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1. Uvod

Naucni interes sve ¢eSée je usmeren na iskoriS¢enje nusproizvoda prehrambene industrije i
njihovu valorizaciju za dobijanje visoko vrednih proizvoda. U pogledu bioodrzivog razvoja i
tehnologija obnovljivih resursa, nusproizvodi agroindustrije predstavljaju relativno jeftin izvor
materijala koji je pogodan za proizvodnju bioaktivnih molekula, $to bi sa jedne strane smanjilo
koli¢inu otpada i troSkove Koji su vezani sa odlaganjem istog, a sa druge strane postoji
mogucnost za dobijanje nutritivno bogatih proizvoda. Prehrambeni otpad, ukljucujuéi i jestivu
hranu 1 nejestive delove, procenjen je u Evropi na 100 miliona tona godi$nje (od toga 9 miliona
tona dolazi iz primarne proizvodnje) i direktno je povezan sa oko 143 milijarde evra troskova.
Prema proceni Organizacije za hranu i poljoprivredu (FAO, 2015), oc¢ekuje se da ¢e broj
stanovnika na Zemlji u slede¢ih 40 godina porasti na 10 milijardi ljudi. Kako bi se obezbedile
dovoljne koli¢ine kvalitetne hrane za rastuc¢u populaciju neophodno je i odgovarajuce povecanje
poljoprivredne proizvodnje. Pored toga, dodatni izazov predstavlja iznalaZenje i upotreba novih

izvora proteina.

Vecina proteina koji se koriste u prehrambenoj industriji su zivotinjskog porekla, ukljucujuci
jaja, mleko 1 ribu. Povecana potroSnja ovih proteina doprinosi emisiji gasova staklene baste,
gubitku biodiverziteta i klimatskim promenama. U skladu sa tim visoka cena i dostupnost
proteina Zivotinjskog porekla, u mnogim zemljama, dovodi do upotrebe alternativnih izvora

proteina, kao $to su biljni proteini.

Interesovanje za biljne proteine, kao zamenu za zivotinjske, globalno se povecava zbog sve
veCe potraznje potroSaca koja se moze pripisati raznim faktorima (zdravstveni problemi,
vegetarijanstvo, verska ogranic¢enja). Medu biljnim izvorima proteina mahunarke poput soje,
soCiva 1 graska 1 dalje su najvaZnija grupa, ali njihova prerada u razli¢ite proizvode ima odredena
ogranienja zbog antinutritivnih faktora. Sa druge strane, zelena biomasa iz liS¢a biljaka
prepoznata je kao potencijalni izvor proteina za primenu u hrani na osnovu njenog nutritivnog
profila i velike dostupnosti u tokovima poljoprivrednog otpada. Proteini otpadnog lis¢a smatraju
se dodatnim izvorom proteina jo§ od 1960-ih, a njihova karakterizacija, modifikacije i primena, u

proteklih par decenija su predmet izu¢avanja mnogobrojnih nau¢nih radova.



Tokom procesa proizvodnje i konzumacije povréa, tone nusproizvoda, medu kojima je i lisce
raznih vrsta generiSe se, svake godine, a njihovo nakupljanje uti¢e na zagadenje zivotne sredine
§to moze da bude posedica njihovog organskog sastava i visokog sadrzaja vlage. Otpadno lis¢e
predstavlja potencijalni izvor novih proteina, a mogu da se koriste i u sistemima hrane i kao
stoéna hrana. Za upotrebu proteina liS¢a kao sastojaka u hrani, moraju posedovati 0sobinu
svarljivosti, kao i da nakon varenja dolazi do proizvodnje hidrolizata (peptida) koji imaju
odredenu biolosku funkciju. Dobijeni peptidi najéesce poseduju bioloske aktivnosti kao §to su
antioksidativna, antihipertenzivna, kao i regulacije metabolizma glukoze. Takode, dobre
funkcionalne osobine kao i1 poZeljne senzorne osobine kao Sto su boja, ukus, tekstura odreduju

njihovu upotrebu u funkcionalnoj hrani.

Primenom razli¢itih fizickih (ultrazvuk) i hemijskih (primena enzima) predtretmana moze da
se uti¢e na poveéanje prinosa pri ekstrakciji proteina liséa. Celijski zid biljne éelije predstavlja
slozenu strukturu koja moze da otezava ekstrakciju proteina. Ekstrakcija podpomognuta
enzimima predstavlja jednu od alternativnih metoda za dobijanje visoko kvalitetnih proteinskih
koncentrata u pogledu njihovog prinosa takode i u pogledu nutritivnih i funkcionalnih osobina.
Da bi doslo do destrukcije cCelijskog zida koriste se razli¢ite karbohidraze i pektinaze koje bi
dovele do oslobadanja proteina iz ¢elije a samim tim se olakaSava njihova ekstrakcija iz biljnog
supstrata. Ova metoda spada u zelene tehnologije zbog blagih ekstrakcionih uslova i odsustva

Stetnog uticaja na Zivotnu sredinu.

Istrazivanja u oblasti biljnih proteina mogu se sumirati u dve osnovne strategije:
obogacivanje proteinima i komplementacija. Strategije za komplementaciju proteina su koriS¢ene
u raznim kombinacijama meSanja prehrambenih proizvoda sa nedostatkom esencijalnih
aminokiselina sa drugim proizvodima koji obezbeduju limitiraju¢e aminokiseline. Dodatno,
senzorna 1 funkcionalna svojstva proteinskih izolata, bra§na i1 koncentrata biljnog porekla, mogu
se prilagoditi koris¢enjem unapredenih strategija ekstrakcije i obrade. Na osnovu njihovog
profila, ovi biljni proteini se koriste kao stabilizatori, emulgatori, agensi za strukturiranje i
modifikatori teksture hrane za razvoj 1 obogacenje nutrtitivnog sastava veganskih 1

vegetarijanskih proizvoda.

Posmatrajuci primenu proteina sa razlicitih aspekata: kao bioloski aktivnih jedinjenja, i kao

dobrih funkcionalnih agenasa moze se re¢i da imaju veliki potencijal za ugradnju u razlicite



prehrambene formulacije. Tako formulisan proizvod moze da bude nutritivno bogat i da
zadovoljava potrebe danasnjeg potosaca u smislu zahteva za veéim sadrzajem proteina koji nisu
zivotinjskog porekla, a u isto vreme da ima pozitivan uticaj na ljudsko zdravlje. Nau¢na
istrazivanja u skladu su sa potraznjom i kreiranjem inovativnih prehrambenih proizvoda, sto sa
jedne strane predstavlja veliki izazov u pogledu pracenja aktivnosti, stabilnosti i dostupnosti
bioloski aktivnih komponenata nakon direktnog konzumiranja, a sa druge strane doprinosi

razvoju proizvoda koji su obogaceni prirodnim komponentama, a prate zahteve modernog doba.



2. Cilj istrazivanja

Cilj doktorske disertacije je dobijanje proteina, izolovanih iz nusproizvoda prepade povréa, sa
iskarakterisanim funkcionalnim i bioloskim osobinama i razvoj novih formulacija dodataka

ishrani na bazi ovih proteina kao i njihova primena u funkcionalnoj hrani.

Naucna istrazivanja sprovedena u okviru ove doktorske disertacije omogucila su nova saznanja o
valorizaciji nusproizvoda koji nastaju nakon branja ploda brokolija, karfiola, kupusa i cvekle, u

cilju dobijanja visoko vrednih proteina.
Istrazivanja su obuhvatila tri glavne faze:
1. Faza

Definisanje novog izvora proteina i bioaktivnih jedinjenja: nusproizvod agroindustrije — zeleno
lis¢e povrca. Ekstrakcija proteina iz otpadnog liS¢a povréa i njihova karakterizacija u pogledu
fizicko-hemijskih i funkcionalnih osobina. Ispitivanje svarljivosti dobijenih proteina primenom

modela in vitro digestije, kao i odredivanje antioksidativnog potencijala dobijenih hidrolizata.

2. Faza

Unapredenje procesa ekstrakcije proteina 1 zelenog otpadnog lis¢a primenom razli¢itih enzimskih
i fizickih predtretmana (ultrazvuk) u cilju povecanja proteinskog prinosa. Enzimski predtretmani
obuhvatili su primenu enzima za razgradnju celijskog zida (celulaza, pektinaza). Ispitivanje

fizicko-hemijskih i funkcionalnih osobina ovako dobijenih proteina lis¢a.
3. Faza

Ugradnja proteina iz lis¢a brokolija, kao najbolje pokazanog izvora, u prehrambeni matriks,
kreker, u cilju dobijanja unapredenog funkcionalnog prehrambenog proizvoda. Karakterizacija
dobijenog proizvoda - odredivanje fizicko-hemijskih, senzorskih i teksturnih osobina, in vitro

digestija i odredivanje antioksidativnog potencijala hidrolizata nakon digestije.
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3. Pregled literature

3.1. Nusproizvodi agroindustrije — potencijalni izvor visoko vrednih
jedinjenja

Biljni otpad jedan je od nusproizvoda agroindustrije koji nastaje tokom proizvodnje i prerade
prehrambenih sirovina. Njegovo nakupljanje dovodi do znacajnog zagadenja Zivotne okoline, a
samim tim [ do nezdrave drustvene sredine. Postoji urgentna potreba za razvijanjem metoda za
iskorisc¢enje ovakve vrste otpada u visoko vredna jedinjenja ili materijale. Mnoga naucna
istrazivanja se uspesno bave ovim oblastima, a razvijeno je i nekoliko strategija za proizvodnju
biohemikalija iz bioloskog otpada. Drugim recima, otpadni materijal useva sve vise dobija na
vrednosti. Jedinjenja poput ugljenih hidrata, minerala, proteina i drugih izolovana su iz raznog
otpadnog materijala koji zaostaje na usevima. U ovom poglavlju prikazan je pregled
nusproizvoda agroindustrije kao izvora visoko vrednih jedinjenja, zelenog lis¢a kao
nusproizvoda agroindustrije, molekula koje su iz njih izolovane, njihovih metoda ekstrakcije i

nacina na koji se dalje dobijaju vredna jedinjenja.

Proizvodnja Zitarica, povréa, voca i srodnih dobara predstavlja osnovne komponente
poljoprivrednih kultura. Opstanak ljudske vrste direktno je povezan sa poljoprivrednom
proizvodnjom. Prisutna je sve veca potraznja za pametnom poljoprivredom, a u bliskoj je vezi sa
sve ve¢im brojem stanovnika. Drugi vaZan aspekt u poljoprivrednoj proizvodnji je dovodenje
poljoprivrede u okvire cirkularne ekonomije (Martin 1 sar., 2017; Heshmati, 2015).
Agroindustrijski nusproizvodi i otpad stvaraju sve vece ekoloske posledice Sirom sveta. Da bi se
zadovoljila sve veca potreba za hranom, tradicionalni metod poljoprivrede pretvoren je u
modernu metodu kojoj je upotreba dubriva, prekomerno kori§¢enje podzemnih voda, prekomerna
upotreba pesticida i jo§ mnogo toga doprinosi ugrozavanju zivotne sredine (Sadh i sar., 2018).
Negativan ekoloski uticaj ima i zbog nedovoljno iskoris¢enog i netretiranog agroindustrijskog
otpada koji se uglavnom neplanski i nekontrolisano spaljuje. Ovo je primoralo naucnike iz
razli¢itih oblasti da se udruze i predloze adekvatan nacin za iskoriS¢enje agroindustrijskih
nusproizvoda i otpada (Couto, 2008; Rudra i sar., 2015; Okonko i sar., 2009; Charoensit i sar.,
2021).



Poljoprivredni otpad obuhvata zivotinjski otpad, otpad od useva, otpad od prerade i opasan otpad
(Nagendran, 2011). Otpad koji potice od poljoprivrednih useva pokazao je svoj potencijal kao
odli¢an izvor visoko vrednih jedinjenja poput onih koji imaju nutritivnu vrednost, farmaceutski
znacaj itd. (Sadh i sar, 2018; Graminha i sar., 2008; Adamez i sar., 2012; Katalinic i sar., 2010;
Singh i Geetanjali., 2013). NepotroSeni i neiskoriS¢eni delovi povréa, voca i drugih
poljoprivrednih proizvoda predstavljaju agroindustrijski otpad. Glavni faktori koji doprinose
agroindustrijskom otpadu iz useva su kore i pulpe od sokova i pi¢a u industriji (Samuel i sar.,
2019), ljuske od Zzitarica, oraha, indijskog oraha u industriji (Goodman, 2020; Piraiesh 1 sar.,
2012; Panouille i sar., 2007), pulpa kafe iz industrije kafe (Figueroa i sar., 2016; Murthi i Naidu,
2012). Zabelezeno je da se oko 25%-30% otpadnog materijala od useva generiSe samo kroz
povrée 1 voce (Ajila i Rao, 2013; Laufenberg i sar.,, 2009). Oni su bogati celulozom,
hemicelulozom, ligninom, enzimima, proteinima i drugim organskim molekulima (Sharanappa i
sar., 2011; Sindiri i sar., 2013; Sukan i sar., 2014; Topakas i sar., 2004; Sagar i sar. , 2018).

Iz poljoprivrednog otpada izdvojene su vredne materije, koje su u skladu sa principima zelene
hemije, tako da se otpad od useva moze posmatrati kao odrziva sirovina za izolovanje
bioaktivnih jedinjenja. Kao neki od primera mogu se navesti: fenolna jedinjenja, polifenoli,
antioksidansi koji su izolovani iz semena urme (Al-Farsi i Lee, 2008), otpada od kore citrusa
(Balasundram et al., 2006) i kore jabuke (Wolfe i Liu, 2003). KoZice i semenke grozda su bogati
izvori proantocijanidinima (Torres i Bobet, 2001). Flavanoni 1 pektini su izolovani iz eteri¢nih
ulja dobijenih kao nusproizvod iz industrije sokova od citrusa (Waldron, 2009). Komina
paradajza je bogat izvor likopena i karotena, a izolovani su ekstrakcijom sa superkritiénim CO2
(Baysal et al., 2000).

3.1.1. Otpadni materijali useva

Kako bi se zadovoljila potraznja stanovnistva za hranom, u poslednje dve decenije doslo je do
povecanja proizvodnje voca i povrcéa, sa globalnih oko 980 miliona tona u 1993. na 1.800
miliona tona u 2013. (FAO, 2015.) (Slika 2), uz znacajno povecanje proizvodnje u Aziji. Ova
promena rezultirala je stvaranjem velikih koli¢ina otpada 1 nusproizvoda, koji Cesto Cine
znacajan deo sirovine, od 10 - 60% sve u zavisnosti od biljne vrste. Godine 2011 Sjedinjene
Drzave i Kina proizvele su preko 45 miliona tona otpada od voca i povréa (Wadhva i sar., 2013).

Najveca koli¢ina otpada obi¢no nastaje tokom Zetve, tj. poljoprivrednih ostataka (npr. lisce,



stabljike) i u prehrambenoj industriji (komina, kora ili semenke od jabuke, grozda i citrusa)
(Madurvar i sar., 2013). U proslosti su se ovi otpadni materijali obi¢no koristili kao dubrivo ili
sto¢na hrana (Laufenberg i sar., 2003). Poslednjih godina, medutim, razvijeno je nekoliko novih
metoda za koriS¢enje ovih otpadnih proizvoda u cilju dobijanja proizvoda vec¢e dodatne vrednosti
(Laufenberg i sar., 2003). Literaturni podaci raspolazu informacijama da su ovi nusproizvodi
dobar izvor bioaktivnih jedinjenja, npr. 26 fenolnih jedinjenja, glukozinolata, B-karotena, vitamin

C, vitamin E, arome, boje i dijetetska vlakna, kao i selena i cinka (Shilpi i sar., 2013).
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Slika 2. Proizvodnja povréa i voca u poslednje dve decenije (FAO, 2015)

Ratarska proizvodnja u poslednjih pet decenija povecana je vise od tri puta zajedno sa
povecanjem broja stanovnika. Zelena revolucija 1 se€a Suma su dva vazna faktora koja ljudi
koriste za povecanje proizvodnje poljoprivrednih kultura (Food and Agriculture Organisation,

2017, 2019). Medutim, proces od farme do prehrambenog proizvoda, nazalost, dovodi do



stvaranja velikih koli¢ina nusproizvoda i otpada od useva. U celom lancu snabdevanja hranom,
hrana se rasipa usled neodgovornosti pojedinca kao i loSeg upravljanja otpadom. Na globalnom
nivou oko 24 miliona tona hrane godisnje obezbeduje poljoprivredni sektor (Food and
Agriculture Orga, 2017). Iako je poljoprivredni sektor vazan deo naseg drustva, ipak ne moze da

se zanemari njegov Stetni uticaj na Zivotnu sredinu.

Najistaknutiji razlozi za povecanje otpada od useva su neodgovornost, neznanje i nedovoljno
informacija o upravljanju otpadom. Aktivnosti kao Sto su lo$ transport, nedostatak skladisnih
objekata, kvarenje useva, kuhinjske aktivnosti i lokalne pijace povréa su neki od razloga za

stvaranje i gomilanje otpada iz useva (Klich, 2007).
Poljoprivredni biljni otpad uglavnom je grupisan u tri kategorije:

e ostaci useva (koji se stvaraju tokom branja),
e agroindustrijski ostaci (generisani u vremenu nakon branja) i

e kuhinjski otpad (koji se generiSe tokom potrosnje).

Ostaci tokom i nakon branja uglavnom obuhvataju nejestive delove useva koji se izbacuju kao
otpadni materijal kao §to su slama, strniSte, stabljike, li§¢e, korenje, granje, itd. A oni uglavnom
poti€u od semena, voca, zitarica, povréa, itd. Otpad od useva ukljucuje ljuske, kore, prasinu,
slamke, lis¢e, kominu, kore povréa i voca 1 zitarice koje nastaju prilikom prerade sirovina u
proizvod za konzumaciju. Podaci u literaturi prikazuju da papaja proizvodi oko 53% otpada svog
finalnog proizvoda koji ukljucuje 8,5% otpada od kore, 6,5% semena i 32% neupotrebljive
pulpe. Otprilike 48% ukupnog ananasa nastaje kao otpad, odnosno 14% kora, 9% jezgra, 15%
pulpa i 5% vrh. Preradom manga nastaje oko 11% kore, 13% semena, 18% neoperabilne pulpe,
odnosno ukupno 58% gotovih proizvoda (Joshi i sar., 2012; Zavala et al., 2010a).

3.1.2. Jedinjenja izolovana iz otpadnih sirovina useva

Jedinjenja izolovana iz poljoprivrednog otpada ukljucuju mono-, di-, oligo- i polisaharide,
proteine, jedinjenja prirodnih aroma i druge sekundarne fitokemikalije kao $to su fenoli (Torres i
sar., 2020; Li i Zhu, 2017; Ferraz i sar., 2019; Nakthong i sar., 2017; Kaur i sar., 2004; Sandhu i
Lim, 2008). Kore citrusa i ostaci iz industrije sokova su dobri izvori flavanona dobijenih nakon

alkaline ekstrakcije i dalje neutralizacije (Waldron, 2009). Kore agruma su koriS¢ene kao



sirovina za izolovanje hesperidina, naringenina, narirutina (Coll. i sar., 1998) i pektina (Raleti

sar., 2005; Wang i sar., 2014). Antocijanini su dobijeni iz kore grozda (Corrales i sar., 2008).

Krompir je dobro poznata prehrambena kultura koja dodaje veliku koli¢inu poljoprivrednog
otpada i izvor hemikalija poput skroba, amiloze, proteina i minerala (Sindiri i sar., 2013).
Otkriveno je da je otpadni deo manga, uglavnom jezgra, bogat skrobom, a varijacija u
hemijskom sadrzaju je primecena jer hemijski sadrzaj zavisi od sredine u kojoj se biljka uzgaja.
Muniz-Valensija et al. godina su izolovali Secere iz otpada industrije manga i pretvorili ih u 5-
hidroksimetilfurfural (HMF) u hidrotermalnim uslovima (Valencia i sar., 2020). Upotreba vode
kao rastvaraca i mikrotalasne pecnice kao izvora grejanja ¢ine ovaj proces ekoloski prihvatljivim

i u skladu je sa principima zelene hemije.

Mango je odli¢an izvor ketoheksoza (15 g/100 g svezeg voca). Ugljeni hidrati poput saharoze,
fruktoze i glukoze prisutni su u oko 50%, 33%, odnosno 17%, respektivno (Zafar i Sidhu, 2017).
Kore krastavca od biljnog otpada su koriS¢ene za izolovanje flavonoida u industrijske svrhe
(Agarval i sar., 2012). Primeri dati u Tabeli 1 potvrduju da je otpad od poljoprivrednih useva
odlican rezervoar bioaktivnih jedinjenja. Bez sumnje, odgovaraju¢a optimizacija metoda za
hemijsko izolovanje sa komercijalnom odrzivo§¢u moZe zameniti petrohemijske sirovine. Spisak

reprezentativnih useva, njihov otpad-ostatak i izolovane hemikalije sastavljen je u Tabeli 1.

Biljni izvor Otpadni materijal Izolovana jedinjenja (%) Literatura

H 0 . - - -
Anato Seme Amiloza (24%) Skrob Silveira i Blacido,

(66%) 2018
Lacerda i sar.,
Avokado Seme Skrob (27.5 — 29.8%) 2014; Guerrero i
sar., 2016
Epikatehin, katehini,
Avokado Seme i kora galna kiselina, hlorogenska | Deng i sar., 2012
kiselina
Banana (nezrela) Kora Skrob (29%) Franklin i sar.,
2017
Brokoli Lisce Proteini (57%) Sedlar i sar., 2020
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Biljni izvor Otpadni materijal Izolovana jedinjenja (%) Literatura
Someya i sar.,
Galokatehini, antocijanini, | 2002; Kanazawa i
Banana Kora delfinidin, cijanidin, Sakakibara, 2000;
kateholamini Montelongo i sar.,
2010
Cvekla Lisce Proteini (54%) Sedlar et al., 2020
Kafena kiselina, ferulinska
kiselina, hlorogenska
y S kiselina, p-hidroksi Negro i sar., 2003;
Grozde Seme i kozica benzoicna kiselina, | Maier i sar., 2009
vanilinska kiselina, galna
Kiselina
y .. L Corrales i sar.,
Grozde Kozica Antocijanini 2008
. Amiloza (26 — 29.3%) Stevenson i sar.,
Jabuka Nezrele jabuke Skrob (44 — 53%) 2006
Jabuka Susena jabuka Pektin (10 — 15%) Ralet i sar., 2005
) o Bhushan i sar.,
Jabuka Komina Ugljeni hidrati (48 — 62%)
2008
. - Sainvitu i sar.,
JeCam Mekinje B - Glukan 2012
y . Lizin (2,52%), Leucin .
JeCam IstroSeno zrno (0,30%) Farcas i sar., 2017
Karfiol - .
Lisce Proteini (72%) Sedlar i sar., 2020
Kasava Pulpa Ugljeni hidrati (69,9%) Sritoth i sar., 2000
Ostecena zrna 0 Shehzad i sar.,
Kukuruz kukuruzna Maltoza (20,6%) 2018
Kupus Lisce Proteini (65%) Sedlar i sar., 2020
. Skrob (44.9), Amiloza .
Mango Brasno semena (9.1-16.3) Kaur i sar., 2004
Fenolne komponente, zavala i sar
Mango Kora karotenoidi, vitamin C, 2010b N

dijetska vlakna
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Biljni izvor Otpadni materijal Izolovana jedinjenja (%) Literatura
Paradajz Komina Carbohydrates (25.4-50) Valle i sar., 2006
Pirina¢ Mekinje Ulje (20.4) Kuk i Dowd, 1998
PSenica Mekinje i Klice Feno!na Klse“r.]a’ Wang i sar., 2008

antioksidansi

Sargarepa Kora Fenoli, B-caroten gggg taro i sar.,

Soja Seme Ulje (10-20) Diers | sar., 1992;

Hwang i sar., 2014

Sojina sa¢ma

Otpadna sa¢ma

Proteini (45.55), Ugljeni
hidrati (38.40)

Gerliani i sar.,
2020

Zeleni ¢aj Lisce Katehin Chang i sar., 2000
D . Uzunalic i sar.,
Zeleni ¢aj Lisce Kofein (97) 2004b

Tabela 1. Poljoprivredni usevi, njihov otpad i izolovana jedinjenja

Cvekla je tradicionalno i popularno povrée u mnogim delovima sveta. Bogata je vlaknima, kao i

Secerima ali sa umerenom kalorijskom vrednosc¢u. Od vitamina sadrzi B vitamine (B1, B2, B3,

B6) kao i folnu kiselinu. Listovi cvekle se najéesce odsecaju od lukovice i sluze kao hrana za

zivotinje, ili se odlazu kao otpad. Listovi cvekle imaju vec¢i sadrzaj flavonoida i fenola nego plod,

ali se nedovoljno koriste zbog nedostatka odgovaraju¢eg znanja, posebno o njihovoj hranljivoj

vrednosti i nacinu pripreme (Ana Paula Ribeiro Barcelos de Castro, 2019). Superkriticnom

ekstrakcijom otpadnog lis¢a cvekle, na niskoj temperaturi (35 °C) i pri pritisku CO2 od 400 bara,

dobija se ekstrakt sa visokom antioksidativnom aktivnosti (Rosario Goyeneche i sar., 2020).
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3.2. Poljoprivredni i nusproizvodi Brassica vrsta
Najcesce uzgajanje Brassica vrste su karfiol, kupus 1 brokoli:

Karfiol (Brassica oleracea L. var. botrytis) je jedna od kupusnjaca koje se konzumiraju Sirom
sveta. Njegov uzgoj 1 konzumacija su se naglo povecale u poslednjih nekoliko godina jer je
dokazano da sadrzi izvesne koli¢ine zdravstveno korisnih jedinjenja, kao sto su fenoli,
glukozinolati, proteini i vitamini. Zbog povecane proizvodnje nastaju i tone nusproizvoda

karfiola (stabljike 1 lis¢a).

