyCKOM Kpyay UCMpadicueayd, Hagecmu Ha Koju HauuH Mo2y
NPUCIYRUMU NO0aYUMa.

5.4. Hasecmu nuyenyy noo xojom he npuxynmenu nooayu bumu apxusupanu.

6.1. Hasecmu ume u npesume u mej adpecy 61acHuKa (aymopa) nooamaxa

166


https://www.paragraf.rs/propisi/zakon_o_zastiti_podataka_o_licnosti.html

Doktorska disertacija Jelena Cakarevié

Jenena Yakapesuh, jelena.cakarevic@tf.uns.ac.rs

6.2. Hasecmu ume u npesume u mejn aopecy ocode Koja 00paicasa Mmampuyy ¢ no0ayuma

Jenena Yakapesuh, jelena.cakarevic@tf.uns.ac.rs

6.3. Hasecmu ume u npesume u mejnr aopecy ocobe koja omozyhyje npucmyn nooayuma Opyeum
ucmpadjcuea uma

Jenena Yakapesuh, jelena.cakarevic@tf.uns.ac.rs
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