Kupus (Brassica oleracea var. capitata) se smatra super hranom zbog velikog sadrzaja
kalcijuma, folata, riboflavina, vitamina C, K 1 A 1 fitohemijskog sadrzaja. Jedno je od povréa
koje se najviSe konzumira uz minimalnu preradu. Tokom same prerade uklanja se oko 40%
mase, a obuhvata listove i stabljike. Stabljika, iako se ne konzumira Cesto, je izvor minerala i
vlakana, fenolnih jedinjenja, a ima i dobru antioksidativnu aktivnost. Sastav nusproizvoda
kupusa prema USDA bazi podataka je: 92.18% vlage, 0.1 % eteri¢ni ekstrakt, 1.28% proteina,
0.27% pepeo, 2.5% vlakna (Luz M. Alzate T., 2017; T.Bn. Brito, 2020).

U poslednjoj deceniji potro$nja brokolija (Brassica oleracea var. silvestris) se povecala nekoliko
puta, zbog povecane informisanosti o visokom sadrzaju polifenola, vitamina, minerala,
antioksidanasa, antikancerogenih jedinjenja i1 vlakana. Od vitamina sadrzi A, B6, B12, C, D, E,

konzumacija je preporucena od strane svetske zdravstvene organizacije (Geetha Shree Nagraj,
2020).

Karfiol 1 brokoli su najces¢e koriS¢eno povrée u celom svetu. Prema izveStaju koji je izdala
Organizacija za hranu i poljoprivredu (FAO) u 2015. godini, svetska proizvodnja karfiola 1
brokolija u 2013. bila je oko 22,2 miliona tona (Slika 3). Njihovi jestivi delovi su klice 1 cvetna
glavica, dok vecu koli¢inu predstavlja nejestivi delovi, ¢ak preko 70% biljke kao Sto su listovi,
cvetovi i stabljike, koji se generiSu tokom branja. Veéina ovih nusproizvoda od karfiola 1
brokolija najviSe zaostaju na zemljiStu, dok se mala koli¢ina koristi za sto¢nu hranu i kao
industrijsko dubrivo (Iniguez-Covarrubias i sar., 2001). Medutim, u nekoliko nedavnih studija,
ove sirovine prepoznate su kao dobar izvor antioksidativnih jedinjenja, poput fenolnih jedinjenja
(Huinh i sar., 2014; Llorach i sar., 2003), glukozinolata (Ares i sar.,2014; Cabello-Hurtado i sar.,
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2012; Dominguez-Perles i sar., 2011), vlakana (Nilnakara i sar., 2009; Tanongkankit i sar., 2012)

i aminokiselina (Arnaiz i sar., 2012).
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Slika 3. Proizvodnja karfiola, brokolija i drugih Brassica vrsta u poslednje dve decenije

Kao i za ostalo voce i povrée, potrosnja kupusa i drugih Brassica vrsta bila je u stalnom porastu
u poslednje dve decenije, u rasponu potroSnje od oko 45,3 miliona tona 1993. godine. na
priblizno 71,4 miliona tona u 2013. (FAO, 2015) (Slika 3). Posto se ovi proizvodi uglavnom
konzumiraju sirovi i svezi, manje je proizvedenog otpada. Glavni otpad kupusa su listovi, koji
nastaju iz procesa pakovanja i skladistenja, kao 1 kod kuvanja u domacinstvu. Takode povrée kao
Sto je kineski kupus, beli 1 crveni kupus, prokelj, kelj, takode su se pokazaki kao potencijalni

izvori bioaktivnih jedinjenja (Podsedek, 2007).

Poznato je da su fenolna jedinjenja glavna antioksidativna jedinjenja Brassica povrca.

Najzastupljenija grupa koja se nalazi u ovoj biljci su flavonoidi, koji uglavnhom postoje kao
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glikozidi kempferola i kvercetina kao i njihovih derivata u kombinaciji sa hidroksicimetnim
kiselinama, npr. kafeinska, kumarinska, ferulna i sinapinska kiselina (Cartea i sar., 2010; Lin i
sar 2010).

Okarakterisan je fenolni sastav 17 Brassica biljnih vrsta, pronalaze¢i 51 flavonoid glikozid gde
su svi identifikovani kao glikozidi kempferola, kvercetina i izorhamnetina, tj. Sesnaest
neaciliranih flavonoidnih glikozida, i trideset pet aciliranih flavonoidnih glikozida Lin et al.
(2010). Takode studija o razli¢itim vrstama Brassica (Collard Greens, Kale i Kineski brokoli),
takode je potvrdila da ima Cetrdeset pet flavonoida i trinaest derivata hidroksicimetne kiseline u
ove tri biljne vrste (Lin i sar., 2009). Medu njima, kempferol glikozidi su bila glavna jedinjenja,

dok su kvercetin glikozidi identifikovani kao sporedne komponente.

Fenolni profil moze biti prili¢no razli¢it u zavisnosti od sorte, vrste, pa ¢ak i delova biljaka iste
vrste, klimatskih uslova, vremenski period branja i procesa nakon branja (Cartea i sar., 2010;
Vale i sar., 2015). Koncentracija fenolnih jedinjenja ocenjena je u sedam sorti italijanske brasika
vrste, odnosno italijanskom kelj, brokoli, savoj i beli kupus, karfiol, zeleni karfiol i prokulice
(Heimler i sar. 2006). Otkriveno je da jestive sorte brokolija i kelja pokazuju najveéi sadrzaj

ukupnih i fenola i flavonoida.

Fenolna jedinjenja prisutna u biljkama mogu se klasifikovati u slobodna fenolna jedinjenja
pronadena u vakuolama biljnih celija, i vezana fenolna jedinjenja povezana sa strukturnim
komponentama c¢elijskog zida (celuloza, hemiceluloza, lignin, pektin 1 protein) kroz nekoliko
kovalentnih veza (Cerda i sar., 2013). Slobodna fenolna jedinjenja mogu se efikasno ekstrahovati
konvencionalnim tehnikama, dok nekoliko procesa hidrolize su koris¢eni za lakse oslobadanje
vezanih fenola. Enzimski tretman i fermentacija su alternativni procesi za dobijanje ekstrakata

fenola sa visokim kvalitetom i visokom aktivnosti, koris¢enjem ekonomic¢nih i ekoloskih tehnika.

3.2.1. Metode ekstrakcije za izolovanje visoko vrednih jedinjenja iz nusproizvoda

agroindustrije

Izolovanje bilo kog visoko vrednog molekula iz otpada od useva je najveci i veoma vazan korak
u njihovom koris¢enju. Odgovarajuci proces izolovanja daje odlicne prinose ciljanih molekula.

Koris¢enje bilo koje metode za izolovanje svih prisutnih molekula otpada se ne preporucuje jer
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njihovo dalje precis¢avanje do ciljnog molekula iziskuje mnogo vremena, a istovremeno

predstavlja skup proces.

Ekstrakcija, pre¢iS¢avanje 1 karakterizacija su tri bitna koraka za dobijanje ciljanih molekula iz
otpada (Baiano, 2014; Khod dami i sar., 2013). Vrsta otpada, vrsta rastvaraca, pH, temperatura,
pritisak i priprema uzorka su neki od parametara koji bitno uticu na proces izolovanja

(Hernandez et al., 2009).

Jedinjenja iz otpada od useva mogu se ekstrahovati bilo konvencionalnom metodom ili nedavno
razvijenim metodama (Nakthong i sar., 2017). Konvencionalne metode su takode poznate i kao

klasi¢ne metode jer se koriste dugi niz godina:

e [Ekstrakcija rastvaraem je metoda koja Kkoristi visoku temperaturu kroz Sokhlet
ekstrakciju (Sokhlet, 1879) ili na sobnoj temperaturi, perkolacija/maceracija (Abu-bakar i
Hakue, 2020). Za izolovanje eteri¢nih ulja, koristi se i hidrodestilacija (Azmir i sar.,
2013). Brojni pregledni ¢lanci su objavljeni o izolovanju, preci§¢avanju i karakterizaciji
molekula iz bioloskih izvora (Baiano, 2014; Khoddami i sar., 2013; Hernandez i sar.,
2009; Sokhlet, 1879; Abubakar i Hake, 2020; Azmir i sar., 2013).

Metoda Sokhlet ekstrakcije predstavlja osnovu izolovanja bioaktivnih komponenti iz prirodnih
izvora posebno iz biljaka ili njenih delova (Sokhlet, 1879). U pocetku je razvijen za ekstrakciju
lipida, ali zbog svoje robusnosti, ova metoda je proSirena i na druge vrste metabolita (Sagar i
sar2018). U ovoj metodi kontinualna ekstrakcija se odvija kroz Sokhlet ekstraktor gde jedinjenja

ekstrakata zaostaju u posudi za destilaciju.

Metode perkolacije i maceracije ne koriste proces zagrevanja. Kod perkolacije, primenjuje se
filtriranje kroz porozni materijal gde filtrat poseduje bioaktivna jedinjenja. Prilikom maceracije,
biljni materijal se potopi u odgovarajuci rastvara¢ odredeni vremenski period 1 dalje filtrira u

cilju dobijanja rastvora jedinjenja (Sagar i sar., 2018; Abubakar i Hakue, 2020).

e Hidrodestilacija se uglavnom Kkoristi za ekstrakciju ulja i koristi se pre dehidratacije
biljnih uzoraka (Sagari sar., 2018; Azmir i sar., 2013). Ovaj metod ekstrakcije koristi
vodu ili paru ili u kombinaciju vode 1 pare. MeSavina vode 1 ulja se kondenzuje i dalje idu

na separator gde se razdvajuju. Ovaj metod pokazuje ogranicenje prema termolabilnim
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komponentama (Silva i sar., 2005). Takode metoda ima nedostatke kao S$to su niska
Cistoca, upotreba vecée koli¢ine rastvaraca duzi vremenski period i moguénost degradacije
jedinjenja.

e Ekstrakcija uz pomo¢ mikrotalasa (MAE) koristi se za ekstrakciju bioaktivnih jedinjenja
(Jain i sar., 2009). Ova metoda koristi mikrotalase za generisanje toplote. Isparavanje
¢elijske vlage €ini bioloski matriks poroznim §to omogucava bolji prodor rastvaraca i
pomaze u ekstrakciji jedinjenja. Usled visoke temperature zabelezene su i1 neke
degradacije molekula. U nekim sluc¢ajevima, izvedeno je izolovanje uz pomoc¢
mikrotalasa bez upotrebe rastvaraca (Alupului i sar., 2012).

e Ekstrakcije uz pomo¢ enzima izvedene su ili hladnim presovanjem, ili upotrebom vode
kao rastvaraca (Latif i Anvar, 2009). Faktori kao Sto su vreme, koliina rastvaraca,
veli¢ina biljnog otpada, i drugo, igraju vaznu ulogu u ovoj metodi ekstrakcije (Niranjan et
al., 2004). Ova metoda se smatra ekoloski prihvatljivom.

e Metoda ekstrakcije uz pomo¢ impulsnog elektri¢énog polja je koris¢ena za ekstrakciju
biomolekula iz otpada useva razgradnjom strukture éelijske membrane (Vorobiev i sar.,
2006). Ovaj metod koristi elektri¢ni naboj koji radi na dipolnoj prirodi molekula i
primenjen je bilo Kontinuirani ili serijski rezim (Puertolas i sar., 2010). Koris¢enje
optimalnog elektricnog polja ne dozvoljava porast temperature i spre¢ava razgradnju

jedinjenja (Lebovka i sar., 2002).

Pored fenolnih jedinjenja, nusproizvodi Brassica vrsta takode predstavljaju potencijalni izvor

visoko vrednih jedinjenja — proteina.
3.3.  Proteini

Rec ,,protein® definiSe jedinjenja iz grupe sloZenih organskih jedinjenja, koja se u osnovi sastoje
od kombinacije 20 razlicitth amino-kiselina povezanih peptidnim vezama. Sastav proteina ¢ine:
50-55% ugljenik, 6-7% vodonik, 20-23% kiseonik, 12-19% azot i 0,2-3% sumpor (Damodaran,
2000). Siroko su rasprostranjeni u biljnom i Zivotinjskom svetu kao glavni sastojak protoplazme

svih ¢elija 1 neophodni su za Zivot.

Proteini igraju osnovnu ulogu u odrzavanju Zivota, ali 1 kao vazne komponente hrane, kako

biljnog tako i Zivotinjskog porekla. Njihov sadrZaj i osobine znatno variraju u razli¢itim izvorima
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hrane ljilja. Pored nutritivne uloge, kao izvori esencijalnih aminokiselina koje su kljuéne za
ljudski rast i odrzavanje, proteini, takode, imaju strukturnu ulogu, i to zahvaljuju¢i dobrim

funkcionalnim osobinama.

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).

Cetiri nivoa hijerarhijske organizacije koriste se za opisivanje strukture proteina (Slika 4):

1. Primarnu strukturu proteina ¢ini redosled amino-kiselina povezanih peptidnom vezom,
opisanih od N-kraja ka C-kraju. Primarna struktura takode ukljucuje druge kovalentno
vezane strukture, kao $to je lokacija disulfidnih mostova i mesta post-translacionih
modifikacija bo¢nih lanaca (npr. metilacija, glikozilacija, fosforilacija). Veli¢ina lanca i
redosled povezivanja aminokiselina odreduje fizicka, hemijska, strukturna, bioloSka 1
funkcionalna svojstva proteina.

2. Sekundarna struktura opisuje pravilne konformacije polipeptidnog kostura, koje su
odredene planarnocu peptidnih veza, vodoni¢nih veza izmedu akceptora C-O i donora
N-H grupa i moguce rotacije oko veza N-C, i C-C,. Najcesde zastupljene strukture jesu
a-heliks 1 PB-naborana strukture (Lesk, 2001). Pravilna geometrija periodi¢nih
sekundarnih struktura omogucuje medusobno povezivanje sekundarnih strukturnih
elemenata, koje takode mogu dovesti do formiranja supersekundarnih struktura,
ukljuéujuci zavojnice, trostruku zavojnicu, beta-alfa-beta motiv i dr. Trostruka spirala
molekula kolagena i struktura zavojnica molekula miozina dobro su poznati primeri
supersekundarnih struktura u proteinima hrane (Branden i Tooze, 1991).

3. Tercijarnu strukturu proteina c¢ini opis celokupnog trodimenzionalnog savijanja
peptidnog lanca. Ona ukljucuje nacin izvijanja polipeptidnog kostura (sekundarnu
strukturu), raspored motiva u domene, kao i konformaciju boc¢nih lanaca ostataka
amino-kiselina. U sustini, tercijarna struktura pruza informacije o kompletnom obrascu
nabora primarne i sekundarne strukture proteinskog molekula, koje diktiraju njegovu

kona¢nu veli¢inu i oblik. Pored toga, opisuje polozaj svake amino-kiseline u

18



trodimenzionalnom prostoru, ¢ime se obezbeduju informacije o pristupacnosti ili
stepenu izlozenosti i potencijalu nekovalentnih interakcija bo¢nih lanaca.
4. Kvaternerna struktura se odnosi na Cetvorodimenzionalni nivo struktura proteinskih

kompleksa koji mogu nastati udruzivanjem identi¢nih ili razli¢itih polipeptidnih lanaca.

Primarna struktura proteina

‘Nabrana

) ravan
Sekundarna struktura proteina .
o-heliks

Tercijarna struktura proteina

Kvaternarna struktura proteina

Slika 4. Osnovne strukture proteina
Prema veli€ini i obliku, proteini Se mogu podeliti u tri grupe (Koehl, 2006;):

e Fibrilarni proteini — izduzeni, proteini kod kojih je dominantna sekundarna struktura.
Budu¢i da su nerastvorljivi u vodi, uglavnom imaju potopornu ili strukturnu ulogu u
organizmu. Neki od predstavnika ove grupe jesu kolagen i keratin.

e Membranski proteini — proteini koji se nalaze u ¢elijskim membranama i membranama
nekih organela.

e Globularni proteini — sacinjeni su od vise sekvenci koje se ne ponavljaju. Ostaci

nepolarnih aminokiselina globularnih proteina ispoljavaju tendenciju da se nagomilavaju
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u unutras$njosti proteina ¢ine¢i hidrofobno jezgro, dok hidrofilni aminokiselinski ostaci

ostaju orijentisani prema rastvaracu na spoljasnjoj stani ,,globule®.

3.3.1. Alternativni izvori proteina

Pored izvora proteina zivotinjskog porekla (oko 20%) koji se koriste u ljudskoj ishrani,
primenjuju se i biljni izvori protena (80%) (Belitz i sar., 2009). Svaki od ova dva izvora proteina

karakteriSe osoben aminokiselinski sastav kao i odgovarajuca nutritivna vrednost.

Prema poslednjim podacima svetska potraznja za proteinima Zzivotinjskog porekla je u
konstantnom porastu, i o¢ekuje se da ¢e biti udvostru¢ena do 2050 (FAO, 2015). Medutim, opste
je poznato da proizvodnja proteina Zivotinjskog porekla, mesa i mesnih preradjevina moze da
ima negativan uticaj na zivotnu sredinu, kao 1 na ljudsko zdravlje a ti¢e se prekomerne
konzumacije mesa i mesnih preradjevina. U skladu sa tim sve vece interesovanje je usmereno na

alternativne izvore proteina.
Generalno, alternativni izvori proteina mogu se podeliti u nekoliko kategorija:

o Biljni proteini iz semena mahunarki, Zitarica, uljarica i nusproizvoda njihove prerade
o Proteini 1z mikroalgi 1 zelenog liS¢a (zelena biomasa)

o Proteini iz insekata

3.3.1.1.Biljni izvori proteina

Prelazak na odrZivu proizvodnju hrane podrazumeva manje oslanjanja na proteine zivotinjskog
porekla, podsti¢ué¢i poljoprivredno-prehrambene industrije da traze nove i alternativne izvore
proteina. Alternative mle€nim i mesnim proizvodima na bazi biljnih proteina mogu pruziti
jednake koli¢ina uz znatno niZe troSkove uz smanjenje uniStavanja Suma i emisije gasova sa
efektom staklene baste. Duboko razumevanje funkcionalnih i fizicko-hemijskih osobina biljnih

proteina i njihovih derivata su suStinski neophodni radi njihove upotrebe u poboljsanju
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formulacija prehrambenih proizvoda (Conde, del Mar lust Escobar, Pedroche Jim“enez,
Rodriguez, & Rodriguez Patino, 2005; Sa Moreno, & Carciofi, 2020). Pored toga, upotreba ovih
novih izvora proteina na biljnoj bazi zahteva razvoj novih lanaca vrednosti, sa velikom paznjom
na varijable kao Sto su prihvatanje potrosaca, skalabilnost, bezbednost hrane i troskovi

proizvodnje.

Biljni proteini odlikuju se visokom nutritivnom vredno$c¢u, koja se definiSe aminokiselinskim
sastavom 1 udelom esencijalnih aminokiselina u dozi koju preporucuje Svetska zdravstvena
organizacija. Takode, biljni proteini, zbog svojih specifi¢nih fizicko hemijskih osobina,
predstavljaju dobre funkcionalne komponente koje uticu na odredene karakteristike proizvoda
kao $to su tekstura, konzistencija, organolepticke karakteristike i dr. Takode, ispoljavaju 1
odredene bioloske aktivnosti, zbog cega imaju potencijal za primenu u proizvodima
farmaceutske i kozmeticke industrije, kao i u proizvodnji funkcionalne hrane (Clemente, 2000;

Zhu i sar., 2006; Yoshie-Stark i sar., 2008).

Posle soje, najvise eksploatisane biljne vrste za proizvodnju razli¢itih komercijalnih proteinskih
proizvoda, poslednjih godina sve veca paznja usmerena je ka proteinima poreklom iz drugih
mahunarki, semena uljarica, Zitarica i nusprodukata njihove prerade (Moure 1 sar., 2006). Razne
vrste pasulja (El-Adawy, 2000) i graska (Heng, 2005), zatim, suncokret (GonzalesPérez i
Vereijken, 2007), uljana repica (Chabanon i sar., 2007), semena biljaka familije Cucurbitaceae
(uljane tikve, lubenice) (PeriCin 1 sar., 2005), ali i mnoge Zitarice, predstavljaju znacajne izvore

proteina.

3.3.1.1.1. Klasifikacija biljnih proteina

Biljni proteini se, najSire gledano, mogu podeliti u dve kategorije:

. metabolic¢ki aktivni tzv. ,housekeeping® proteini, koji su zaduZeni za odrzavanje
normalnog ¢elijskog metabolizma 1

. rezervni proteini (Millerd, 1975).

Prema kasnijoj klasifikaciji, dele se na rezervne, strukturne i bioloski aktivne (Fukushima, 1991),

medu kojima su glavni enzimski inhibitori. Inhibitori proteaza prisutni su najceSde u

21



leguminozama, dok zitarice, osim inhibitora proteaza, sadrze i inhibitore B-amilaze. Rezervni
biljni proteini, s druge strane, korisni su jedino kao izvori azota i sumpora tokom procesa klijanja
i razvoja biljke. Najzastupljeniji su u semenu, te stoga imaju najveci uticaj na nutritivne osobine,
kao 1 moguénost procesiranja same biljke. Proteini koji se svrstavaju u rezervne jesu oni koji se
akumuliraju u semenu u velikim koli¢inama, hidrolizuju na sastavne amino-kiseline tokom
procesa Klijanja i koji poseduju visok nivo aminokiselina bogatih azotom (Lambert i Yarwood,
1992).

Na osnovu rastvorljivosti, biljni proteini klasifikovani su prema Osbornu (1914) na sledede
kategorije:

o Albumini: rastvorljivi u vodi;
o Globulini: rastvorljivi u rastvorima soli odredene jonske jacine;
o Prolamini: rastvorljivi u alkoholu;

o Glutelini: najteZe rastvorljivi; rastvaraju se u kiselim ili baznim rastvorima ili u prisustvu

SDS.

Albumini i globulini ¢ine glavne proteine dikotiledonih biljaka (mahunarke i uljarice), dok su

prolamini i glutelini glavni proteini monokotiledonih (Zitarice) (Mandal i Mandal, 2000).
3.4. Proteini iz nusproizvoda

Nusproizvodi koji poticu od mahunarki, Zitarica, i uljarica su jeftini 1 neiskori§¢eni izvori koji su
sa ekolosko — ekonomskog aspekta izuzetno pogodna sirovina za dobijanje visoko vrednih
jedinjenja. Prepoznati su kao sirovina za ekstrakciju proteina, ugljenih hidrata, lipida i drugih
bioaktivnih jedinjenja (dijetalna vlakna, fenolna jedinjenja, alkaloidi i pigmenti) u ljudskoj

ishrani (Dapcevi¢ Hadnadev i sar., 2018).

Najbogatiji izvori za ekstrakciju bioaktivnih jedinjenja i proteina u prvom redu su semena
uljarica poput semena soje, suncokreta, susama, uljane tikve golice i uljane repice. Ekstrakcijom
ulja iz semena (hladno presovanje ili hemijski pomocu rastvarata) kao glavni nusproizvod
industrije ulja zaostaje uljana pogaca i/ili sacma, koja po hemijskom sastavu sadrzi visok sadrzaj
proteina (15 - 60%) antioksidanasa, vlakana, vitamina i minerala, koja moze da se koristi dalje u

razli¢itim formulacijama kao nutritivno bogat dodatak ljudskoj ishrani. Sadrzaj proteina u sa¢mi
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uljarica zavisi od mnogo faktora a pre svega od vrste uljane kulture, od nacina i uslova gajenja,
od tretmana koji prethode ekstrakciji ulja (Ramachandran i sar., 2007), stepena ekstrakcije ulja iz
pocetne sirovine, u zavisnosti od toga da li zrno uljarice tokom prerade sadrzi ljusku ili ne, kao 1
od samog nacina prerade zrna - tacnije metode dobijanja ulja. Uljane pogace koje zaostaju nakon
mehanickog presovanja sadrze visok procenat ulja (viSe od 5%) pa je potrebno obratiti paznju
kod skladistenja ovakve sirovine, jer je zbog toga podlozna kvarenju, a pored toga mogu sadrzati
I antinutrijente, teSke metale i toksine, koje je neophodno eliminisati pre njihove upotrebe u

razli¢itim formulacijama.

Nusproizvodi prerade Zitarica, kao §to su pirinCane mekinje, ovsene mekinje (Guan i [ao, 2008),
pSeni¢ne mekinje, pSeni¢ne klice nakon ekstrakcije ulja (Zhu i sar., 2006) predstavljaju dobar
izvor za dobijanje proteina. Pirinane mekinje pokazale su se kao najbolji izvor jer proteini
pirinéa poseduju visoku hranljivu vrednostu, sa dobro izbalansiranim aminokiselinskim
sastavom, a sa druge strane nisu alergeni i poseduju niz bioaktivnih osobina (Amagliani i sar.,
2017). PSeni¢ne mekinje sadrze 13-18% proteina, koji su, iako visokokvalitetni, ¢vrsto vezani u
polisaharidnu matricu, Sto oteZava njihovu svarljivosti, mogu da se koristiti za proizvodnju
slobodnih aminokiselina i bioaktivnih peptida (Balandran-Kuintana i sar., 2015). PSeni¢ne klice
preostale nakon ekstrakcije ulja sadrze vise od 30% proteina dobro izbalansiranog
aminokiselinskog sastava sa visokim sadrzajem esencijalnih amino-kiselina kao $to su lizin,

metionin i treonin, a mogu se Kkoristiti za izolaciju bioaktivnog peptida (Ge i sar., 2000).

Mahunarke predstavljaju joS jedan, vredan izvor proteina i esencijalnih aminokiselina. Nakon
dobijanja ulja iz soje, zaostaju obezmascene ljuspice koje su izvor sa visokim sadrZajem proteina
(40% - 90%) a koriste se za dobijanje proteinskog brasna i griza, proteinskih koncentrata i
izolata, 1 kao dodatak pekarskim proizvodima, mesu, mesnim preradevinama 1 u industriji mleka

(Singh i sar., 2008).

Od znacajnih nusproizvoda prerade povréa moze se izvojiti trop od paradajza (19% - 22%
sirovih proteina), koji se dobija nakon cedenja soka i sadrzi meSavinu semena, ljuske i pulpe.
Seme paradjza pokazalo se kao dobar izvor proteina (25%), u kom su zastupljene sve
aminokiseline sa sadrzajem iznad preporuc¢enog od strane WHO/FAO/UN (Svetska zdravstvena
organizacija, 2007)(Sarkar i Kaul, 2014).
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3.5. Proteini iz zelenog liS¢a kao nusproizvoda agroindustrije

Kao $§to je ve¢ napomenuto, alternativni izvori proteina su u poslednje vreme atraktivan predmet
istrazivanja, kako bi se osigurala buduca potreba za hranom i proteinima. Medu ovim izvorima,
zelena biomasa dobija sve vecu paznju kao izvor protena. Medutim, poredenjem prinosa i ¢istoce
proteina ekstrahovanih iz ovih izvora sa odgovaraju¢im podacima iz proteinskih izvora kao $to

su soja, lupina i mahunarke, zabelezeni su mnogo nizi prinosi za alternativne biomase.ref nova

U nove, alternativne izvore proteina spadaju biljna i vodena biomasa, zajedno sa insektima,
pojedinac¢nim ¢elijama 1 otpadom, tacnije sa sporednim tokovima (nusproizvodima) iz nekoliko
industrija. Zelena biljna biomasa obuhvata travu, lucerku, i liS¢e agroindustrijskih useva (npr.
lis¢e Secerne repe, manioke, karfiola, duvana, brokolija, karfiola itd.) i drveée (npr. Moringa
Oleifera, maslina), dok vodenu biomasu ¢ine mikro i makro alge i vodene biljke poput

Duckweed (vrsta paprati).

Biljne i vodene biomase se istrazuju kao izvori hrane zbog visokog sadrzaja proteina i/ili njihove
velike dostupnosti. Dalje prednosti ovih biomasa su njihov prinos proteina po hektaru, i njihova
veca efikasnost konverzije proteina. Prednosti, posebno za vodenu biomasu je to $to nemaju
nikakvu konkurenciju za obradivu zemlju i vodu, kao i njihove visoke stope rasta (Leng,
Stambolie, & Bell, 1995; van Krimpen, Biker, van der Meer, van der Pit-Svering I Vereijken,
2013).

Zelena vegetacija moze predstavljati obnovljivi izvor hrane u svetu. Ekstrakt lista sadrzi
proteine, Secere, soli, lipide i vitamine zajedno sa vlagom iz biljke. Tokom poslednjih 50 godina

razvijene su brojne tehnologije za odvajanje proteina od prateceg vlaknastog materijala iz lis¢a.

Nemoguce je precizno datirati pocetak ove linije istrazivanja. Vecina radova na frakcionisanju
zelenih useva preduzeta je sa ciljem ekstrakcije proteina iz zelenih listova za upotrebu u ishrani
ljudi. Sistematske studije o zelenoj vegetaciji kao izvoru proteinske ishrane pocela je jo§ 1920.
godine (Ozborn, 1924). Nakon toga nekoliko radova postoji na temu dizajna i testiranja opreme,
za upotrebu u ekstrakciji proteina iz zelenih listova. Zagrevanje soka oslobodenog tokom
frakcionisanja Siroko se preporucuje za pripremu koncentrata proteina lista. Pirie (1971) i Pirie

(1978) razvili su razliCite tipove sistema u kojima se izvodi koagulacija zagrevanjem. Tokom
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1940. godine, primenom razlicitith milnova (Cekicara, vij¢anih, kugli¢nih, sa Sipkama) pokusali

su da izoluju proteine iz zelenog lis¢a (Pirie, 1987).

Americki koncept frakcionisanja zelenih useva ali uopste i proizvodnje proteina liS¢a posebno je
drugaciji. Koncept se zasiva na tome da samo viSak proteina iz lis¢a treba da se ekstrahuje,
ostavljaju¢i za sobom ostatak za proizvodnju delimi¢no dehidrirane sto¢ne hrane visokog
kvaliteta sa niskom vlagom i umerenim sadrzajem proteina. U tu svrhu predlazu upotrebu rol

prese za maceraciju zelenog otpada sa useva i ekstrakciju soka iz njih (Knuckles i sar., 1970).

Na osnovu dosadasnjih saznanja o proteinima lis¢a zakljucuje se da je nutritivna vrednost ovih
proteina uporediva sa izolatima proteina zivotinjskog porekla i ¢ak superiornija ili slicna onim
proteinima iz semena (Morris, 1977). Vlaknasti presovani ostatak, koji zaostaje nakon
ekstrakcije proteina liS¢a pogodan je kao sto€na hrana (Connell 1 Houseman, 1977).
Frakcionisanje zelenih useva na farmama i moZe se odvijati u ruralnim oblastima bez

naru$avanja preovladujucih poljoprivredne prakse (Joshi et al., 1983).

Proucavano je nekoliko biljnih vrsta za ekstrakciju proteina iz lis¢a, ukljuéujuci lucerku (Lamsal,
Koegel, & Boetcher, 2003; Wang i Kinsela, 1976), spana¢ (Barbeau & Kinsella, 1988), duvan
(Fu et al., 2010), lis¢a- manioke (Coldebella i sar., 2013), Moringa oleifera (Teikeira, Carvalho,
Neves, Silva, & Arantes-Pereira, 2014) soje (Betschart & Kinsella, 1973) medu mnogim

lokalnim usevima u razli¢itim zemljama.

Takode, Wang i sar, (2013) su opisali su nusproizvode karfiola kao izvora proteina lis¢a, a Yang
Xu i sar, (2017) istrazuju upotrebu ultrazvuka kao predtretmana u postupku ekstrakcije proteina
lis¢a karfiola i pokazuju da hidrolizati ovih proteinskih izolata imaju antioksidativno dejstvo i
podsticu potros$nju glukoze. Metode ekstrakcije liS¢a koje su koriS¢ene uglavnom su se fokusirale
na ekstrakciju rastvorljivih proteina gde vise od polovine svih proteina ostaje neekstrahovano.
Ukupnu ekstrakciju proteina iz listova Secerne repe opisali su Angelica Tamaio Tenorio i sar.
(2016). Sli¢no, Chen Zhang i saradnici (2014) su dokazali da se visok prinos proteina moze
dobiti alkalnom ekstrakcijom iz listova na ekonomican nacin, pri ¢emu su temperatura, koli¢ina
alkalija 1 vreme ekstrakcije bili presudni za visoke prinose ekstrakcije. Fizicko-hemijska

svojstva, kao S§to su distribucija molekulske mase, temperatura denaturacije i funkcionalna
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svojstva kao §to su emulgovanje, formiranje i rastvorljivost rastvorljivih proteina lista iz trave

lucerke, opisali su B.P. Lamsal i sar. (2007).
3.5.1. Osobine zelenog lis¢a

Kao $to je ve¢ istaknuto, biljni listovi su prepoznati kao potencijalni izvor proteina za primenu u
ishrani a §to je zasnovano na njihovom nutritivnom profilu i njihovoj velikoj dostupnosti u
tokovima poljoprivrednog otpada. Za veéinu industrijalizovanih useva, samo se specifi¢ni delovi
biljaka (npr. koren, cvece 1 plodovi) ubiraju 1 preraduju, dok se listovi, koji ¢ine tone biomase

godiSnje, ostaju neiskorisceni.

Sadrzaj proteina u lis¢u kreée se izmedu 16 i 29% suve materije (Slika 5) a varijacije zavise od
useva, starosti biljke, kao i uslova uzgajanja i uslova spoljasnje sredine. Osim proteina, biomase
su bogate dijetalnim vlaknima, antioksidantima, vitaminima, mineralima, pigmentima koji su
pogodni kao boje i druga bioaktivna jedinjenja $to moze povecati njihovu vrednost. Bogat i

promenljiv sastav biljne biomase dovodi do razli¢itih nacina za valorizaciju tokom obrade.

Lisée Secerne repe  Lisée lucerke Liscée moringe
' - . ® Proteini
3%
s Lipidi
@ Viakna
@ Pepeo
Duckweed Spirulina Klorela @ Ugjicninidra

e D5

Slika 5. Prosecan sastav suve materije biljne biomase: lis¢a Se¢erne repe (Tamaio Tenorio i sar.,
2016), lis¢a lucerke (Digman, Runge, Shinners, & Hatfield, 2013) i lisca Moringa Oleifera
(Gopalakrisnan, Dorija i Kumar, 2016),; vodene biomase: Duckweed (Appenroth i sar., 2017),
mikroalge Chlorella (Tibbetts, Millei, & Lall, 2015) i Spirulina (Tibbetts i sar., 2015; USDA,
2016a)

Pored proteina, listovi sadrze obilje ugljenih hidrata i dijetetskih vlakna (Slika 5). Vlakna lista,

koja se uglavnom odbacuju nakon inicijalne obrade li§¢a, zapravo su mnogo zastupljenija od
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proteina. Vlakna se obi¢no Koriste za sto¢nu hranu, silazu i biogoriva. Ovakve nisko-vredne
primene biraju se upravo zbog njihovog visokog sadrzaja celuloze i hemiceluloze koji imaju
nisku svarljivost (Bals i sar., 2012). Medutim, u literaturi su opisane i bolje upotrebe ovakve
sirovine za dobijanje proizvoda celulozom sa tehno-funkcionalnim svojstvima kao sastojcima

hrane (Tamaio Tenorio, Gieteling, Nikiforidis, Boom i van der Goot, 2017c).

3.5.1.1. Metode ekstrakcije proteina

Proteinski proizvodi mogu biti kategorisani na osnovu sadrzaja proteina kao proteinsko brasno
(sadrzi do 65% proteina), proteinski koncentrati (sadrze od 65-90% proteina) i izolati (sadrze

viSe od 90% proteina) (Oreopoulou i Tzia, 2007).

Ekstrakcija proteina iz zelene biomase fokusira se na rastvorljivu proteinsku frakciju, koja u
listovima uglavnom sadrzi enzim ribulozu 1,5-bisfosfat karboksilazu/oksigenazu (rubisco)
(Barbeau & Kinsella, 1988). Dostupne su razliCite tehnologije za degradaciju i razlaganje
¢elijskih zidova kako bi se oslobodio rastvorljivi materijal, nakon ¢ega sledi dalje frakcionisanje

u cilju izolovanja specifi¢nih proteina.

Slika 6. predstavlja tipi¢ne korake ekstrakcije proteina iz zelene biomase, dajuc¢i pregled metoda
po grupi biomase. Metode se krecu od jednostavnog ru¢nog mlevenja do ekstrakcije
potpomognute jonskim te¢nostima ili enzimskim predtretmanima u zavisnosti od tipa biomase.
Listovi predstavljaju veliki izazov za pre€iS€avanje proteina zbog koekstrakcije drugog ¢elijskog

sadrZaja, kao 1 za uklanjanje polisaharida i fenola koji stupaju u interakciju sa proteinima.
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Slika 6. Proces ekstrakcije proteina iz zelene biomase (gornja linija) i pregled metoda

ekstrakcije za svaku grupu biomase

Nakon razaranja strukture Celijskog zida, proteini i drugi Celijski sastojci su dostupni za dalju
obradu. Ekstrakcija proteina se obi¢no vr$i solubilizacijom proteina u alkalnim rastvorima
(alkalna ekstrakcija proteina), nakon ¢ega se protein sakuplja putem izoelektri¢ne precipitacije
(pH 3-5). Alkalna ekstrakcija je konvencionalna metoda koja se najée$ce koristi za ekstrakciju i
izolovanje proteina. Alternativno, metode frakcionisanja ukljucuju precipitaciju sa rastvara¢ima,
adsorpciju i (ultra)filtraciju (Safi i sar., 2014c¢). Sli¢no, proteini iz lis¢a se ekstrahuju nakon
mehanicke destrukcije (npr. mlevenjem) u cilju oslobadanja rastvorljivih komponenti, $to je dalje
praceno izoelektri¢nim talozenjem (pH 4), hladnim talozenjem (4°C) ili termickom koagulacijom
(60-95 °C), takode i kombinacijom pH- i termic¢ke obrade. Dobijeni ekstrakt se u kona¢noj fazi

koncentrise i/ili susi (Coldebella i sar., 2013).
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Ekstrahovani rastvorljivi proteini ¢ine oko polovine proteina lista, dok se preostala polovina
odbacuje kao zelena nerastvorljiva masa, koja se sastoji od celijskih ostataka, razruSene
hloroplasti i pigmenata (Tamaio Tenorio, Gieteling, de Jong, Boom i van der Goot, 2016).
Finalni prinos proteina u koncentratima proteina lista je tipicno 40-60% od ukupnih proteina
lista, u zavisnosti od biljnog izvora i procesa ekstrakcije (Bals i sar., 2012; Chiesa i Gnansounou,
2011).

U literaturi postoje radovi koji pokazuju da su veci prinosi proteina ostvareni primenom alkalnog
rastvaranja pre taloZenja i koncentrisanja proteina (Zhang, Sanders i Bruins, 2014). Ovaj tretman
omogucava ekstrakciju proteina od svezeg i osusenog liS¢a, jer se degradacija ¢Celijskog zida

deSava istovremeno sa rastvaranjem proteina (Sari, Bruins, & Sanders, 2013).

Pronosi ekstrakcije proteina se mogu povecati sa enzimskim predtretmanima. U te svrhe mogu se
koristiti meSavine enzima koji ucestviju u razgradnji ¢elijskog zida ¢elijskog zida, dok se enzimi
koji razgraduju ugljene hidrate mogu koristiti za smanjenje sposobnosti zadrzavanja vode
nerastvornog materijala. Ovakav enzimski tretman omogucéava dalje oslobadanje proteina usled
razlaganja strukturnih jedinjenja ¢elijskog zida i bolje odvajanja rastvorljivih frakcija koja sadrzi
protein, o ¢emu ¢e vise biti reCeno u narednom poglavlju. Izolovanje ovih rastvorljivih frakcija
se pobolj$ava snaznim centrifugiranjem ili upotrebom flokulanata, §to rezultira neto povec¢anjem

ukupnog prinosa.

Mogucnosti primene dobijenih proteinskih ekstrakata u prehrambenim proizvodima je pod
uticajem uslova obrade, jer do denaturacije proteina ili hidrolize moze da dode 1 pri visokim
alkalnim pH vrednostima ili visokim temperaturama. Neto efekat na funkcionalnost se zatim
utvrduje kona¢nom aplikacijom. Veliki proteini (nehidrolizovani ili delimi¢no hidrolizovani) su
pozeljni za zeliranje i teksturne funkcije (Hettiarachchi, Kannan, Schafer i Vagner, 2013) dok su

manji delimi¢no hidrolizovani proteini pogodni kao emulgatori (Lam i Nickerson, 2013).

Pri analizi novih izvora proteina, od znacaja je 1 njthovo poredenje sa tradicionalnim izvorima
biljnih proteina, kao §to su Zitarice i mahunarke. Za ovo poredenje, na Slici 3 prikazani su podaci
o Cisto¢i ekstrahovanih proteina iz razli¢itih izvora u funkciji njihovog prinosa ekstrakcije.
Protein soje se smatra vrhunskim proizvodom, s obzirom na njegovu masivnu proizvodnju i

aplikaciju. Lupin, repica i neke mahunarke su relativno novi izvori proteina sa sli¢nim
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performansama u frakcionisanju kao soja. Ove proteinske kulture prate slian trend i
uspostavljaju ciljeve prerade od 50 — 60% prinosa sa ¢istoCom proteina od ~70% za koncentrate

i ~90% za izolate.

Drugaciji trend se zapaza kada se razmatraju proteinski prinos i Cisto¢a za zelenu biomasu,
odnosno zeleno lis¢e. Zelenu i1 vodenu biomasu prati medusobno slican trend, koji je
okarakterisan ekstraktima bogatim proteinima (60—-80% proteina), uz mnogo manji prinos (10%).
Neto efekat niskog prinosa proteina iz zelene biomase moze biti razlog zasto procesi ekstrakcije

nisu Siroko prihvaceni.

Moguca tumacenja razlika izmedu zelenog lis¢a (zelene biomase) i tradicionalnih proteinskih
useva oslanjaju se na tehnologije koje se primenjuju za ekstrakciju i vrstu biljnog tkiva koje se
koristi: seme naspram fotosintetickog aktivnog tkiva. Cini se da tehnologije koje se koriste za
razdvajanje proteina kod tradicionalnih izvora proteina nisu optimalne za lis¢e i druge zelene
biljne vrste. Dakle, kada nova tehnologija dovede do tacke iznad trenutne krive ¢istoca proteina -

prinos, moze se smatrati tehnoloskim prodorom (Slika 7)(Tamayo Tenorio i sar., 2018).

100 1 . = W Lisée Secerne repe’
'. l'\‘ ® Lisée lucerke?

;; 80 { oM 2 >~ .: \ @ Lisée karfiola?
z \ ) 4“ Duckweed*

5 60 - {‘\ n® 4 .\\. e ® X Vodene bilike*
g -‘\A‘ . A Alge®

g ®y .. A Alge”
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0 20 40 60 80 100 A Mahunarke®
Prinos (%)

Slika 7. Prinos ekstrahovanog proteina kao funkcija cistoce proteina cisto¢a (W/w%, na suvu
materiju) (g proteina u proizvodu po gramu proteina u sirovini) (Kiskini, Visers, Vincken,
Gruppen, & Vierenga, 2016;)*, (Edvards i sar., 1975)%, (Ksu i sar., 2016), (van Krimpen i sar.,
2013)*, (Devaniji, 1993)°, (Kavonijus, Albers i Undeland, 2015;)®, (Sari i sar., 2013)’, (Angell i
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sar., 2017;)8, (Wong i Cheung, 2001)°, (Campbell i Glatz, 2010)*°, (Berghout, Pelgrom,
Schutiser, Boom, & van der Goot, 2015)*, (Dijkstra i sar., 2003)*?, (Boie i sar., 2010)*3

U slucaju da tacke ostanu na pravoj, moze se zaklju€iti da je razlika izmedu biljnih vrsta u vezi
sa prirodom biomaterijala. U takvom kontekstu, niski prinosi dobijenih kod zelenih biomasa su
posledica nedostatka anatomije skladiStenja proteina u ovim kulturama, ¢ak i kada je pocetni
sadrzaj proteina u suvoj materiji visok (npr. 40—-50% alge) Sto je uporedivo sa sadrzajem proteina
kod soje. Dakle, kriva zelene biomase ¢e ostati u niskom opsegu ako visok sadrzaj proteina ide
zajedno sa niskom dostupnosti proteina. Tada se predvida tehnoloski prodor, kao efikasan proces
koji ¢e povecati sadrzaj proteina cepanjem veza izmedu protein - pigment, protein - polisaharid i

protein — polifenol kompleksa.

Jo§ jedna biohemijska razlika koja dovodi do izazova u ekstrakciji proteina iz zelenog lis¢a je
prisustvo fenolnih jedinjenja. Prirodna fenolna jedinjenja reaguju sa aktivnim grupama u
proteinskim molekulima, posebno pod oksidativnim stresom, menjajuci fizicko-hemijske osobine

proteina kao $to su rastvorljivost, termicka stabilnost, struktura i svarljivost.

Prilikom ekstrakcije proteinskog izolata iz li§¢a, prinos proteina je nizak uglavnom zbog velikih
gubitaka proteina tokom procesa, takode u obliku zelene nerastvorljive mase koja sadrzi
nerastvorljive protein lis¢a (npr. membranski proteini). Sa ovim tokom otpada, oko 50% od
ukupnog proteina se odbacuje (Barbeau i Kinsella, 1988). Dodavanje ispiranja kao jo$ jednog

koraka omogucava dodatno izdvajanje samo oko 12% proteina (Tamayo Tenorio i sar., 2016).

Proteini u nerastvorljivoj masi mogu se precistiti metodama koje ukljucuju niz koraka ekstrakcije
sa rastvaracima (npr. hloroform, metanol) 1 hemijske reagense (npr. trihlorosir¢etna kiselina) koji
se mogu primeniti u prehrambenoj industriji u odredenoj meri. Kombinacija rastvaraca je
neophodna za stvaranje Sirokog spektra uslova ekstrakcije (npr. polaritet, rastvorljivost) 1 za
proteine koji su ¢vrsto vezani za membranu. Zbog heterogenosti membranskih proteina liS¢a
postoji potreba za razli¢itim uslovima ekstrakcije onemogucava izolovanje velike frakcije
proteina u jednom koraku. Dakle, svi koraci zajedno omogucavaju preciS€avanje specifi€nih
proteina ili grupe proteina, ali rezultiraju niskim prinosom proteina (Tamayo Tenorio, Boom, i
van der Goot, 2017a).
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Potrebno je napomenuti i da nizak sadrzaj suve materije u zelenoj biomasi takode znaci
rukovanje velikom koli¢inom vode i podrazumeva transport velike koli¢ine biomase. Stavise,
visok sadrzaj vlage u zelenoj biomasi Cini ga sklonim kvarenju usled brzog enzimskog i
mikrobnog razlaganja (Kames, Bals, Dale i Allen, 2011). Opcije za izbegavanje kvarenja su
stabilizacijski tretmani koji imaju za cilj uklanjanje vode (npr. susSenje) ili zaustavljanje
enzimskih reakcija (npr. zamrzavanje, hemijski tretman). Tako, po¢etno rukovanje (npr. branje,
skladiStenje) i stabilizacija biomase tokom obrade velikih razmera su podjednako vazni kao i
ekstrakcija procesi za dobijanje proizvoda visoke dodatne vrednosti (npr. proteini, bioaktivni

jedinjenja). Ova dodatna obrada moze na kraju da odredi odrzivost i izvodljivost procesa.

Ukratko, moZe se naglasiti da dostupne tehnologije za preradu zelenog liS¢a zahtevaju dalji
razvoj radi prevazilazenja postojeéih nedostataka: niski prinosi proteina, visoki troskovi energije,
teSka implementacija velikih razmera i neizvesnu odrzivu prednost. Radi reSavanja ove vrste
izazova, potrebno je bolje razumevanje sastava i interakcija koje se javljaju u zelenim izvorima

tako da odatle proizilaze pokretacke sile potrebne za razdvajanje sastojaka.

3.6. Predtretmani u izolovanju proteina

Konvencionalne tehnike ekstrakcije biomolekula imaju ograni¢enja u pogledu niskog prinosa
ekstrakcije, vremenske neefikasnosti i loSijeg kvaliteta ekstrakta zbog ostatakaorganskih
rastvaraca prisutnih u njima. Takodje, prisustvo polisaharida kao §to su hemiceluloza, skrob i
pektin unutar Celijskog zida, smanjuje efikasnost ekstrakcije konvencionalnih tehnika
ekstrakcije. Dakle, postoji potreba za zelenim i novim metodama ekstrakcije radi poboljsanja

prinosa biomolekula.

Predtretmani koji se koriste uglavnom u vodenim postupcima izolovanja proteina, imaju za cilj
dezintegraciju celijskog zida i, shodno tome, olakSano izdvajanje proteina. Najefikasnijim su se
pokazali enzimski predtretmani. Pored enzima, sve vecu primenu imaju mikrotalasi i ultrazvuk,
koji se najcesce koriste u prehrambenoj industriji, zatim delovanje pulsnog elektri¢nog polja,
visokog pritiska i superkritinih fluida (Poji¢ i sar., 2018). Primena svih ovih predtretmana
pokazuje uticaj i na funkcionalnost dobijenih proteina. U vecini slucajeva zapaZene su

unapredene osobine rastvorljivosti, formiranja pene ili emulgovanja (Ochoa-Rivas i sar., 2017).
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3.6.1. Primena ultrazvuka kao predtretmana u izolovanju proteina

Ekstrakcija uz pomo¢ ultrazvuka je jedna od atraktivnih metoda za ekstrakciju biljnih bioaktivnih
jedinjenja. Prihvacena je kao tehnika zelene ekstrakcije zbog svojih visokih performansi uz
troSenje manje rastvaraCa i manje potro$nje vremena, kao i Cinjenice da je pogodna za
termolabilna jedinjenja (Fu i sar., 2021).Takode, ultrazvu¢na tehnika se obi¢no koristi u
prehrambenoj industriji jer predstavlja efikasan metod za ubrzavanje hemijske reakcije
kavitacijom (Cui i sar., 2021). Ultrazvu¢ni talas moze izazvati promenu u unutra$njoj strukturi
matriksa biljnog matriksa (Rahaman et al., 2019), a samim tim olakSava oslobadanje bioaktivnih

jedinjenja nakon destrukcije ¢elije (Hadidi i sar., 2020).
Mehanizam ekstrakcije uz pomo¢ ultrazvuka

Ekstrakcija uz pomo¢ ultrazvuka Koristi energiju ultrazvuka za stvaranje kavitacionih mehuric¢a
koji proizvode mehani¢ke i toplotne efekte na biljne celije. Dezintegracija celijskog zida
oslobada bioaktivna jedinjenja u medijum rastvaraca putem difuzije i/ili rastvaranjem (Bi i sar.,
(2019). Dakle, bioaktivna jedinjenja se ekstrahuju iz biljnih ¢elija u prisustvu gradijenta prenosa
mase. Pri ekstrakciji bioaktivnih jedinjenja iz biljnih izvora obi¢no se koristi ultrazvuk sa

frekfencijom iznad 20 kHz.

Ultrazvu¢na tehnologija jedna je od pouzdanih tehnika za poboljSanje disperzibilnosti proteina,

posebno tokom inkorporacije biljnih proteina u formulaciju hrane (Omura i sar., 2021).

Prema Celotti et al. (2021), kratko vreme ultrazvu¢nog tretmana (5 min) moze da dovede do
promene proteinske strukture u nepravilne fragmente. Izlaganje proteina duze vreme (10 min) pri
velikoj ultrazvucnoj snazi (amplituda > 30%) stvorilo bi manju veli¢inu cestica. Ultrazvuk
takode moze da dovede do poboljSanja toplotne stabilnosti proteina. Ovaj efekat moZze biti
posledica sila smicanja koje se stvaraju tokom kavitacije a mogu poremetiti hidrofobne
interakcije ili intermolekularne disulfidne veze, ukljucujuc¢i promenu u konformaciji proteina.
Prema Rahmanu i sar. (2020), prikazano je da ultrazvuk velike snage izaziva promenu strukture
proteina i njegove funkcionalnosti putem medumolekularnih interakcija. U poslednjih nekoliko
decenija, studije o ekstrakciji proteina ultrazvukom su raznovrsne. Postoje brojni radovi u
literaturi koji opisuju dobijanje proteinskog izolata soje koriS¢enjem ultrazvucnog tretmana
(Zhong et al., 2021).
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Struktura i funkcionalnost proteina iz drugih biljaka kao $to su izolat perile (Zhao i sar. 2022),
sa¢ma od suncokreta (Dabbour i sar. 2021) i nusproizvodi kalifornijske pastrmke (Pezeshk et al.
al. 2021) takode su ispitani nakon tretmana ultrazvukom. Cao i sar. (2021) su opisali uticaj
ultrazvuka na strukturu i karakteristike kvaliteta oksidacionih agregata proteina kinoe. Posto je
ultrazvuéna tehnologija efikasna u ekstrakciji termolabilnog proteina, koriS¢ena je za
proizvodnju hidrolizata proteina iz pirin¢anih mekinja (Fathi i sar. 2021). Takode, Tang i sar.
(2021a) ispitali su efekte ultrazvucnog tretmana na fizicko-hemijska svojstva proteina

rastvorljivog u vodi, a dobijenog iz semena Moringa Oleifera.

Frekvencija od 20 kHz se smatra niskom frekvencijom (20-100 kHz) i obi¢no se bira pri
dobijanju proteina. Visoka frekvencija ultrazvuka (100 kHz—1 mHz) moze dovesti do promene
fizicko-hemijskih svojstava hrane. To se deSava zbog intenzivnih hidrodinamickih sila smicanja,

pritiska i temperature u visokofrekventnom ultrazvu¢nom sistemu (Meng i sar., 2021).
3.6.2. Enzimski predtretman

Ekstrakcija biomolekula potpomognuta enzimima iz biljaka je potencijalna alternativa
konvencionalnim metodama ekstrakcije rastvaracem i dobija viSe paznje jer je efikasna, benigna,
odrziva 1 ekoloski prihvatljiva tehnologija ekstrakcije. Ovakva ekstrakcija zavisi od
karakteristi¢nih osobina enzima da prouzrokuju reakcije sa taénom specifi¢noscu, regionalnom
selektivnosS¢u 1 njihovom sposobnosc¢u da reaguju pod blagim uslovima uz zadrzavanje bioloSkih

potencijala bioaktivnih jedinjenja.

Osnovni princip enzimske ekstrakcije je hidroliticka degradacija celijskog zida biljne celije,
koriste¢i enzim kao katalizator pri optimalnim eksperimentalnim uslovima, kako bi se oslobodile
intracelularne komponente. Celijski zid biljne ¢elije predstavlja supstrat koji se vezuje za aktivno
mesto enzima. Ovo dovodi do promene oblika enzima tako da se supstrat uklapa u njegovo
aktivno mesto, uzrokujué¢i njihovu maksimalnu interakciju, Sto dalje izaziva kidanje veza

¢elijskog zida i pri tome oslobadanje aktivnih sastojaka iz samog zida (Sheldon i van Pelt, 2013).

Ove metode zelene ekstrakcije ne samo da smanjuju potrebu za opasnim rastvara¢ima, ve¢ ih
odlikuje i krace vreme ekstrakcije. Pored toga, posto se ova ekstrakcija izvodi pri kontrolisanim
temperaturnim uslovima, veoma je korisna za ekstrakciju termolabilnih molekula kao S$to su

arome, pigmenti, ulja, itd. Takode, metode ekstrakcije potpomognute enzimima su pokazale nizu
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potro$nju energije, vecu brzinu ekstrakcije, veci prinos ekstrakcije u poredenju sa tradicionalnim

metodama (Puri i sar., 2012).

Za hidrolizu ugljenih hidrata se generalno koristi Sirok spektar enzima. Celulaza je koriS¢ena za
ekstrakciju ulja iz semenki grozda; pankreatin za ekstrakciju likopena iz paradajza (Dehghan-
Shoar i sar., 2011). Enzimi kao §to su ksilanaza, amilaza, papain, pektinaza i hemicelulaza se
takode koriste kao pretretman ekstrakcije kako bi se maksimizirao prinos ekstrakcije (Sowbhagia
& Chitra, 2010). Radni uslovi kao $§to su temperatura reakcije, vreme ekstrakcije, pH sistema,
koncentracija enzima i veli¢ina Cestica supstrata su kriti¢ni za proces ekstrakcije (Mhiri i sar.,

2014).
3.6.2.1. Enzimi i parametri koji uti¢u na ekstrakciju biomolekula

Generalno, biomolekuli u prirodnim proizvodima su prisutni u obliku nerastvorljivih ili
rastvorljivih konjugata (glikozidi). Na primer, vecina fenola (24% ukupnog sadrzaja fenola) je
prisutna u obliku vezanih fenola u matriksu u hrani. Veéina fenolnih jedinjenja je zarobljena u
polisaharidima Ccelijskog zida kao $to su celuloza, hemiceluloza i pektin koji su povezani
hidrofobnim interakcijama i vodoni¢nim vezama. Druge fenolne kiseline formiraju etarske veze
sa ligninom preko svojih hidroksilnih grupa u aromatiénom prstenu i estarske veze sa

strukturnim ugljenim hidratima i proteinima preko svojih karboksilnih grupa (Slika 8).

Slika 8. Primarna struktura celijskog zida biljnog materijala i umrezavanje izmedu strukturnih
komponenata i fenolnih jedinjenja. (A) Celuloza, (B) Hemiceluloza, (C) Strukturni proteini, (D)
Pektin, (E) Fenolne kiseline, (F) Lignin (Acosta-Estrada i sar. 2014)
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U slucaju flavonoida, oni su kovalentno povezani glikozidnom vezom sa Secernim delovima
preko OH grupe (O-glikozidi) ili preko ugljenik-ugljenik veza (C-glikozidi). Tanini imaju
tendenciju da formiraju jake komplekse sa proteinima. Otuda se enzimi kao $to su celulaza,
hemicelulaza, pektinaza i proteaza koristi se da rastvore celijski zid biljke i na taj nacin ubrzaju

oslobadanje intracelularnih biomolekula.

Celulaze (kao §to su endoglukanaze, celobiohidrolaze, b-glukozidaze), hemicelulaze (kao Sto su
endoksilanaze i b-ksilozidaze) i pektinaze (kao $to su pektintranseliminaza, poligalakturonaza i
pektinesteraza) mogu se koristiti za izolovanje ulja i proteina. Ovi enzimi nasumi¢no napadaju
unutraSnja mesta amorfnog regiona polisaharidnih lanaca. Ovo dovodi do stvaranja malih
oligosaharida razli¢itih duzina koji olakSavaju oslobadanje zarobljenih molekula (Fernandes i
Carvalho, 2017).

Efikasnost ekstrakcije u velikoj meri zavisi od sistema rastvaraca, temperature, nacina delovanja

enzima, trajanja ekstrakcije, dostupnosti supstrata i vrednosti pH.

Optimalni pH za enzimsku hidrolizu je razli¢it za svaki enzim. Optimalni pH mnogih enzima je u
opsegu izoelektri¢nog pH proteina (Tallei i Alekov, 2010). Posto su proteini veoma nerastvorljivi
u ovom opsegu pH, oslobadanje biomolekula moze biti otezano. Prema tome, pH mora biti
odabran na takav nacin da ne samo da ometa funkcionisanje enzima, ve¢ i da nije u opsegu

izoelektrine tacke proteina (Nadar, Pavar &i Rathod, 2017).

Pored pH, temperatura je parametar koji se ne moZe zanemariti tokom ekstrakcije. Rad na
poviSenim temperaturama uzrokuje postepeni gubitak aktivnosti enzima zajedno sa
denaturacijom proteina i drugih bioaktivnih sastojaka (Peterson et al., 2007). Izvodenje
ekstrakcije na niZim temperaturama ne ubrzava dejstvo enzima §to posledi¢no dovodi do manje

efikasnosti ekstrakcije biomolekula.

ProduZenje vremena delovanja enzima moZze poboljSati rastvaranje komponenti celijskog zida.
Medutim, u industrijskim razmerama, veoma dugo vreme inkubacije bi dovelo do loSijeg
kvaliteta proizvoda i energetske neefikasnosti. Sa druge strane (Zhang i sar. 2009) neki autori su

dokazali da se prinos smanjuje sa duzim delovanjem enzimskog pretretmana.
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3.6.2.2. Enzimska ekstrakcija proteina

Kao $to je ve¢ napomenuto mogu da se Kkoristiti razliCite metode za ekstrakciju proteina iz
biljaka, ali izbor odgovaraju¢e metode zavisi od faktora kao $to su rastvorljivost, hidrofobnost,

molekulska tezina i izoelektri¢na tacka (pI) proteina (Nadar, Pavar i Rathod, 2017).

Prisustvo krutog celijskog zida deluje kao barijera u oslobadanju celijskih proteina. Dakle,
potpuna soljubilizacija i ekstrakcija proteina zavise od degradacije celije. Biljna tkiva sadrze
visoke nivoe proteaza koje mogu ometati ekstrakciju i preciS¢avanje proteina. Takode prisustvo
odredenih kontaminiraju¢ih jedinjenja moZe dovesti do razgradnje proteina $to dovodi do
gubitka njihove aktivnosti (Wijesinghe i Jeon, 2012). Komercijalno proizvedeni koncentrati
proteina obi¢no se sastoje od proteina u vodenom rastvoru, $to ¢ini vodu kao rastvarac¢ izbora za
ekstrakciju. Prinos ekstrakcije proteina moze se dalje povecati koriS¢enjem vodene ekstrakcije
proteina uz pomo¢ enzima. Za oslobadanje proteina iz biljnih supstrata mogu se koristiti razlicite

karbohidraze i proteaze.

Postoji veliki broj radova kojim je prikazana primena ovih enzima u cilju povecanja prinosa
proteina. Tabela 2 prikazuje primere primene enzimski potpomognute ekstrakcije proteina iz

biljaka, navodeci izvor proteina, kori§¢eni enzim i prinos proteina dobijen nakon ekstrakcije.

Izvor i protein Ekspizlrg\elzir]talnl Primenjeni enzim Prinos (%) Referenca
pH: 12, Temp: 40°C p
. . . rotex 40XL® .
Uljana repica, Koncentracija : ’ 0 (Sarii sar.,
soja, mikroalge | enzima: 5% Time: 24 Protex P®, I Protex 15-30% 2013)
h 5L®
Peptidi
o pH: 7,5, Temp: 50°C, .
alrrr‘]?ll:;g’gi - E/S: 10 (W/ w) Protamex® 57 5% (Ngggl'Gc);a”’
. Vreme: 30 min
pasulja
Lunazin i
hi pH: 9,0, Temp: 50°C, .
Boyvm_ar_l Birk E/S: 6 (w/w) Vreme: Proteaza 89-96% (De Mourai
inhibitor 1h sar., 2011)
proteaze
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Izvor i protein

Eksperimentalni
uslovi

Primenjeni enzim

Prinos (%)

Referenca

Protein soje

Protein soje

Protein
Kikirikija

Pogaca uljane
repice

Seme Moringa
oleifera

Protein uljane
repice

Protein iz
pirin¢anih
mekinja

pH: 9,0, Temp: 50°C,
E/S: 6 (w/w) Vreme:
1h

pH: 9,0, Temp: 50°C,
E/S: 6 (w/w) Vreme:
1h

pH: 9,5, Temp: 60°C,

E/S: 5 (w/w) Vreme:
90 min

pH: 9,0, Temp: 60°C,

E/S: 1 (w/w) Vreme:
80 min

pH: 9,0, Temp: 45°C,
E/S: 8 (w/w) Vreme:
120 min

pH: 10,0, Temp:
48°C, E/S: 4 (wiw)
Vreme: 4 h

pH: 10,0, Temp:
55°C, E/S: 7.5 (W/ w)
Vreme: 2 h

Proteaza

Proteaza

Alcalase 2.4L®

Viscozyme L® i
Alcalase 2.4L®

Protex 7L®,
Multifect CX 13L®,
Viscozyme L®,
Kemzyme® and
Natuzyme®

Pektinaza, celulaza i
B-glukanaza

Fitaza i ksilanaza

97%

87,6%

88,21%

96,6%

75,4%

80-83%

74,6%

Tabela 2. Primeri enzimske ekstrakcije proteina

(De Almeida,
De Moura
Bell, i Johnson,
2014)

(De Moura,
Campbell, De
Almeida,
Glatz, i
Johnson, 2011)

(Jiang i sar,
2010)

(Niu'i sar.,
2012)

(Latif i sar.,
2011)

(Zhang i sar.,
2007)

(Wang,
Hettiarachchy,
Qi, Burks, &
Siebenmorgen,
1999)

Jung i saradnici koristili su pektinazu da poboljSaju sposobnost ekstrakcije sojinog proteina bez

degradacije proteina, u laboratorijskim 1 pilot razmerama. Prinos proteina je povecan za 50% u

poredenju sa kontrolom uz poboljSanje stabilnosti pene. Enzimski koktel pektinaze i celulaze nije

doprineo povecéanju prinosa proteina u odnosu na pojedinacnu upotrebu tih enzima (Jung i sar.,

2006).

Utvrdeno je znacajno poboljSanje u prinosu proteina koriS¢enjem komercijalnog koktela enzima

(karbohidraza) u alkalnoj ekstrakciji proteina iz sojinog zrna. Ovako dobijeni izolat pokazao je
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bolje osobine u pogledu rastvorljivosti, emulzionih osobina i formiranja pene od izolata sojinih

proteina dobijenih uobi¢ajenom metodom alkalne ekstrakcije (Perovic i sar. 2020.).

Viscozyme®L predstavlja karbohidrazu, kompleks enzima za degradaciju ¢elijskog zida, koji
sadrzi arabinazu, celulazu, hemicelulazu i ksilanazu. Nekoliko studija koje pokazuju efikasnost
upotrebe celulaze prikazane su u literaturi (Ansharullah i sar., 1997; Rosset i sar., 2014). Studija
Zhang et al., (2016) pokazala je efikasnost predtretmana sa Viscozyme®L na ekstrakciju
proteina iz ostataka zelenog caja. Takode, enzimska ekstrakcija pomocu Viscozyme®L iz
odmaséenih listova Moringe Oleifere dala je koncentrat proteina koji je bio svarljiv i imao je
izbalansiran sastav aminokiselina u skladu sa zahtevima FAO za kvalitet proteina (Tassadit i sar.,
2021). Celluclast 1.5L sadrzi pretezno celulaze (jedinice endo-glukanaze) i utvrdeno je da je
efikasan u ekstrakciji pektina iz zidova biljnih éelija. On razlaze celulozne materijale u Celijskim
zidovima i pretvara ih u glukozu. Endo-glukanaza interno hidrolizuje celulozni lanac i proizvodi
oligosaharide, celobiozu i glukozu. Primenom ovog enzima, opisano je poboljsanje ekstrakcije
proteina iz listova masline optimizujuéi razli¢ite parametre ekstrakcije. Pectinex Ultra SP-L
predstavlja kompleks enzima koji sadrzi poligalakturonazu, pektinesterazu i pektin trans-
eliminazu i u manjoj meri hemicelulazu i celulozu. Aica Akiuz i saradnici (2018) opisali su
ekstrakciju potpomognutu enzimima iz lista Secerne repe koris¢enjem ovog enzima za dobijanje

koncentrata proteina koji bi mogli imati potencijalnu upotrebu u prehrambenoj industriji.

Takode razliCite proteaze su koriS¢ene za ekstrakciju proteina iz pogace uljarica poput uljane
repice, soje 1 mikroalgi. Za ekstrakciju je koriS¢eno pet razlic¢itih meSavina enzima proteaze —
Protek 40KSL®, Protek P®, Protek 5L®, Protek SOFP® i Protek 26L®. Vise proteina je
ekstrahovano u alkalnoj sredini, u poredenju ekstrakcijom u kiseloj sredini.

Na alkalnoj vrednosti pH, 80% proteina sojine sacme 1 15 - 30% proteina saCme repice i
mikroalgi ekstrahovano je bez dodavanja enzima. Dodatkom enzima, prinos ekstrakcije proteina
se povecao na 90% za sojinu saému i 50-80% za sa¢mu od uljane repice i iz mikroalgi. Sli¢no,
Zhang et al. koristio Alcalase® (endo - proteaza) nakon ¢ega je usledio tretman karbohidrazama
(kombinacija celulaze, b-glukanaze i pektinaze) semena repice (porodica Cruciferae) da bi se
ubrzala hidroliza proteina da bi se razbila emulzija i istovremeno dobio veci prinos slobodnog

ulja (73 — 76%) i proteinskog hidrolizata (80 — 83%) u sistemu vodene enzimske ekstrakcije
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(Zhang i sar., 2007). Na ekstrakciju proteina najviSe su uticali spoljni faktori kao $to su pH, vrsta

biomase i dodatak enzima.

Iz svih gore navedenih primera moze se zakljuciti da bi ekstrakcija podpomognuta enzimima
uspesno mogla da se koristi za izolovanje proteina iz biljnih izvora i povecanje njihovog prinosa

(Ngoh i Gan, 2016).
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3.8. Funkcionalne osobine proteina

Upotreba proteina i peptida kao sastojka u hrani u velikoj meri zavisi od funkcionalnih svojstava
(kao Sto su geliranje, emulgovanje, penjenje, rastvorljivost) koja su povezana sa fizicko-
hemijskim svojstvima. Stoga je neophodno koristiti blage uslove obrade prilikom izolovanja
proteina kako bi se sacuvao njihov sastav, funkcionalnost konformacije i bioloska svojstva. U
ovom poglavlju prikazana je klasifikacija funkcionalnih osobine proteina zajedno sa primerima

funkcionalnih osobina iz literature.

Funkcionalne osobine definisane su kao ,,ona fizicka i hemijska svojstva koja uticu na ponasanje
proteina u prehrambenim sistemima tokom obrade, skladistenja, pripreme i konzumiranja*
(Kinsella, 1976). Damodaran (1997) je izjavio da ,,fizicko-hemijska svojstva koja uticu na
funkcionalno ponasanje proteina u hrani ukljucuju njihovu velicinu, oblik, sastav i sekvencu
aminokiselina, neto naelektrisanje, raspodelu naelektrisanja, hidrofobnost, hidrofilnost,
strukture (sekundarne, tercijarne i kavaternerne ), molekulska fleksibilnost/krutost kao odgovor
na spoljno okruzenje (pH, temperature, koncentracija soli) ili interakcija sa drugim sastojcima
hrane”. Zbog velike raznolikosti funkcija proteina hrane, definicije ne mogu da opiSu sve

moguce funkcionalne osobine (Sathe, 2002).

Na ponaSanje proteina tokom prerade, proizvodnje i skladiStenja uti¢u molekulske osobine
(Morr, 1990). Veli¢ina proteina u korelaciji je sa medufaznim interakcijama i snagom filmova.
Amfifilna svojstva proteina usko su povezana sa raspodelom polarnih i nepolarnih ostataka, sa
medufaznim interakcijama 1 uti¢u na formiranja pene i emulgovanja, kao i1 odbijanje mehuri¢a u
penama, hidrataciju i rastvorljivost u vodi. Sastav aminokiselina odreduje organolepticka i
antioksidativna svojstva. Aspekt vezan za veli¢inu aminokiselina je njihov ukus, zbog sternog

isklju¢ivanja odredenih enantiomera iz receptora ukusa (Birch i Kemp, 1989).

U klasifikacijama funkcionalnih osobina, obi¢no se uzima u obzir uticaj molekulskih osobina na
strukturu i funkciju proteina, ali i nutritivne vrednosti (sastav aminokiselina, prisustvo inhibitora
ili antinutritivnih faktora kao 1 kvalitet proteina), organolepticke i bioloske osobine
(antioksidativne, terapijske) takode mogu biti ukljuc¢ene. Funkcionalne osobine mogu se grupisati
u kategorije prema fizicko-hemijskim svojstvima na koje uticu. Ova klasifikacija, predloZena od

strane Damodaran (1997) i Hettiarachchi i Kalapathi (1998), Siroko je primenjena.
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Funkcionalne osobine mogu se Kklasifikovati prema mehanizmu delovanja na tri glavne grupe:

1. osobine povezane sa hidratacijom (absorpcija vode/ulja, rastvorljivost, zguSnjavanje,
vlaznost)
2. osobine povezane sa strukturom proteina i reoloskim karakteristikama (viskoznost,

elasticnost, adhezivnost, agregacija i geliranje) i

3. osobine povezane sa povrSinskom aktivnosti proteina (aktivnosti emulgovanja i
penusanja, stvaranje proteinsko-lipidnih filmova, sposobnost mucenja (whippability)).
Takode se moze razmotriti jo§ neka grupa osobina koje su povezane sa
kompatibilno$¢u sa drugim komponentama hrane, enzimskom i antioksidativnom

aktivnoScu.

3.9.1. Funkcionalne osobine povezane sa mehanizmima hidratacije

Nativna struktura proteina posledica je interakcija aminokiselina sa vodom i neke funkcionalne
osobine mogu da se tumace kao rezultat protein-voda interakcija koje su termodinamicki
povoljne (vlaznost, bubrenje (oticanje), zadrzavanje vode i rastvorljivost) ili nepovoljne
(penjenje, emulgovanje). Ostale osobine koje odrazavaju interakciju polimera proteina sa vodom
su viskoznost, geliranje i koagulacija (Damodaran, 1997). Mattos (2002) je ukazao na znacaj

dinamike vode u odnosu na strukturu proteina i prilagodavanje na proteinsko okruZenje.

Kapacitet adsorpcije vode i ulja predstavljaju sposobnost vode i ulja da se vezu na bo¢ne lance

proteina. Ovi funkcionalni parametri Cesto se koriste za opisivanje mogucih primena proteina.
Kapacitet adsorpcije vode

Kod primene u hrani kapacitet zadrZzavanja vode povezan je sa sposobno$¢u zadrzavanja vode
protiv gravitacije, 1 ukljucuje vezanu vodu, hidrodinamic¢ku vodu, kapilarnu vodu 1 fizicki
zarobljenu vodu. Koli¢ina vode koja se vezala za proteine usko je vezana sa njihovim
aminokiselinskim profilom i povecava se sa brojem naelektrisanih ostataka (Kuntz i Kauzmann,
1974). Takode na ovu osobinu uti¢u i konformacija, hidrofilnost, pH, temperatura, jonska jacina i

koncentracija proteina (Damodaran, 1997).

U veéini prehrambenih proizvoda vezivanje vode je vazno jer odreduje teksturu hrane. Sa malim

kapacitetom vezivanja vode, proizvod ¢e biti suv i/ili ¢e izgubiti vodu tokom skladiStenja. Za
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karakteristike koje se tiCu osecaja strukture hrane u ustima interakcija izmedu vode/ulja i
proteina veoma je znacajna u pekarskim proizvodima (Suresh Kumar i sar., 2014), poput hleba i

kolaca, i u lepljivim svojstvima lepljive hrane poput supa ili proizvoda od slatkiSa (Adebowale,
2005).

Adsorpcija vode proteina liS¢a koji je u nativnom stanju ima veoma niske vrednosti. Douillard i
Mathan (1994) ukazuju na to da nema znacajne razlike u adsorpciji vode kod proteina lis¢a koji
su osuseni sa freeze dried ili spray dried tehnikama suSenja na niskoj temperaturi (85°C) $to je u
korelaciji sa njihovom odli¢nom rastvorljivoséu. Uzorak koji je suSen rasprSivanjem na 140 °C
imao je kapacitet adsorpcije vode od 428% zapremine u poredenju sa 612% za izolat proteina
soje. Veca vrednost kapaciteta adsorpcije vode sugeriSe da je protein verovatno denaturisan i
agregiran. Svi komercijalni izolati proteina soje su delimi¢no denaturisani, §to objasnjava njihov
kapacitet vezivanja vode pre zagrevanja. Proteini lis¢a duvana takode pokazuju sposobnost
vezivanja vode Kkoji je u rangu izolata proteina soje (Sheen, 1985), ali to zavisi i od postupka

izolacije i najverovatnije od delimi¢nog odvijanja proteina.
Kapacitet adsorpcije ulja

Sposobnost proteina da vezu ulje vazno je funkcionalno svojstvo u primeni u prehrambenoj
industriji. Kao primer su zamena i dodaci mesu, uglavnom zato $to poboljSavaju zadrzavanje
ukusa i poboljsavaju osecaj u ustima prilikom konzumacije proizvoda. Adsorpcija ulja obi¢no se
meri dodavanjem ulja proteinskom prahu, nakon toga ide temeljno meSanje, zatim
centrifugiranje 1 na kraju se odreduje koli¢ina vezanog ili apsorbovanog ulja (de Jong 1

Nieuwland, 2011).

Kao primer kapaciteta adsorpcije ulja za protein lis¢a lucerke treba istra¢i da je veéi u odnosu na
izolat proteina soje (Knuckles, 1982), medutim treba napomenuti da je veoma bitan postupak
pripreme proteina, jer je za dva uzorka proteina lis¢a lucerke kapacitet adsorpcije ulja bio veéi,

ali za jedan uzorak nizi u odnosu na izolat proteina soje (Sheen, 1985).
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Rastvorljivost

Balans hidrofilnosti/hidrofobnosti, koji zavisi od aminokiselinskog sastava, posebno na povrsini
proteina, uti¢e na njegovu rastvorljivost. Veéa rastvorljivost moze da bude usled prisustva malog
broja hidrofobnih ostataka, poviSenog naelektrisanja i elektrostaticke odbojnosti kao i jonske
hidratacije koja nastaje kada je pH iznad 1 ispod izoelektricne vrednosti pH. Denaturacija utice
na rastvorljivost proteina zbog promena odnosa hidrofobnosti/hidrofilnosti na njihovoj povrsini.
U literaturi su opisane metode koje su dostupne za procenu denaturacije proteina (Kilara i
Sharkasi, (1986)). Usoljavanje i isoljavanje (salting-in i salting-out) povezani su sa
karakteristikama na povrSini proteina, takode uticu na rastvorljivost proteina, S$to utiCe na

zgu$njavanje, emulgiranje, penjenje i geliranje (Damodaran, 1997).

Rastvorljivost proteina je jedna od najvaznijih funkcionalnih osobina, zbog uticaja na druge
funkcionalnosti kao $to su emulgovanje, penjenje, geliranje. Stoga ove karakteristike uti¢u i na
razlicita hranljiva svojstva kao $to su ukus, tekstura i mnoga druga (Kinsella, 1982). Protein koji
npr. zagrevanjem postaje potpuno nerastvorljiv, gotovo da ne poseduje nikakvu funkcionalnost.
Rastvorljivost proteina lis¢a zavisi od mnogih faktora: pH, temperature, jonske jadine, prisustva
dvovalentnih katjona, koncentracije proteina kao i od vrste iz koje je protein izolovan (Sheen,
1991). Na primer, tretman dvovalentnim magnezijumom uzrokuje da se protein lis¢a poreklom iz
duvana potpuno istalozi pri pH vrednostima ispod 7,5 (efekat pH 1 dvovalentnih katjona), dok je
isti efekat na protein liS¢a spanaca bio mnogo manji (Sto predstavlja efekat vrsta). Protein lis¢a
lucerke najmanje je rastvorljiv blizu i1zoelektricne tacke (pH od 5 do 6,5), rastvorljiv je do 20% u
kiseloj sredini a u alkalnoj sredini primecuje se porast rastvorljivosti izmedu 10 i1 90%, sa pH 7
na 12 (Prévot-D'Alvise i sar., 2004). Protein liS¢a soje nakon alkalne ekstrakcije pokazivao je

rastvorljivost ispod pH 2 i iznad pH 6 (Betschar, 1973).

Takode kod rastvorljivosti koja zavisi od pH vrednosti, predtretman koji se koristi u izolovanju
proteina kao i vrsta biljnog izvora igraju vaznu ulogu. Na primer, za liS¢e soje rastvorljivost se ne
menja izmedu pH 8 - 11 (Betschar, 1973). Takode proces preciS¢avanja, kao i1 nacin taloZenja i
suSenja proteina utie na varijacije rastvorljivosti kao kod proteina koji je izolovan iz liS¢a
lucerke. Posle suSenja rasprSivanjem na 85°C rastvorljivost je bila uporediva sa liofilizovanim
uzorcima. Medutim, povecavajuéi temperaturu rasprSivanjem na 95°C ili 140°C dramati¢no se

smanjuje rastvorljivost (Knuckles, 1982).
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Protein lis¢a duvana ostaje rastvorljiv 1 pored produzenog kljuc¢anja (Sheen, 1991), ali protein
lis¢a lucerke ima temperaturu denaturacije 76,2°C, a takode i protein liS¢a spanaca je toplotno
nestabilan (Barbeau, 1990). Pod odgovaraju¢im uslovima, protein lis¢a duvana je bio bolje
rastvorljiv od izolata proteina soje (Sheen, 1985). Medutim koraci prec¢is¢avanja mogu znacajno
smanjiti rastvorljivost. Sve u svemu tesko je generalizovati podatke, jer zavise od mnogih

parametara.
3.9.  Funkcionalne osobine povezane sa strukturom proteina i reologija
Viskoznost i zguSnjavanje

Nekoliko autora opisalo je kako rastvorljivost, hidrodinamicka svojstva, hidrofobnost i
mikrostruktura proteina igraju vaznu ulogu u reoloskim osobinama proteina (Krause, Bagger 1
Schvenke, 2001; Krase i sar., 2002; Paulson i Tung, 1989; Vojdani, 1996). Afion, Sorgentini i
Vagner (2001) sugeriSu da ocigledna viskoznost komercijalnih i laboratorijskih izolata soje
zavisi od interakcija izmedu rastvorljivih 1 nerastvorljivih proteina u vodi. Viskoznost se
eksponencijalno poveéava sa povecanjem koncentracije proteina verovatno zbog povecane
interakcije hidriranih proteina, adsorpcije vode i bubrenja (Kinsella, 1979). Afion i sar. (2001)
prikazuju da kada odnos ukupna voda/upijena voda tezi da bude 1, sa nekoliko razlicitih
koncentracija proteina, dovodi do povecanja prividne viskoznosti. Malhotra i Coupland (2004)
pokazuju efekat povrSinski aktivnih materija i pH vrednosti na viskozitet izolata proteina soje.
Povecanje rastvorljivosti proteinskog izolata dodavanjem jednog surfaktanta ukljucuje vece
vrednosti viskoziteta. Pa tako, i alkalne vrednosti pH vode dovode do bolje vrednosti viskoziteta.
Bubrenje i1 sposobnost zauzimanja vode sugerisane su kao vazan faktor koji doprinosi viskozitetu
(Sousa i sar, 1996). Delimi¢na denaturacija proteina povecava viskozitet proteina zbog prosirene

hidrodinamicke povrSine koja je nastala razmotavanjem proteina. (Schvenke 1 sar., 1990).
Geliranje

Gel se moze definisati kao srednje stanje, izmedu Cvrstog i1 teCnog. Gelovi se takode nazivaju
,meke Cvrste materije* (Soft solids), zbog ponasanja nalik ¢vrstom materijalu, i ,,évrsta voda“
(solid water), zbog visokog odnosa vode u odnosu na ostale komponenate. Gelovi nastaju kada
polimeri u rastvoru medusobno deluju 1 formiraju mrezu u kojoj je zarobljena tecnost (Aguilera i

Stanlei, 1999). Gelovi koji se najcesce susre¢u u prehrambenim sistemima su hidrogelovi, gde je
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zarobljena tecnost voda. Ako se voda pazljivo ukloni, formira se kserogel, a u slucajevima kada

je kontinualna faza masna, gel se naziva lipogel (Nynés, 2018).

U prehrambenim sistemima tecnost je voda a molekularnu mrezu formiraju proteini, polisaharidi
ili meSavina oba. Proteini su efikasniji geliraju¢i agensi od ugljenih hidrata zato §to su veliki
molekuli sposobniji da formiraju umreZene veze u tri dimenzije. Geliranje favorizuje veli¢ina
proteina, jer veliki molekuli formiraju Siroke mreze umrezavanjem u tri dimenzije, kao i1 zbog
dobre fleksibilnosti i sposobnosti denaturacije (Oakenfull i sar., 1997). Da bi formirali gelove,
delimi¢no geliranje se deSava na granici izmedu agregacije i rastvorljivosti (Hegg, 1982), takode
za formiranje gela delimi¢na denaturacija je pozeljna, poSto se razmotavanjem tercijarne
strukture dobijaju dugi lanci proteina bez prekida kovalentnih veza. Ostali faktori koji uti¢u na
geliranje su pH, jonska ja¢ina, temperatura prisustvo redukcionih sredstva, uree, , ne-proteinskih

komponenata i mehanicke sile primenjene na sistem (Damodaran, 1988; Sathe, 2002).

Struktura proteinskih gelova moze se priblizno podeliti na finolancane i partikularne gelove
(Cesti¢ne), kao $to je prikazano na Slici 9. Finolanéani gelovi su obi¢no transparentni (prozirni) a
partikularni gelovi su netransparentni. Gelovi mogu biti meSavina izmedu finolanc¢anih i
partikularnih gelova, ali veliina agregata u partikularnim gelovima obi¢no je relativno
uniformna. Medutim, veli¢ina agregata u drugim gelovima moze da varira u zavisnosti od
proteina i uslova okoline. Struktura gela zavisi od pH i jonske jacine, a vise sile odbijanja daju
uredeniju strukturu niti (Zaias, 1997). U blizini izoelektri¢ne tacke proteina, formirani gelovi
bi¢e manje hidratizovani 1 manje ¢vrsti. Na primer, protein mleka B-laktoglobulin moze da
formira kako finolancane, tako i partikularne gelove u zavisnosti od pH i koncentracije soli

(Langton i Hermansson, 1992; Langton i Hermansson, 1996).
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Slika 9. Razlicite mrezne strukture gela uobicajene u biopolimernim gelovima. A.

Finolancana mreza B. Finolancana agregatna mreza, C. i D. Mreze cestica (Hermansson, 1994).

Da bi formirali trodimenzionalnu mrezu gela, proteini moraju biti u moguénosti da formiraju
intermolekulske interakcije. Stabilni gelovi se drze zajedno vodoni¢nim vezama, jonskim i
hidrofobnim interakcijama, van der Valsovim interakcijama i kovalentnim disulfidnim vezama.
Delimi¢na denaturacija proteina npr. zagrevanjem ce izloziti sakrivene hemijski aktivne grupe,
npr. sumporne grupe, koje mogu formirati kovalentne veze izmedu molekula, S§to dovodi do
formiranja gumenih gelova. Koncentracija proteina je klju¢na u procesu geliranja. Ukoliko je
koncentracija proteina preniska intraproteinske interakcije mogu da budu favorizovane u odnosu

na interproteinske interakcije (Nynas, 2018).

Precis€eni protein lis¢a, (RuBisCO), poseduje odlicne geliraju¢e sposobnosti (van de Velde,
2011). Proteini RuBisCO geliraju u niZzoj koncentraciji u poredenju sa proteinima soje 1 surutke.
Ovi rezultati se slazu sa rezultatima u literaturi u vezi sa geliraju¢im ponasanjem u kojem je
RuBisCO ekstrahovan u laboratorijskim razmerama. Rezultati pokazuju da pri pH 7 geliranje
zagrevanjem RuBisCO zapoc€inje sa oko dva procenta w/w proteina, dok za proteine surutke
zapocinje tek oko 10% w/w proteina, a za protein soje sa koncentracijom ve¢om od 12% w/w
proteina. Veliki potencijal prec¢is¢enog RuBisCO-a za geliranje omogucava mogucéu primenu u
dezertima, namenjenim vegetarijanskim potro$acima i sa oznakom niske alergenosti (van de

Velde, 2011).
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3.10. Funkcionalne osobine povezane sa povrsinskom aktivnosti proteina

Proteini imaju razli¢itu povrSinsku aktivnost, a u vezi je sa njihovom konformacijom i
sposobnos¢u da se odmotavaju na granici gaza koji su odredeni molekulskim faktorima
(fleksibilnost, konformaciona stabilnost, raspodela hidrofilnih i hidrofobnih ostataka u primarnoj
strukturi) 1 spoljaSnjim faktorima (pH, jonska jaCina, temperature, moguca konkurentska

adsorpcija drugih proteina ili lipida u interfejsu) (Damodaran, 1997; van Vliet i sar., 2002).
Kapacitet formiranja pene

Pene nastaju kada se vazduh uvodi u rastvor koji sadrzi povrsinski aktivna jedinjenja, $to dovodi
do stvaranja mehuri¢a koji su dispergovani u tecnoj kontinualnoj fazi (Damodaran, 2005).
Prilikom formiranja pene najviSe su zastupljeni mehurié¢i sfernog oblika, ali nakon podredenog
vremena, ako su dovoljno stabilni, mehurié¢i formiraju poliedarske oblike sa tankim lamelama

te¢nosti izmedu (Damodaran, 1997).

Medufazna povrsSina izmedu mehuri¢a mora biti stabilizovana, inace ¢e stvoreni mehuri¢i odmah
popucati, $to je slusaj i sa emulzijama. Stabilnost pene u velikoj meri zavisi od évrstoce i
fleksibilnosti filma na granici faza vazduh-tecnost. Bez stabilizatora, pena se razrusava usled
njihovog termodinami¢ki nestabilnog stanja (Vilde, 2000). Cak i ukoliko postoji dobra
stabilizacija, pena ¢e se tokom vremena razrusiti usled jednog ili nekoliko mehanizama drenaze,

koalescencije ili ukrupnjavanja mehurova.

U prehrambenim proizvodima proteini su glavna povrSinski aktivna sredstva potrebna za
stabilizaciju gasovito dispergovane faze. Kapacitet pene odreden je sposobno$¢u proteina da
smanji povrSinski napon, molekulskom fleksibilnoséu i fizicko-hemijskim svojstvima
(hidrofobnost, neto naelektrisanje 1 raspodela naelektrisanja, hidrodinamic¢ka svojstva) (Graham 1
Philips, 1976). Proteini koji imaju dobre osobine formiranja pene moraju (i) brzo da se adsorbuju
tokom mucenja i formiranja mehurica, (ii) da imaju brzu konformacionu promenu, preuredujuci
se na granici faza vazduh-voda sa smanjenjem povrSinskog napona i (iii) da formiraju
viskoelasti¢ni kohezioni film kroz intermolekulske interakcije (Hettiarachchy and Ziegler, 1994).
Na sve ove funkcije snazno uticu molekulske osobine proteina, koje uglavnom odreduju
aminokiselinske sekvence, ali takode i uslovi u kojima se nalaze proteini kao i predtretmani koji

su se koristili prilikom njihovog dobijanja (Kinsella, 1981).
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Stabilnost pene, koja se meri vremenom potrebnim za 50% smanjenja zapremine pene, ukazuje
na sposobnost stabilizacije protiv gravitacionih i mehanickih naprezanja (Damodaran, 1997).
Kapacitet pene moze da se odredi direktnim merenjem zapremine pene koja nastaje nakon
mucenja ili aeracije rastvora proteina (kapacitet pene, mesanje i Sirenje pene, (Patel i sar, 1988;

Vaniska i Kinsella, 1979) ili posrednim metodama (provodljivost).

Proces adsorpcije proteina na granici faza vazduh-voda ilustrovan je na Slici 10. Pocinje
formiranjem monosloja na granici faza, a brzina adsorpcije je direktno povezana sa
koncentracijom proteina u masi (lano i1 sar., 2008). Kada se adsorbuje, protein se moze
prilagoditi okolini, a u slucaju lizozima, konformacija proteina se menja u ravnu strukturu na
granici faza. Kada je monosloj skoro kompletan, proteini formiraju veze, a hidrofilne grupe
proteina se orijentiSu ka vodenoj fazi. Po zavrSetku monosloja, drugi sloj nastaje adsorpcijom

labavo upakovanih proteina u petljaste strukture.

Gas phase

Liquid phase \) N

Second layer

Slika 10. Koraci procesa adsorpcije proteina lizozima na granici faza vazduh-voda. A. Molekuli

lizozima adsorbuju se u na granicu faza i njihova konformacija se menja kao rezultat
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hidrofobnih interakcija na granici faza B. Molekuli formiraju monosloj i orijentisu svoje
hidrofilne delove ka vodenoj fazi. C. Drugi sloj molekula sa rastresitim slucajno namotanim
strukturama se adsorbuje na prvi sloj. D. Visesloj se formira od labavo (loosely) strukturiranih

molekula (Yano i sar., 2008)

Kao §to je ve¢ reCeno osobine proteina da formiraju penu zavise od nekoliko razliCitih faktora,
jedan od njih je brzina kojom se proteini adsorbuju na granicu faza vazduh-voda i snaga njihove
interakcije. Zavise 1 od koncentracije proteina u masi i stope adsorpcije, a optimalna
koncentracija varira u zavisnosti od molekulskih osobina proteina (Vani i Zaias, 1995). Niske
koncentracije omogucavaju proteinima da se adsorbuju na granicu faza vazduh-voda bez
interakcija, dok je potrebno opseznije preklapanje i petljanje (savijanje) kod vece koncentracije
proteina (Vani i Zaias, 1995; Kinsella, 1981). Razmotavanje proteina na granici faza vazduh-
voda javlja se samo ako je kinetika adsorpcije i razmotavanja sli¢na, ili ako je stopa adsorpcije
sporija. U slu¢ajevima gde je proces odmotavanja sporiji u poredenju sa adsorpcijom, nema
dovoljno vremena da se proteini prilagode okolini i medufazni film tada puca (Vierenga et al.,

2006).

Sposobnost formiranja pene proteina lis¢a zavise od procedura obrade pri dobijanju proteina, ali
uopste, mogu da se porede sa ve¢ poznatim penusavim proteinima kao $to je protein belanca
(Barbeau, 1988; Barbeau, 1990) iako i njihova sposobnost formiranja pene zavisi od procedure
obrade (Knuckles, 1982). U odgovaraju¢im uslovima daje istu zapreminu pene kao belance, ali
sa duzom stabilnosti pene. Dalje, ponaSanje pri zagrevanju je sli¢no. Stoga, protein lisS¢a moze da
se koristiti kao zamena za protein belanca. Pena je najstabilnija uz minimalne sile odbijanja, tj.

blizu izoelektri¢ne tacke ili pri velikoj jonskoj ja¢ini (Barbeau, 1988).

Pena pripremljena sa izolatom proteina liS¢a porekom iz spana¢a (RuBisCO) imala je vecu
zapreminu od pene pripremljene sa drugim komercijalnim proteinima kao $to su izolati proteina
soje 1 surutke. Mehuri¢i su bili znatno manji prilikom koris¢enja ovog proteina liS¢a od onih
dobijenih koris¢enjem proteina soje ili surutke. Suprotno proteinima soje i surutke, zapremina
pene upotrebom proteina lis¢a spanaca bila je zna¢ajno veca pri pH 7 nego pri pH 4,5. Pored
toga, utvrdeno je da je ova pena najstabilnija, pri obe vrednosti pH, bez oc€igledne koalescencije
u prva dva sata. Sto ukazuje na to da ova pena moze da se koristiti kao alternativa za pene na

bazi mle¢nih proizvoda za primenu kao $to su kafa, sladoled i deserti (van de Velde, 2011).
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Emulgujuca aktivnost i stabilnost

Emulzije se dobijaju dispergovanjem dve nemesljive te¢nosti jedne u drugoj uz prisustvo agensa
za stabilizaciju (McClements, 2015). Tokom homogenizacije stabilizator ¢e se adsorbovati na
granicu faza, omogucavajuci dispergovanje kapljica u kontinualnoj vodenoj fazi. Zbog
nemesljive prirode te¢nosti, stabilnosti emulzije zavisi od jacine medufaznog filma koji razdvaja
dve faze (Chung i McClements, 2014). Nedovoljna stabilizacija granice faza dovodi do spajanja
kapljica (koalescencije) (kao $to je prikazano na Slici 11, B.) i na kraju ¢e do¢i do potpunog

razdvajanja faza.

Granice faza mogu biti stabilizovane Cesticama (Slika 11, A-C) ili amfifilnim molekulima,
tacnije molekulima sa jasnim hidrofobnim i hidrofilnim delom (Slika 11, D) (Dickinson, 2010).
Jedinjenja koja se koriste kao stabilizatori u hrani uglavnom su na bazi proteina ili polisaharida.
Pickering stabilizacija je jedan nacin delovanja gde se Cestice adsorbuju direktno na spolj$nju
povrsinu, formirajuci jednosloj koji pokriva kapljicu kao $to je prikazano na Slici 11, A. i B.
Kapljice se mogu odvojiti dvoslojem Cestica ili zajedni¢kim grani¢nim slojem (Dickinson, 2016).
Ako je koncentracija Cestica u kontinualnoj fazi visoka, one mogu da interaguju i formiraju a
stabilizovanu mreznu barijeru, pre nego jednosloj, kao na Slici 11, C. U sluc¢aju amfifilnih
molekula koji se ponasaju kao stabilizatori, na primer povrSinski aktivne materije 1 proteini,
molekuli usmeravaju svoje vise hidrofobne delove ka nepolarnoj fazi i adsorbuju se na granici
faza, §to je ilustrovano na Slici 11, D. (Lam i Nickerson, 2013). Adsorbovani proteini stabilizuju
granicu faza formiranjem cvrstog filma koji emulguje kapljice, takodje stvarajuci sternu prepreku

1 time izbegavajuci spajanje kapljica.
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Slika 11. Stabilizacija granice faza u emulzijama ulje — voda . Isti principi vaze i za mehuriée
vazduha u tecnosti. A. Dvoslojni raspored sfernih cestica (npr. proteinski aglomerati ili granule
skroba) koji prekrivaju povrsine kapljica ulja i B. jednosloj izmedju dve kapljice. C. Delimicno

obloZene povrsine odvojene agregatnim cesticama. D. Sterno razdvajanje amfifilnim
molekulima, npr. proteinima, gde se hidrofobni (crveni) delovi adsorbuju na povrsinu
(Dickinson, 2016) (A-C) i (Lam i Nickerson, 2013) (D).

Proteini imaju prednost u odnosu na povrsinski aktivne materije niske molekulske mase u svrhu
emulgovanja u hrani. Sposobnost proteina da deluju kao emulgatori varira u zavisnosti od
molekulskih svojstava proteina, a glavni faktori koji uti¢u na svojstva emulzija su molarna masa,
hidrofobnost, stabilnost konformacije, naelektrisanje i fizicko-hemijski faktori kao pH, jonska
snaga 1 temperatura (Kinsella, 1984). Rastvorljivost igra vaznu ulogu, jer dosta nerastvorljivi

proteini nisu dobri emulgatori i dovode do koalescencije.

Prema Kato-u i Nakai-u (1980), emulgujuéa svojstva pokazuju dobru korelaciju sa prisustvom
hidrofobnih ostataka na povrSini proteina. Prisustvo soli i pH vrednost uti€u na stabilnost
emulzije (Tsaliki i sar., 2004). Denaturacija bi mogla pobolj$ati emulgirajuca svojstva proteina,
usled povecane hidrofobne povrsine i fleksibilnosti (Dickinson 1 Hong, 1994; Kilara & Sharkasi,
1986; Raimundo i sar, 1998). Na stabilnost emulzije uti¢e nekoliko fizicki medusobno zavisnih
procesa: flokulacija ili agregacija i koalescencija (Damodaran, 1997), koji uti¢u na razdvajanje

faza, odnosno creaming, mehanizmima koje je prijavio Valstra (1988).

Vecina metoda za odredivanje kapaciteta emulgovanja zasnivaju se na njihovom nastanku

primenom sila smicanja ili ultrazvuka i daljem odredivanju emulgovane uljne faze. Koli¢ina
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proteina adsorbovanog na emulgovanoj fazi 1 njegova stabilnost obicno se mere
turbidimetrijskim (Pearce i Kinsella, 1978) i konduktometrijskim metodama (Kato i sar, 1985;
Linder i sar., 1996).

Osobine emulgovanja, kao i mnoge druge funkcionalnosti, zavise od predtretmana proteina.
Nakon koagulacije toplotom protein liS¢a pokazuje loSe emulgujuce osobine, ali daje dobre
emulgujuc¢e osobine nakon pH precipitacije koja je pracena liofilizacijom (Rault i sar., 1993).
Protein liS¢a poreklom iz spanaéa poseduje loSije emulgujuce osobine od osobina proteina soje
(Barbeau, 1988), dok protein poreklom iz lista lucerke koji je suSen u spreju na niskoj

temperaturi (85°C), pokazuje bolje emulgujué¢e osobine od izolata proteina soje (Knuckles i
Kohler, 1982).

Lamsal i sar., (2007) opisali su da slicno funkcionalnostima poput stabilnosti pene i
rastvorljivosti, i svojstva emulgovanja veoma zavise od postupaka precis¢avanja. Uporedivali su
pH istaloZzene proteine liS¢a u odnosu proteine liS¢a koji su dobijeni ultrafiltracijom. Iz
elektroforeze, procenjeno je da je procenat proteina bio oko 80%. Stabilnost emulzije
ultrafiltriranih uzoraka bila je skoro dvostruko bolja od taloZzenog proteina lista. Oba proteina

imala bolje emulzione osobine (stabilnost emulzije) od proteina belanaca.

Hojilla-Evangelista i sar., (2016), prijavili su da je osuSeni koncentrat proteina lis¢a lucerke imao
je primetno visoku emulzionu aktivnost i indekse stabilnosti emulzije koji su se povecavali sa pH
(pH 2, 7 1 10), Sto ukazuje da su se osobine emulgovanja poboljSavale kako je pH postajao
alkalniji. Damodaran (1996), objasnio je da se u alkalnim uslovima deSava razmotavanje
polipeptidnih lanaca, §to dovodi do veceg uceS¢a proteina u medufaznim reakcijama ulje-voda.
Suprotno njegovim rezultatima, Wang i1 Kinsella (1976), koriste¢i drugaciju metodu testa
emulgovanja, primetili su da emulgacioni kapacitet proteina soka od lista lucerke bio je najveci
pri pH 5 1 drasti¢no je opao sa obe strane ove vrednosti pH. Emulziona aktivnost pri pH 7
osusenog koncentrata proteina iz lista lucerke bio je viSe nego tri puta ve¢i od onoga S§to je
prethodno prijavljeno za koncentrat sojinih proteina dobijenih talozenjem u kiseloj sredini (56
m?/g proteina), ali stabilnosti emulzije pri neutralnom pH bile su priblizno jednake za ova dva
koncentrata proteina (stabilnost emulzije 19 min, odnosno 15 min) (Hojilla-Evangelista i sar.,
2004). Knuckles i Kohler (1982), izvestili su ne samo o priblizno identi¢nim stabilnostima

emulzije izmedu suSenja rasprSivanjem ili liofilizovanim koncentratom proteina soka od lista
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lucerke 1 soje, ali takode vrlo slicne vrednosti za aktivnosti emulgovanja i1 kapacitete

emulgovanja.
3.10. Bioaktivni peptidi

Proteini su vazan makronutrijent u hrani jer pored svoje nutritivne vrednosti ispoljavaju i
dodatne zdravstvene benefite kroz oslobadanje peptida koji mogu imati biolosku aktivnost a koji
su “ugradeni” u prirodnom proteinu. Generalno, bioaktivni peptidi su oligopeptidi (2-20
aminokiselinskih jedinica) koji sadrze neaktivne, ali specificne aminokiseline unutar roditeljskog
proteina i moraju biti oslobodeni da bi pokazali potencijalne bioloske aktivnosti kroz procese kao
§to je in vitro hidroliza peptidnih veza (proteolitickim enzimima i kiselim ili alkalnim
tretmanima), in vivo gastrointestinalno varenje i putem fermentacije mikroorganizama
(Chalamaiah i sar., 2019). Ove metode hidrolize, medutim, oslobadaju peptide u grupu nekoliko

drugih peptida i slobodnih aminokiselina, koje su zajednicki poznati kao hidrolizati proteina.

U zavisnosti od sekvence aminokiselina, sastava, duzine i1 naelektrisanja, aktivni peptidi mogu
pokazati impresivan niz bioloSkih svojstava. Ta svojstva su antioksidativna, antimikrobna,
imunomodulatorna, antikancerogena, antihipertenzivna, antiinflamatorna, antilipidimska
aktivnost sklona da uti¢e na kardiovaskularni, gastrointestinalni, imuni i endokrini sistem u
ljudskom telu. Takode, manje je verovatno da ¢e se ovi peptidi akumulirati u telesnim tkivima i
da nece izazvati ozbiljne nezeljene efekte, Sto predstavlja bolju alternativu konvencionalnim
lekovima u prevenciji 1 lecenju bolesti. Ali njihova relativno niska hemijska stabilnost, gorak
ukus, podloznost gastrointestinalnom varenju ometa komercijalnu primenu u prehrambenom
sektoru. Medutim, ovi izazovi se mogu prevazi¢i izborom dobro dizajniranog matriksa za
inkorporiranje i ciljano oslobadanje bioaktivnih peptida. Dakle, na osnovu mnostva korisnih
bioloskih funkcionalnosti, €ini se da je imperativ na tome da se iskoristi potencijal hidrolizata 1

peptida proteina hrane kao funkcionalnih molekula koji obecavaju unapredenje zdravlja ljudi.

Proteini iz razli¢itih izvora kao $to su mleko, meso, jaja, riba, kao i iz razli¢itih biljnih izvora kao
Sto su Zitarice, uljarice, pseudoZitarice i proteini dobijeni iz oraSastih plodova (Daroit i Brandelli,
2021) se procenjuju 1 koriste za proizvodnju bioaktivnih peptida iz njihovih odgovaraju¢ih

hidrolizata.

Osim toga, agroindustrijski nusproizvodi bogati proteinima (Timilsena et al., 2016, Manzoor,

Singh, i Gani, 2021) koji se obi¢no odlazu kao otpad mogu biti jeftin izvor proizvodnje
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bioaktivnih peptida. Stoga se ¢ini klju¢nim pronaci potencijalne puteve za najbolju eksploataciju
ovih izvora proteina u cilju dobijanja peptida sa bioaktivnom ulogom radi njihove komercijalne

primenu u prehrambenim i farmaceutskim proizvodima.

Postoji veliki broj radova u literaturi koji opisuju upotrebu peptida dobijenih od proteina u
razli¢itim formulacijama hrane. Konzumacija prehrambenih proizvoda obogacenih bioloski
aktivnim peptidima dokazano imaju benefite koji povoljno uti¢u na zdravlje ljudi. Kao primer,
bioaktivni peptidi izolovani iz spiruline su pokazali potencijal za razvoj ekstrudirane grickalice
sa vecom antioksidativnom aktivnoséu (Silva i sar., 2021). Peptidi kolagena iz morskih algi sa
antioksidativnim potencijalom koris¢eni su za poboljSanje osobina keksa za upotrebu u
gerijatrijskoj ishrani (Kumar i sar., 2019). Takode postoje i komercijalni mle¢ni napici obogaceni

bioaktivnim peptidima sa antihipertenzivnom aktivnoscu (Sloan, 2019).

Hidrolizati proteina, dobijeni iz nusproizvoda karfiola, poseduju dokazano antioksidativno
dejstvo (Zenezini Chiozzi et al. 2016) kao i inhibiciju enzima ACE (angiotenzin-konvertaza
enzim) (Yang Xu sar., 2016). Takode, dokazano je da oni reguliSu potro$nju glukoze i sadrzaj
glikogena u HepG2 ¢Celijama §to ukazuje na vaznu ulogu u metabolizmu glukoze (Yang Xu i sar.
2017). Pored toga, nekoliko autora proucavalo je brojne antimikrobne peptide iz liS¢a, kao $to su
tionini, defenzini, peptidi bogati prolinom, proteini prenosioci lipida i dr. (Padovan i sar., 2010;
Wu i sar., 2011).

3.11. Invitro digestija kao model sistem za ispitivanje svarljivosti

Tokom gastrointestinalne digestije pod dejstvom enzima varenja dolazi do hidrolze proteina
(Hernandez-Ledesma i sar., 2011). Pod dejstvom hlorovodonicne kiseline (HCI) prisutnoj u
Zeludcu dolazi do denaturacije proteina. Nizak pH aktivira pepsinogen i njegovu konverziju u
aktivni oblik koji se naziva pepsin (Mohanti et al. 2016). Ovi enzimi se pojavljuju na povrsini
epitelnih delija gde oslobadaju nekoliko peptida razlicite duzine. Neki od ovih peptida imaju
direktnu funkciju u gastrointestinalnom traktu, dok se drugi apsorbuju putem sistemske
cirkulacije kako bi dosli do ciljnih organa i tkiva. Veliki broj radova opisao je simuliranu
digestiju (in vitro) na razlicitim proteinima, poput proteina mleka (Lignitto i sar., 2010;), soje

(Gonzalez-Montoia i sar., 2018), ili biljnih proteina (Pachaiappan i sar., 2018; Vastag i sar.,

55



2013; Cakarevi¢ i sar., 2021, Sedlar i sar, 2020), u cilju ispitivanja nacina na koji
gastrointestinalne proteaze posreduju u proteolitickoj probavi proteina hrane i oslobadaju
peptide koji pored nutritivne vrednosti obavljaju mnoge fizioloske i zdravstvene funkcije, tj.

ispituju nastajanje bioaktivnih peptida.

In vitro modeli digestije se Siroko koriste za proucavanje strukturnih promena, svarljivosti 1
oslobadanja komponente hrane pod simuliranim gastrointestinalnim uslovima. Medutim,
rezultati in vitro modela varenja ¢esto se razlikuju od onih koji se koriste u in vivo modelima
zbog poteskoca u preciznosti simuliranja niza slozenih fizicko-hemijskih 1 fizioloSkih procesa

koji se deSavaju u ljudskom digestivnom traktu.

Nekoliko faktora, kao §to su karakteristike uzorka, aktivnost enzima, jonski sastav, primenjena
mehanicka naprezanja i put varenja, imaju znacajan uticaj na rezultate in vitro metode. Stoga, in
vivo uslovi nikada ne mogu biti u potpunosti simulirani u in vitro uslovima. Rana studija Boisena
i Egguma (1991) definisala je odnos izmedu in vitro varenja i aktivnosti enzima. Prema tome,
tehnika in vitro moze biti dizajnirana tako da koristi specificne enzime bilo da se dobijaju
maksimalne vrednosti svarljivosti ili tako da se meri pocetna brzina hidrolize. Najvazniji faktor u
sistemu varenja in vitro predstavljaju karakteristike enzima. Nekoliko faktora, kao §to su
koncentracija, temperatura, pH, stabilnost, aktivatori, inhibitori, i vreme inkubacije, uti¢u na
aktivnosti enzima (Boisen & Eggum, 1991). Izbor enzima i uslova inkubacije | potrebe za
opremom takode zavise od ciljeva studija (Boisen & Eggum, 1991). Metode sa jednim enzimom
mogu biti korisne za predvidanje svarljivosti pojedinac¢nih hranljivih materija, npr. upotrebom

pepsina, skroba upotrebom amilaze ili lipida pomocu upotreba lipaza (Boisen & Eggum, 1991).

U zavisnosti od slozenosti modela, razlikuju se stati¢ki i dinamic¢ki model in vitro digestije. Kod
statickih modela digestija se simulira u zeludcu 1 tankim crevima u dva uzastopna koraka, uz
pomo¢ niza sudova sa meSanjem koji simuliraju skup biohemijskih procesa (temperaturu,
enzime, pH 1 Zu¢ne soli) koji ¢ine GIT. Njihova prednost se ogleda u lako¢i izvodenja procesa |
malih troSkova, a nedostatak su varijacije u pracenju I primeni digestivnih parametara. Jeca
Dinamicki modeli predstavljaju sistem koji je slozen I sastoji se od nekoliko medusobno
povezanih delova, programiranih sa ciljem simulacije gastrointestinalnog trakta. Ovakvi modeli

omogucavaju simulaciju dinamickih aspekata varenja, kao $to su transport obroka, konstantno

56



luéenje digestivnih sokova, promenljive koncentracije enzima i promene pH tokom vremena koje

se deavaju u uslovima in vivo (Cakarevi¢ Jelena, Doktorska disertacija, 2021).

3.11.1. Koraci 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.
Razlikuju se tri faze simulacije GIT-a:
1. Oralna faza

Ovo je prva faza digestije, gde se hrana razgraduje mehanicki Zvakanjem, a pored toga i uz
pomo¢ pljuvacke iz pljuvacne zlezde. Simulacija se odigrava uz pomoc¢ soka koji simulira
pljuvacku koja ima vrednosti pH 7 u prisustvu enzima a-amilaza i trajanju oko 2 min. Ova faza

je najkraca jer predstavlja usitnjavanje hrane ¢ija svarljivost se nastavlja u Zelucu.
2. Zeluda¢na faza

Druga faza digestije koja se deSava u Zeludcu i u kojoj se vrsi skladiStenje, meSanje, mlevenje 1
praznjenje. Zeludaéni sok (pH 2) se sastoji od hlorovodoniéne kiseline, enzima (pepsin i lipaza),
elektrolita i sluzi. Simulacija zeluda¢ne faze traje od 1 do 2 sata (najduzi proces) a duzina
trajanja najviSe zavisi od faktora kao $to su sastav materije koja se unosi i njenog sadrzaja
makronutrijenata (masti, proteini i ugljeni hidrati) iz prethodne faze. Nakon ove faze sledi

nastavak digestije u intestinalnoj fazi.
3. Intestinalna faza

Intestinalna faza je glavna faza probave hrane i desava se u tankom crevu nakon prolaska hrane
kroz Zeludac. Kao 1 prethodne dve faze, simulacija intestinalne faze se vr$i u prisutvu soka koji
¢ine odgovarajuce soli pri vrednosti pH 7, u prisustvu pankreatina uz odgovaraju¢e mehanicko
mesanje. Ova faza traje 1-2 sata, i predstavlja zavr$etak in vitro digestije (Cakarevié¢ Jelena,
Doktorska disertacija, 2021).

3.11.2. Digestivni enzimi

Digestivni enzimi u organizmu poseduju nekoliko osnovnih funkcija:

57



e Kao bioloski katalizatori koji pokrecu sam proces razgradnje hrane — digestivna funkcija;
e PodstiCu bolju apsorpciju hranljivih materija iz smese koja se wvari, sprecavaju

konstipaciju i nastanak gasova | generalno imaju pozitivan uticaj na zdravlje organizma.
Postoje tri grupe digestivnih enzima: amilaze, proteaze i lipaze.

Amilaza je prisutna u ustima i zeludcu i1 uglavnom sluzi za pretvaranje skroba u oligosaharide |
monosaharidi (glukoza). Amilaza se rutinski koristi za in vitro modele varenja uzoraka hrane

biljnog porekla. Njihova aktivnost zavisi od prisustva kofaktora metala (kalcijuma).

Proteaze su uglavnom prisutne u Zelucu (pepsin) i tankom crevu (tripsin i himotripsin) ¢ija je
uloga razlaganje proteina/peptida na manje peptide 1 amino kiseline. Pepsin postize maksimalnu
aktivnost na kiselim vrednostima ph I na temperature izmedu 35-42 C. Pri vrednosti ph 6,5 |
iznad je neaktivan, ali postoji moguénost reaktivacije pri vracanju vrednosti ph na 2. Optimalni
radni pH tripsina je od oko 7,5 - 8,5 i optimalna radna temperatura oko 37 °C. U kiselim
sredinama njegova aktivnost opada ali podeSavanjem vrednosti pH nazad na 8, tripsin ponovo

ispoljava svoju aktivnost.

Lipaze su prisutne u Zelucu (zeludacna lipaza) i pankreasu (pankreasna lipaza), gde se apsorbuju
na povrSinu emulgovanih lipida i pretvaraju triacilglicerole 1 diacilglicerole u monoacilglicerole 1
slobodne masne kiseline. Ovi produkti hidrolize lipida se rastvaraju unutar meSanih micela i

vezikula koji ih transportuju do ¢elija epitela kroz sluzokozu.

Obicno se in vitro model zasniva na varenju skroba a-amilazom, varenje lipida lipazom i/ili
varenje proteina pomocu pepsina ili tripsina. Varenje u Zeludcu simulira se kori§¢enjem pepsina
pri pH vrednosti oko 2. Prekursori proteaze — pepsinogeni — proizvedeni od glavne ¢elije Zeluca,
optimalno se aktiviraju pri pH izmedu 1,8 i 3,2 u lumenu zeluca (Jensen-Jarolim, 2006). Ovo
ukazuje na to da svako poviSenje pH moZe dovesti do ograni¢enja degradacije pepsinom (Jensen-
Jarolim, 2006). Stavise, na promene pH vrednosti u stomaku i crevima moZe uticati poetni pH
ili koli¢ina testiranog uzorka. Dakle, pH je takode vazan faktor za in vitro sisteme za varenje.
Stoga je izbor karakteristika enzima kao npr sastav, koncentraciju i pH treba uzeti u obzir u

skladu sa na karakteristike uzorka.
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3.12. Biljni proteini i njihova viSestruka industrijska primena

U ishrani ljudi, postoji imperativ u upotrebi proteina kao makronutrijenata. Njihov nutritivni
kvalitet znaCajno varira u zavisnosti od njihove svarljivosti, aminokiselinskog profila,
biodostupnosti, na¢ina dobijanja i stepena CistoCe. Sa aspekta ishrane, integracija proteina iz
razli¢itih biljnih izvora moze da obezbedi adekvatnu koli¢inu esencijalnih aminokiselina za
ispunjavanje zdravstvenih potreba ljudi. Upotreba proteina biljnog porekla je u poslednje vreme
u Zizi interesovanja zbog njihove visestruke primene kako u prehrambenim tako i u proizvodima
drugih industrija a svakako i zbog njihove biorazgradive prirode. Usled njihovog fizi¢ko-
hemijskog i strukturnog svojstva, aminokiselinskog sastava i funkcionalnih osobina, proteini
biljnog porekla od velikog su interesa za prehrambenu i preradivacku industriju. U buduénosti,
upotreba biljnih proteina ¢e imati sustinski znacaj, jer proteini zivotinjskog porekla ne mogu da

zadovolje zahteve globalne populacije.

Primena proteinskih izolata i koncentrata je Siroko rasprostranjena. Generalno, mogu se
definisati najbitniji razlozi za njihovu primenu: uloga u poboljsanju funkcionalnih osobina
proizvoda, zatim bioloska aktivnost i svakako multifunkcionalnost u pogledu nutritivne,
funkcionalne i bioloske aktivnosti. Najces¢i primeri upotrebe izolata i koncentrata su kao dodaci
ishrani, jestivi materijali za oblaganje, stabilizatori prehrambenih proizvoda, izvori bioaktivnih

peptida, kao hidrogelovi, itd. Takode imaju i primenu kao lepkovi, adhezivi i koagulanti.

Odli¢na funkcionalna svojstva dokazana su kod proteina iz sociva, graska, faba pasulja i soje,

kroz upotrebu kao emulgatora ili stabilizatora emulzija (Shi, Feng, Vang, i Adhikari, 2020).

Upotreba ovih proteina kao izvora bioaktivnih peptida ili proteinskih hidrolizata je takode Siroko
rasprostranjena. Peptidi su nosioci razli¢itih bioaktivnih osobina kao §to su antitumorska (Taniia,
Reshma, Shanimol, Krishnan i Priia, 2020), hipoglikemijska (Nasri i sar., 2015), sposobnost
snizavanja holesterola (Karami i Akbari-adergani, 2019), antitromboticki efekti (Lafarga,
Aci‘en-Fern” Andez i Garsija Vakero, 2020), antihipertenzivna (He, Liu, i Ma, 2013),

antimikrobna (Zhou i sar., 2020) i antioksidativna aktivnosti (Tonolo i sar., 2020).
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Hidrogelovi su hidrofilna hemijski umrezena polimerna jedinjenja 1 imaju potencijal da
apsorbuju te¢nosti nekoliko puta ve¢u od njihove tezine. Hidrogelovi na bazi proteina i peptida
spadaju u povoljnu kategoriju biomaterijala zbog svojih sposobnosti prilagodavanja na razlicite
spoljasnje uslove kao $to su pH, temperatura, svetlost, elektricno polje i prisustvo drugih
molekula. Ovakve promene izazivaju hemijske reakcije u njihovoj strukturi i omogucavaju
kontrolisano oslobadanje inkapsuliranih supstanci u spoljasnju sredinu. Hidrogelovi imaju
viSestruku primenu i koriste se u biosenzorici, kao jedinjenja sa zastitnom ulogom, pri ¢elijskoj
inkapsulaciji, kod biomedicinskih implantanata, farmaceutskih proizvoda, u aditivima za hranu,
kao super-apsorbenti, u kontaktnim so¢ivima i kod regulisanog oslobadanja lekova (Manoj

Kumar i sar., 2022).

Proteini su nova generacija nosaca u inkapsulaciji za kojima je izrazena sve veca potreba u cilju
njihove primene u industriji. U poredenju sa drugim nosac¢ima (ugljeni hidrati, gume, vlakna,
itd.) prednost proteina je u njihovoj visoko hranljivoj vrednosti, izvoru esencijalnih
aminokiselina, ali i lakoj svarljivosti (Cakarevi¢ i sar., 2020). Medutim, sve je e$¢a primena
biljnih proteina kao nosaca u procesu inkapsulacije, jer se ovi proteini smatraju ekonomic¢nim sa
aspekta zaStite Zivotne sredine. Biljni proteini u prirodnom obliku ili u obliku derivata se
smatraju pogodnim nosacima u mikroinkapsulaciji, i predstavljaju dobru alternativu proteinima

zivotinjskog porekla i sinteti¢kim polimerima (Cakarevi¢ Jelena, Doktorska diseratacija, 2021).

Takode, primena proteina za dobijanje jestivih ili biorazgradivin filmova je veoma
rasprostranjena (Manoj Kumar i sar., 2022). Oni se koriste kao ambalaza za povecanje roka
trajanja i stabilnost obloZenog materijala, jer ograni¢avaju ulazak kiseonika i molekula vode u
proizvod, kao i kretanje rastvorenih supstanci a nemaju uticaj na promene ukusa i teksture
namirnice (Hassan et al., 2018). Nekoliko biljnih proteina, opisanih u literaturi, kao S§to su
proteini soje, kukuruzni zein i pSeni¢ni gluten, koriste se za proizvodnju jestivih filmova u

prehrambenoj industriji (Bourtoom, 2008; Sahraee, Milani, Regenstajn i Kafil, 2019).

Proteini deluju kao bioaktivna jedinjenja i ¢ine osnovu imunog sistema. Dokazano je da su
proteini vazni u upravljanju kardiovaskularnim sistemom i u zastiti tela od raznih bolesti. Biljni
proteini pomazu u smanjenju holesterola, odrzavanju zdravlja kostiju, poboljSanju misi¢ne mase

kod starijih ljudi i ispunjavanju zahteva sportista za proteinima (Gavrilova i sar., 2020; Georgel
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sar., 2020). Dakle, proteini se mogu koristiti kao vazan dodatak ljudskoj ishrani za odrzavanje

zdravlja pojedinaca svih starosnih grupa.

Razli¢iti biljni izvori su proucavani za upotrebu kao proteinski suplementi: mahunarke (leblebija,
graSak, soja, lupina), zitarice (pSenica, pirina¢, sirak, manje proso, kukuruz, je¢am),
pseudozitarice (amarant, heljda i kinoa), semenke (suncokret, bundeva, susam, laneno seme) i

razno suvo voc¢e (Almeida, Franco, & Mattar, 2020).
3.13. Ugradnja proteina u prehrambeni matriks

Prehrambena industrija u poslednje vreme razvija nove proizvode koji su “zdraviji i raznovrsniji”’
kako bi zadovoljili sve veci interes potroSaca za konzumiranje funkcionalnih proizvoda. Rastuca
populacija pojedinaca koji brinu o svom zdravlju, zahteva razvoj novih proizvoda $to predstavlja
priliku za wugradnju prirodnih bioaktivnih jedinjenja. Osim unapredenja nutritivnih i
organolepti¢kih osobina proizvoda, na ovaj nacin dobijaju se proizvodi koji prvenstveno imaju

blagotvorno dejstvo na ljudsko zdravlje.

Poslednjih nekoliko godina u literaturi je opisan veliki broj potencijalnih proizvoda obogacenih
prirodnim izvorima bioaktivnih jedinjenja, a to su: ¢ajni keks (Kaderides i sar., 2020; Lucini i
sar., 2020;), keks (Mahloko 1 sar., 2019), napolitanke (Rozyto i sar., 2019), krekeri (Nirmala 1
sar., 2018). Isto tako, sve je viSe podataka na temu obogacenja prehrambenih proizvoda
proteinima (u vidu koncentrata izolata i proteinskih brasna), uglavnom dobijenim od soje, je¢ma
i pSenice.Medutim, zbog negativnih osobina ovih izvora (alergenost i/ili genetski modifikovan
uzgoj) prehrambena industrija je u konstantnoj potraznji za alternativnim izvorima proteina. Kao
jedan od primera je protein graska, koji u obliku koncentrata ili izolata moze biti alternativa zbog
svog nutritivnog kvaliteta i sposobnosti da obezbedi pozeljna senzorna svojstva poput strukture,
teksture, ukusa i boje za formulisanje prehrambenih proizvoda (O'Sullivan, Murrai, Flinn, &
Norton , 2014).

Prehrambeni proizvodi u formi kolaci¢a i krekera smatraju se jedim od najpopularnijih peciva i
veliku paznju dobijaju zbog njihove niske cene proizvodnje, prakti¢nosti, dugog veka trajanja
usled niskog sadrzaja vode, sastava hranljivih materija. Pre svega, krekeri se prave od brasna
pSenice, razi i jeéma i poznati su po svojim specifiénim karakteristikama kao $to su slani, suvi,

tanki 1 hrskavi proizvodi, peCeni od nezasladenog i beskvasnog testa (Su, Zhang, Vang i Li,

61



2020). Jo$ jedan vazan indikator kvaliteta krekera je narastanje, koja se definiSe kao odnos

razlike krekera pre i posle pecenja do debljine testa za kreker (Ksu i sar., 2020).

U poslednje vreme funkcionalni krekeri imaju sve ve¢u popularnost (Nicole, Nichelle, Elizabeth
i Juliarti, 2021). Postoji brojna literatura o razvoju funkcionalnih krekera obogacenih razli¢itim
komponentama poput: ekstrakta proklijalog so¢iva (Polat, Capar, Inanir, Ekici i & Yalcin, 2020),
celog zrna od heljde (Sedej i sar., 2011), brasna lis¢a masline, pastom tempeha (fermentisana
soja) (Tan Zhi Hui Nicole i sar., 2021), ostacima hibiskusa (Ahmed i Abozed, 2015) i
bezglutenski krekeri od kaktusovog brasna (Dick i sar., 2020).

Dodavanje proteina u keksice na bazi pSenice dovelo je do poveéanja koncentracije esencijalnih
aminokiselina (Ahmed, Ashraf, Avadelkareem, Alam, & Mustafa, 2019), uticalo je na boju (Gani
et al., 2015; Nogueira, Aguiar, Capriles, & Steel, 2021) poboljsalo aromu, ukus i rok trajanja
(Markues, Sao Jose, Silva, & Silva, 2016; Tsikritzi, Moinihan, Gosni, Alen i Metven, 2014).
Inplementacija inkapsulata soka cvekle na proteinskom izolatu tikve u keks (Cakarevi¢ i sar.,
2020) dovelo je do poveéanja sadrzaja kupnih fenola i betalaina, a nakon in vitro digestije
hidrolizati su pokazali znacajnu antioksidativnu, antihipertenzivnu i antidiabetsku aktivnost,
¢ime je dokazano da takva vrsta proizvoda poseduje potencijale benefite po ljudsko zdravlje.
Pokazalo da dodavanje proteina surutke utice na svarljivost prisutnih proteina i skroba u
pecenom proizvodu (Cattaneo, Masotti, Silvetti, Hidalgo i De Noni, 2019). Generalno,
dodavanje proteina u krekere, keksi¢e na bazi pSeni¢nog brasna, moze da modifikuje strukturu
finalnog proizvoda. Ovo se deSava jer mreZza proteina unapreduje (poboljSava) mrezu glutena

tokom formiranja testa., Sto moze da dovede do unapredenja visokoelasti¢nosti testa.

Sa druge strane, usled netolerancije pojedinih osoba na gluten, neka istrazivanja su fokusirana na
razvijanju bezglutenskih formulacija krekera ili kolaci¢a. Za njihovu izradu uglavnom se Kkoriste
brasno leblebije, zelenog, Zutog i crvenog socCiva, graSka i soje (Han, Janz, i Gerlat, 2010,

Nammakuna, Barringer, i Ratantriwong, 2015).

Neki autori koristili su funkcionalne sastojke kao §to su brasno konoplje (0, 15, 45 1 60 g) i
listovi zelenog Caja bez kofeina (0-8 g) kao dodatak pirin¢anom brasnu za pripremu krekera.
Rezultati su pokazali da je brasno konoplje povecéalo nutritivne kvalitete kao $to su sadrzaj

proteina, vlakana, minerale i esencijalne masne kiselinea dodatak lis¢a zelenog ¢aja povecalo je

62



antioksidativna svojstva krekera (Radoc¢aj, Dimi¢, i Tsao, 2014). Nammakuna i saradnici (2015)
su koristili proteinske izolate soje, graska i surutke za pripremu bezglutenskih krekera na bazi
mesavina pirin¢anog brasna i prezelatinizovanog skroba tapioke. Dodavanje proteinskih izolata u
meSavine brasna imaju uticaj na tvrdocu krekera u zavisnosti od specificnog dodatka proteina

(Nammakuna, Bar ringer, & Ratantrivong, 2015).

Medutim, bezglutenski krekeri su jo§ uvek neistrazeno polje. Samo nekoliko brasna bez glutena
je koris¢eno za njihovu proizvodnju, a do sada je samo nekoliko studija u literaturi fokusirano na
poboljsanje nutritivnih vrednosti, senzornih svojstava i teksture dobijenih krekera. Stavise, malo
se zna o interakciji izmedu supstituenata i osnove brasna, kao i unutra$nje interakcije izmedu

skroba, proteina, vode i drugih.

U dosadasnjem istrazivanju upotreba proteina liS¢a kao funkcionalnog sastojka prehrambenih

proizvoda nije pronadena u literaturi.

63



4, Materijal i metode

4.1. Materijali
4.1.1. Sirovine

Lis¢e karfiola, brokolija, kupusa i cvekle koje je koriséeno u ovoj doktorskoj disertaciji vodi
poreklo sa vise lokaliteta. Sakupljano je nakon branja povrca, sa poljoprivrednih gazdinstava koji
su locirani u jugozapadnom delu Srbije, u centralnom i zapadnom delu Vojvodine. Nakon

prikupljanja i transporta, li§¢e je oprano i ¢uvano u zamrzivacéu (-18°C).
4.1.2. Hemikalije i reagensi

Svi reagensi 1 hemikalije koriS¢eni u eksperimantalnom radu bili su analitickog ili viSeg stepena
Cisto¢e. 2,2’-azino-bis  (3-etilbenzotiazolin-6-sulfonska kiselina (ABTS), 2,2-difenil-1-
pikrilhidrazil (DPPH) radikal, Folin—Ciocalteau reagens, trihlorsiréetna Kiselina (TCA)
kalijumpersulfat i Dalton Mark VII, Coomassie Brilliant Blue G-250 proizvodi su Sigma
Chemical Company (Sigma Aldrich, SAD).

Za ispitivanja su koris¢eni komercijalno dostupni tecni ili ¢vrsti enzimski preparati: o-amilaza
poreklom iz pankreasa svinje (deklarisane aktivnosti 5 U/mg), pankreatin poreklom iz pankreasa
svinje (deklarisane aktivnosti 4*USP), Viscozyme®L, multi-enzimski kompleks koji sadrzi
arbanazu, B-glukanazu, celulazu, hemicelulazu i ksilanazu, dobijen iz Aspergillus aculeatus-a
(deklarisane aktivnost od 100 FBG/g) pribavljeni od proizvodaca Sigma Chemical Company
(Sigma Aldrich, SAD); pepsin iz Zeludca svinje (deklarisane jac¢ine 0,7 FIP U/mg) od
proizvodaca AppliChem (Darmstadt, Nemacka), pektinaza Vinozyme® Process Novozymes

(deklarisane aktivnosti 7,8 U/mL).
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4.2. Metode
4.2.1. Hemijski sastav
4.2.1.1. Hemijski sastav izolovanih proteina li§éa

Pri odredivanju hemijskog sastava proteina lis¢a koris¢ene su AOAC (1990) metode su koriSéene
za odredivanje vlage, sadrzaja proteina (izraCunato sa faktorom konverzije azota od 6,25) masti 1
pepela izolovanih proteina lis¢a. Sadrzaj ukupnih ugljenih hidrata je izracunat razlikom (100 -

sadrzaj vlage, proteina, masti i pepela). Rezultati su izrazeni u g/100 g proteina lista.
4.2.1.2. Hemijski sastav liséa

Osnovni hemijski sastav li§¢a karfiola i brokolija (sadrzaj sirovih proteina, masti, pepela, vlage)
odreden je primenom standardnih AOAC metoda (AOAC, 2000). Sadrzaj sirovih proteina
odreden je metodom po Kjeldahlu (AOAC 920.87) pri ¢emu je koriS¢en faktor konverzije
n=6,25, sadrZaj masti po Soxlet-u (AOAC 922.06), sadrzaj vlage metodom AOAC 925.09 i
sadrZzaj pepela metodom AOAC 923.03. Sadrzaj ukupnih ugljenih hidrata odreden je ra¢unski na
osnovu izraza 100% - (% vlage + % proteina + % masti + % pepela) (FSAI, 2010).

4.2.2. Postupci dobijanja proteina lis¢a — alkalnom ekstrakcijom, primenom
ultrazvuénog predtretmana, primenom enzimskog pretretmana, i “scale - up”
procesom

4.2.2.1.Dobijanje proteina liS¢a karfiola, brokolija, kupusa i cvekle alkalnom

ekstrakcijom

Procedura se izvodi prema metodi od strane Xu i sar., (2017), sa izvesnim modifikacijama. 200
grama iseckanog lis¢a homogenizovano je Stapnim mikserom sa destilovanom vodom u odnosu
teCno/Cvrsto 7ml/1g. Nakon alkalne ekstrakcije rastvorenih proteina na pH 10, smeSa je
profiltrirana, a pH sakupljenog supernatanta podeSena je na pH 4, pomocu 1M HCI
(izoelektri¢na precipitacija). Nakon centrifugiranja (Sorvall® RC - 5B Refrigerated Superspeed

Centrifuge, USA) na 10 000 rpm 1 4°C za 20 min, talog (istaloZeni protein) je osusen na sobnoj

65



temperaturi i samleven. Sadrzaj proteina liS¢a karfiola, brokolija, cvekle i kupusa odreden je

metodom po Kjeldalu, koristeé¢i 6,25 kao konverzioni faktor.

Ekstrakcioni proteinski prinos izracunat je prema formuli (1) (Xu i sar., 2017):

WxS1
M*S2

)

Ekstrakcioni proteinski prinos (%) =

W — masa dobijenog proteinskog koncentrata

S1- koncentracija proteina u proteinu lista,

S2 — koncentracija protina u svezem otpadnom lis¢u

M — masa svezeg otpadnog lis¢a koja se koristi u eksperimentu.

4.2.2.2. Dobijanje proteina li§¢a karfiola, brokolija, kupusa i cvekle primenom

ultrazvuénog predtretmana

Procedura se izvodi prema metodi od Xu i sar., (2017), sa izvesnim modifikacijama. 100 grama
iseckanog liS¢a homogenizovano je Stapnim mikserom sa destilovanom vodom u odnosu
tecno/Cvrsto 7ml/1g. Nakon toga, pomocu 1 M NaOH pH smeSe je podSen na odgovarajucu
vrednost (pH 10-11), a zatim je smeSa premestena u ultrazvuénom kupatilo (UZ 4P, 30 kHz/500
ISKRA) za ekstrakciju proteina tokom 30 minuta. Nakon toga, smeSa je filtrirana kroz tri sloja
gaze da bi se uklonila sirova vlakna i nerastvorljivi protein, a pH sakupljenog supernatanta
podesena je na pH 4, pomoéu IM HCI (izoelektricna precipitacija). Nakon centrifugiranja
(Sorvall® RC - 5B Refrigerated Superspeed Centrifuge, USA) na 10 000 rpm i 4°C za 20 min,
talog (istalozeni protein) je osuSen na sobnoj temperature 1 samleven. SadrZaj proteina liS¢a
karfiola, brokolija, cvekle i kupusa odreden je metodom po Kjeldalu, koriste¢i 6,25 kao

konverzioni faktor.
Ekstrakcioni prinos proteina izracunat je prema formuli (1) (Xu i sar., 2017).
4.2.2.3. Dobijanje proteina li§¢a karfiola i brokolija primenom enzimskog predtretmana

Proces dobijanja proteina liS¢a pocinje odmasS¢ivanjem lis¢a heksanom, koji smanjuje prisustvo
nepolarnih jedinjenja i dodatno povecava sadrzaj proteina. Odmas¢ivanje heksanom vrsi se u

odnosu 1:3 (v/v).
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U ovom radu ekstrakcija je izvrSena prema Xu i sar., (2017), (Slika 12) sa odredenim izmenama.
Usitnjeno lis¢e, mase 200 g, prethodno precis¢eno heksanom, potpoljeno je u destilovanu vodu u
odnosu 7:1 (7 ml destilovane vode : 1 g ¢vrstog uzorka), nakon ¢ega je celokupna smesa
homogenizovana pomoc¢u Stapnog miksera. Homogenizovanoj smesi je pH podeSen na vrednost
4.5 pomo¢u 1M HCI, temperatura je podeSena na 35°C, a meSanje je obezbedeno pomocu
propelerske mesalice ¢ime su zadovoljeni optimalni uslovi za dejstvo enzima. Uslovi za dejstvo
enzima preuzeti su od strane Nguyen Thai Huynh i sar. 2014. Nakon podeSavanja uslova u
smesu je dodat enzimski kompleks koji sadrzi i preparat Vinozyme® i Viscozyme®L. Enzimski
kompleks je primenjen u tri razli¢ite koncentracije E/S odnosa 0,2%, 2,5%, 4,8%. Uporedo, sa
svakom koncentracijom enzimskog kompleksa, na isti nacin pripremljen je 1 kontrolni uzorak
(bez dodatka enzima). Ispitivani uzorak (smesa lis¢a i vode sa dodatkom odredene koncentracije
enzimskog kompleksa) i kontrolni uzorak (bez dodatog enzima) su ostavljeni, na navedenim
uslovima, da se meSaju 10 h, pri ¢emu je doslo do razgradnje liS¢a. Nakon meSanja usledila je
alkalna ekstrakcija rastvorljivih proteina, odnosno pH smese je podeSen imedu 10—-11 pomocu
1M NaOH. Nakon 30 min smesa je filtrirana, a pH sakupljenog supernatanta je podesen na pH 4
pomocu 1M HCI (izoelektri¢na precipitacija). Sledeci korak je centrifugisanje (Sorvall® RC - 5B
Refrigerated Superspeed Centrifuge, USA), pri 10 000 o/min i 4 °C tokom 20 min, nakon ¢ega je

dobijen talog sa proteinima, koji je pre¢iS¢en, osusen 1 sprasen.
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Obezmaséivanje lis¢a heksanom
odnos liS¢a 1 heksana 1:3
sobna temperatura 30 min

Homogenizacija obezmaséenog lis¢a
sa vodom

odnos lis¢a 1 vode 1:7

Enzimski predtretman
mesanje 10h, 35 °C, pH 4,5

Alkalna ekstrakcija na
pH 10

Izoelektri¢na precipitacija
taloZenje na pH 4

Talog

PreciS¢avanje taloga

Protein liS¢a

Slika 12. Sematski prikaz dobijanja proteina lis¢a primenom enzimskog predtretmana

Alikvoti iz razli¢itih faza eksperimenta (Slika 13) su uzorkovani radi monitoringa koncentracije
rastvorenih proteina.
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Faze4i5
preciSéavanje

Slika 13. Sematski prikaz faza eksperimenta

Sadrzaj proteina u sirovom liS¢u se moze izracunati pomocu sledece formule (2) :
Sadriaj proteina (%) =C X % (@)
gde je:

e C —koncentracija rastvorljivih proteina odredene metodom Bradford-u (Bradford, 1976),

mg

ml
e \/s—zapremina supernatanta, ml
e m-masa lis¢a, g
Ekstrakcioni proteinski prinos ra¢una se prema slede¢oj formuli (3):

Sadrzaj ekstrahovanih proteina (%)

Ekstrakcioni proteinski prinos(%) = 3)

Sadrzaj proteina u lis¢u (%)
4.2.2.4. Dobijanje proteina li§¢a brokolija za ugradnju u prehrambeni matriks (kreker)

Dobijanje proteina li§¢a brokolija za ugradnju u prehrambeni matriks, u ovom slucaju kreker,
izvedeno je pri scale — up procesu. Podizanje procesa izolovanja proteina izvedeno je u
ekstraktoru zapremine 45 | opremljenom regulatorom temperature i mehanickom mesalicom.
Prelazak na eksperiment sa uve¢anim razmerama na pilot postrojenju, moguce je ostvariti jer je
mehanicka meslica omogucavala rukovanje viskoznijom suspenzijom u poredenju sa magnetnom
mesSalicom u labaratorijskoj ¢asi. U pilot scale procesu, 1,5kg suvog liS¢a pomesSano je sa 251
vode da bi se dobila suspenzija lis¢a (16,6%) iz koje se ekstrahuju proteini. Smesi je podeSen pH
na 10, sa 10M NaOH, ekstrakcija je trajala 30 min. Nakon ekstrakcije suspenzija je podvrgnuta

filtraciji, da bi se odvojio filtrat bogat proteinima. Filtrat je prebacen u ekstraktor gde je pH
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vrednost podeSena na pH 4, sa dodatkom 10 M HCI, radi taloZenja proteina. Nakon toga sadrzaj

je dekantovan i centrifugiran. Dobijeni talog je osus$en, samleven i poslat na dalju analizu.

Pilot postrojenje za ekstrakciju proteina projektovala je, izradila i donirala kompanija
“EVROBROD” d.o.o. Zrenjanin

4.2.2.5. Ugradnja proteina lis¢a brokolija u prehrambeni matriks

Dobijeni protein lis¢a brokolija ugraden je u dve vrste prehrambenog matriksa, glutenski (sa
integralnim pSenicnim brasnom) i bezglutenski kreker (sa brasnom leblebije). Formulacija za
testo glutenskih krekera sadrzi sledece: integralno p$eni¢no brasno (50 g), Secer (1 g), biljna mast
(7,5 g), natrijum hlorid (0,75 g), natrijum hidrogenkarbonat (0,50 g), i voda do sadrzaja vlage od
25%, a bezglutenskih kekera: brasno leblebije (50g), ), Secer (1 g), biljna mast (7,5 g), natrijum
hlorid (0,75 g), natrijum hidrogenkarbonat (0,50 g), i voda do sadrzaja vlage od 25%. U testu je
izvrSena supstitucija brasna sa proteinom li§¢a brokolija u sadrzaju od 10% i 15%. Prvo je
pripremana praskasta faza, meSanjem suvih sastojaka, zatim priprema testa po dvofaznom
postupku obuhvatala je: meSanje biljne masti sa SeCerom u prahu, destilovane vode i mesanje
smeSe do dobijanja homogene mase bez vidljivih grudvica, postepeno dodavanje praskastih
komponenti uz mesanje u trajanju od jednog minuta. Obrada testa vrSena je na laminatoru
(Mignon, Rimini, Italy) postepenim istanjivanjem testa propustanjem izmedu dva valjka, ¢iji se
zazor postepeno smanjuje (do zazora laminatora 2,5). Oblikovanje testa izvrSeno je utiskivanjem
odgovarajuceg kalupa (@ 45 mm)- 5 kom, ostatak manjim kalupom. Pecenje oblikovanog testa
izvrSeno je u etaznoj pe¢i (MIWE Gusto CS, Arnstein, Germany) na temperaturi 190 °C u
trajanju od 10 minuta, a hladenje ispecenog keksa je u uslovima radne prostorije u trajanju od 60

minuta nakon ¢ega se keks pakuje u polipropilensku ambalazu i ¢uva za dalja ispitivanja.

Uzorci su definisani kao K1 (kontrola sa integralnim pSeni¢nim brasnom), PP10 (krekeri sa
integralnim pSeni¢nim brasnom sa 10% proteina lis¢a), PP15 (krekeri sa integralnim pSeni¢nim
braSnom sa 15%), K2 (kontrola sa braSnom leblebije), LP10 (krekeri sa braSnom leblebije sa

10% proteina lis¢a), LP15 (krekeri sa braSnom leblebije sa 15% proteina lis¢a).
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4.2.2.6. 1zolovanje i frakcionisanje proteina liséa prema Ozbornu

Izolovanje proteina prema Ozbornu (metodi) izvodi se prema metodi Agboola i sar., (2005).
Proteini su ekstrahovani iz svezeg otpadnog liS¢a karfiola, brokolija, kupusa i cvekle prema
njihovoj rastvorljivosti na sobnoj temperature (25°C) u vodi, 5% NaCl, 0.1 M NaOH and 70%
etanolu. Dakle, 10 g svezeg otpadnog liS¢a homogenizovano je sa 40 ml destilovane vode i
konstantno je mesana tokom lh. Nakon ekstrakcije, sledi centrifugiranje smese na 3000 rpm
tokom 10 minuta da bi se sakupio supernatant koji sadrzi albuminsku frakciju. Takode, ostatak
(talog) iz ovog koraka je nakon toga ekstrahovan sa 40 ml, 5% NaCl da bi se sakupila
globulinska frakcija. Ostatak nakon ekstrakcije globulinske frakcije dalje je ekstrahovan sa 40 ml
0.1 M NaOH tokom 1h da bi se sakupila glutelinska frakcija, i ostatak nakon glutelinske frakcije
ekstrahovan je sa 40 ml 70% etanola da bi se sakupila prolaminska frakcija. Procedura je
identi¢no ista za svaku vrstu otpadnog svezeg lis¢a. Nakon ekstrakcije sadrzaj rastvorenih
proteina u supernatantu odreden je metodom po Lowry. Sadrzaj proteina u svezem lis¢u
izraCunat je na osnovu Ozbornove metode, racunaju¢i sumu svih proteinskih frakcija koje su

prisutne u inicijalnom materijalu.

4.3. Hemijske analize u karakterizaciji proteinskih izolata dobijenih enzimskim

predretmanom, i prehrambenog matriksa
4.3.1. 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 katjona, pra¢ene bojenom reakcijom
ninhidrina i fotometrijskom detekcijom na 570 nm i 440 nm (za prolin). Pre analize, uzorci su
hidrolizovani u 6M HCI 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 izrazeni kao g aminokiseline na 100 g proteinskog izolata (Tomicic¢ i

sar., 2020).
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4.3.2. QOdredivanje sadrzaja ukupnih fenola

Sadrzaj ukupnih fenola u alikvotima je odredjen spektrofotometrijski pomoc¢u Folin-Coicalteu-
ovog reagensa, metodom koju je opisao Singleton i sar., (1999). Uzorak (0.1 ml) je razblazen
destilovanom vodom (7.9 ml), dok je kontrolni uzorak sadrzao samo 8 ml vode, bez uzorka, a
potom je dodat Folin-Coicalteu-ov reagens (0.5 ml) i 20% rastvor natrijum karbonata,
Na,COs3,(1.5 ml). Ovako pripremljeni uzorci ostavljeni su 1 h na tamnom, nakon Cega je
absorbanca merena na 750 nm (T80 UV-Vis Spectrophotometer; PG Instruments, Lutterworth,
UK) (Singleton, 1999).

4.4. Karakterizacija proteinskih izolata dobijenih alkalnom ekstrakcijom, primenom

ultrazvuénog pretretmana i primenom enzimskog pretretmana i matriksa

4.4.1. Elektroforeza (SDS-PAGE)

Elektroforeza u poliakrilamidnom gelu (PAGE) u prisustvu anjonskog deterdZenta, natrijum
dodecil sulfata (SDS), pokazala se kao korisna metoda za odvajanje proteina i za odredivanje
njihove molekularne mase. Proteinske podjedinice uzorka proteinskih koncentrata razdvojene su
metodom koju je opisao Laemmli. Sistem gela se sastoji od dva gela, 4% (v/v) akrilamidnog gela
za slaganje (gel za uzorke) i 10% (v/v) gela za odvajanje akrilamida. Uzorci (1 mg/mL) su
pripremljeni rastvaranjem u Tris/Gli puferu (pH 6,8) koji sadrzi 20 g/L SDS 1 50 g/L 2-
merkaptoetanola. Nakon pripreme gelova i uzoraka, aparat za elektroforezu (Multi Drive KSL,
Pharmacia, Upsala, Svedska) je pusten u rad na 50 mA, na 25 °C, sve dok obojeni traga¢ dode do
dna svakog gela. Kada je elektroforeza zavrSena, Gelovi su bojeni u zavisnosti od vrste 1
koncentracije uzoraka na dva nacina: Gelovi su obojeni sa 0,2% (v/v) Coomassie brilliant blue
R-250 u 10% (v/v) siréetnoj kiselini tokom 30 minuta: 50% (v/v) metanolu, a nakon toga su

obezbojavani tokom 48 h sa 10% (v/v) siretne kiseline koja sadrzi 40% (v/v) metanola.
4.4.2. Furije transformiSuca infracrvena (FTIR) spektroskopija

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

spektrofotometar (Thermo Fisher Scientific, MA, SAD). Spektri su snimani u opsegu 4000- 500
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cm-1, pri rezoluciji od 4 cm-1 . Pre snimanja svakog uzorka snimljena je slepa proba. Softver
Omnic 8.1. (Thermo Fisher Scientific, MA, SAD) je koriS¢en za prikupljanje 1 obradu FTIR

spektara. Rezultati snimanja prikazani su graficki.

4.5. Funkcionalna svojstva proteina lis¢a dobijenih — alkalnom ekstrakcjom, primenom
ultrazvuénog pretretmana i primenom enzimskog pretretmana

4.5.1. Odredvanje rastvorljivosti proteina

Rastvorljivost proteina odredena je metodom koju su definisali Popovi¢ i sar., (2013).
Rastvorljivost je odredena (drugacije) pri razli¢itim pH vrednostima (pH 2 — pH 10). Suspenzija
proteina lista je pripremljena u Eppendorf epruvetama, dodavanjem 1 mL puferskog rastvora u
10 mg praha proteinskog koncentarta. Nakon toga, pripremljeni uzorci su mesani u Thermo
ShakerTS-100C (BioSan, Letonija) 1 h, sa 900 o/min, na 25 °C. Rastvori su centrifugirani na 14
500 rpm tokom 10 min (Eppendorf Mini-spin plus, Eppendorf AG., Hamburg, Nemacka).

Supernatant je dekantovan i rastvorljivi proteini iz supernatanta su odredeni metodom po Lowry.
4.5.2. Kapacitet vezivanje vode i ulja

Kapacitet vezivanja vode i ulja odredivani su prema metodi Rodsamran i Sothornvit (2018). 100
mg proteina lista odmereno je u prethodno izmerene Ependorf epruvete, a zatim je dodato 1 ml
biljnog ulja/vode. Nakon toga, smeSe u Eppendorf kivetama su inkubirane u Thermo Shaker TS-
100C Biosan na sobnoj temperaturi tokom 30 minuta, a zatim centrifugirane na 4000 rpm tokom
20 minuta (Ependorf Mini spin plus) na sobnoj temperaturi. Okretanjem epruveta naopako
ulje/voda je uklonjeno, a epruvete sa uzorcima su izmerene. Kivetama sa uzorcima je nakon toga

izmerena masa 1 kapacitet vezivanja ulja i vode je izraZen kao g ulja ili vode/g proteina lista.
4.5.3. Kapacitet i stabilnost formiranja pene

Kapacitet i stabilnost pene odredivani su prema metodi Popovi¢ i sar., (2013). Rastvori za
odredivanje ova dva parametra pripremljeni su u koncentraciji od 10 mg/ml. 0.5g uzorka
proteina lista pomesani su sa 50 ml 0.1 M glicinskog pufera pH 10 u toku 30 minuta. Nakon
toga, rastvori su homogenizovani pomocu Ultra-Turrax T25 na 5.000 rpm tokom 2 min. Tako
pripremljeni, homogenizovani rastvor, preneSeni su u granduisane cilindre od 50 ml, a zapremina

rastvora je zabelezena 0 min (Vo) i nakon 1, 10, 30, 60, 90 min (Vy). . Kapacitet pene (FC) je
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izrazen u procentima kao udeo zapremine pene u ukupnoj zapremini (x100) (4). Stabilnost pene
(FS) izraZena je kao vrednost FC u razli¢itim vremenskim intervalima (1, 10, 30, 60 1 90 min).

FC =220x100 (4)

Vi
Gde su: Vp,0 visina pene u 0 min i Vt — ukupna zapremina pene.
4.5.4. Svojstva emulgovanja — stabilnost emulzija

Priprema i karakterizacija emulzija radeni su prema metodi Bucko i sar., (2015). Rastvori sva
Cetiri proteina lista su pripremljeni u koncentraciji od 10 mg/ml u glicinskom puferu pH 10.
Emulzije ulja u vodi su pripremljene dispergovanjem 4,5 ml suncokretovog ulja u 25,5 ml
rastvora proteina (15%) (kontinuirana faza) koris¢enjem Ultraturaks Te-25 (Janke & Kunkel,

Germanu) homogenizatora na 15000 o/min tokom 10 min na 25 °C.

Prema ovoj metodi, kriming test se koristi za odredivanje stabilnosti emulzija. Odmah nakon
pripreme, emulzije su prebacene u 10 ml graduirane cilindre od stakla. Za odredivanje kriming
indeksa emulzije su prebacene u granduisane cilindre i ostavljene 14 dana na sobnoj temperaturi,
gde je emulzijama dodata kap natrijum-azida kao antimikrobnog sredstva (konzervansa). Tokom
vremena emulzije su se razdvojile na sloj razdvojene u emulzionoj kreme (gornji sloj) i sloj

seruma (doniji sloj), tokom vremena. K1 — kriming indeks (5), je izrazen u procentima kao:

KI=Z %100 5)

Ve
gde je Vs zapremina sloja seruma, a Ve zapremina emulzije.

4.6. Ispitivanje svarljivosti proteina i bioaktivnosti dobijenih hidrolizata proteina lliS¢a i
prehrambenog matriksa

4.6.1. Invitro digestija

In vitro digestija proteina lista sprovedena je adaptacijom metode koju su objasnili Vastag i sar.,
(2013) koriste¢i kombinaciju dve gastrointestinalne proteaze, pepsina i pankreatina, u cilju
simulacije ¢ovekovog gastrointestinalnog okruzenja. 2,5% suspenzije koncentrata proteina su
pripremljene (2,59/100cm3) u staklenom reaktoru i inkubirane na 37°C. Zatim je pH vrednost

podesena na 2,5-3,0 i dodat pepsin u E/S odnosu 1/25. Ova reakcija je simulirala stomac¢nu
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(Zeludacnu) sredinu i izvedena je u periodu od 1h. Jedan sat nakon reakcije, pH rastvora je
podesen na pH 7,5-8,0 i dodat je pankreatin u E/S odnosu 1/25 i intestinalna digestija je
sprovedena naredna 2 sata. Ukupno, proces varenja se odvijao u periodu od 3 sata. Da bi se ova
reakcija zaustavila, smeSa je zagrevana na 100°C tokom 5 minuta i centrifugirana kori§éenjem
Eppendorf Mini spin plus na 14.500 rpm tokom 10 minuta na sobnoj temperaturi, a supernatanti
su sakupljeni 1 koriS¢eni za dalju analizu. Tokom digestije alikvoti su uzimani na 0 min, a posle
10, 20, 30, 60, 70, 90, 120, 150 i 180 min reakcije. Zagrevani su na 100°C tokom 5 minuta i
centrifugirani koriS¢enjem Eppendorf Mini spin plus na 14.500 rpm tokom 10 minuta na sobnoj

temperaturi, a sakupljeni supernatanti su koris¢eni za dalju analizu.
4.6.2. Invitro digestija prehrambenog matriksa (krekera)

U slucaju krekera 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 1
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 CaCl2. 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. Zeluda¢na faza zapoginje dodavanjem 8 mL SSZ i
5 uL 0,3M CaCl2 i1 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 Cuva i koristi za dalje analize. Potom zapoc€inje intestinalna faza tako $to
se u 1l mL SSC i 40 pL 0,3M CaCl2. 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.
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Koncentracija soli u sokovima (mM)
SSP (pH 7) SSZ (pH 3) SSC (pH7)
KCI 15,1 6,9 6,8
KH,PO, 3,7 0,9 08
NaHCO; 13,6 25 85
NaCl - 47,2 38,4
MgCl,(H20)s 0,15 0,1 0,33
(NH4)2CO3 0,06 0,5 -

*nH sokova podesavan uz pomo¢ 0,IM NaOH i 6M HCI
Tabela 3. Priprema simuliranih sokova digestivnog trakta
4.6.3. Odredivanje stepena hidrolize (DH)

Stepen hidrolize (DH) odredivan je metodom koju su predstavili Popovi¢ i sar., (2013). Ova
metoda se zasniva na odredivanju koli¢ine rastvorljivih proteina u 0,44 mol/L rastvoru TCA
(trihlorsiréetne kiseline). U alikvot uzoraka proteina dodata je ista koli¢ina hladnog rastvora od
0,44 mol/L TCA. Ova smesa je stavljena u frizider (+4°C) i nakon 30 minuta, istalozeni proteini
su uklonjeni centrifugiranjem (Eppendorf Mini spin plus, 14500 rpm, 10 min). U talog pada
neistalozeni protein dok u supernatantu ostaje rastvorljiv protein ¢ija se koncentracija odreduje
metodama Lowry ili Bradford u zavisnosti od vrste uzorka. DH (%) je izraZzen kao odnos 0,44
mol/l trihlorosiréetna kiselina — TCA — rastvorljivi protein prema ukupnoj reakcionoj smesi
proteina (6).
DH (%) = I x 100 (6)

Cuk

Gde su: Crca koncentracije rastvorljivih proteina u TCA frakciji, Cyk koncentracije ukupnih

proteina u hidrolizatu.

Rastvorljivi proteini su odredeni metodom po Lowry (1951).
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4.6.4. Odredivanje antioksidativne aktivnosti DPPH metoda

Antiradikalna aktivnost digestiva prema slobodnim radikalima DPPH (DPPH Radical
Scavenging Activiti) odredena je spektrofotometrijskom metodom koja se zasniva na principu
merenja promene koncentracije stabilnin DPPH radikala u prisustvu ispitivanih uzoraka. Ovo
ispitivanje je obavljeno po metodi Morales & Jimenez-Perez [10]. Rastvor DPPH radikala
koncentracije 74 mg/ml pripremljen je u etanolu (pripremljen na dnevnoj bazi). 1000 mL
rastvora je pomesano sa 200 mL uzorka i stavljeno na tamno mesto 30 minuta na sobnoj
temperaturi. Istovremeno, za svaki uzorak pripremljena je sa vodom ili relevantnim puferom
umesto uzorka. Nakon S§to je reakcija zavrSena, uzorci su centrifugirani na 14500 rpm
(Eppendorf Mini spin plus) tokom 5 min. Apsorbanca supernatanata je merena na 520 nm
(T80/T80 + UV-Vis Spectrophotometer PG instruments Ltd., LesterSir, Engleska). Antiradikalne

aktivnosti (AA%) uzoraka su izracunate prema sledecoj jednacini (7):

Abssp— Absp

AA(%) = %100 (7)

Sp
gde je Absgpapsorbanca u slepoj probi, Abssmpie j& apsorbanca rastvora uzorka .
4.6.5. Analiza aktivnosti uklanjanja radikala ABTS

Ovaj test je preciziran ABTS testom dekolorizacije radikala katjona kako su definisali Re i sar.,
(1999). Ukratko, 30 puL uzorka proteina je dodato u 3 mL razblazenog rastvora katjona radikala
ABTS (A734nm= 0,7 + 0,02) i apsorbanca je izmerena posle 10 minuta na 734 nm (T80/T80+
UV-Vis spektrofotometar, PG instruments Ltd. Lestersir, Engleska). U svakom testu je kori§¢ena
odgovarajuca slepa proba. Aktivnost uklanjanja ABTS-a izracunata je kao (8):

Abssp— Absy

AA(%) = Absy

* 100 (8)

gde je Absgpapsorbanca u slepoj probi, Abssampie j& apsorbanca rastvora uzorka.
4.7. Odredivanje osnovnog hemijskog sastava krekera

Osnovni hemijski sastav (sadrzaj sirovih proteina, masti, pepela, vlage) odreden je primenom
standardnih AOAC metoda (AOAC, 2000). Sadrzaj sirovih proteina odreden je metodom po
Kjeldahlu (AOAC 920.87) pri ¢emu je koriS¢en faktor konverzije n=6,25, sadrZzaj masti po
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Soxlet-u (AOAC 922.06), sadrzaj vlage metodom AOAC 925.09 i sadrzaj pepela metodom
AOAC 923.03. Sadrzaj ukupnih ugljenih hidrata odreden je racunski na osnovu izraza 100% -
(% vlage + % proteina + % masti + % pepela) (FSAI, 2010).

4.8. Odredivanje fizickih osobina krekera

Odredivanje fizi¢kih pokazatelja kvaliteta krekera podrazumevala su odredivanje mase, pre¢nika
krekera (D1/D2), visine krekera (h ab ) i visine testa (h bb ). Dimenzije su izmerene na 5
nasumiéno uzetih krekera iz svake serije uzoraka pomo¢u pomiénog merila po Subleru. Pre¢nik
krekera meri se po dve ose (D1 i D2) postavljene normalno jedna u odnosu na drugu. Na osnovu

visine krekera i testa kao i pre¢nika krekera izracunati su slede¢i fizicki pokazatelji:

e Eksentri¢nost (eng. eccentricity)- odnos D1/D2 koji je merilo odstupanja od
idealno kruznog oblika

e Faktor Sirenja (eng. spread factor)- odnos izmedu srednje vrednosti pre¢nika i
visine krekera

e Narastanje, %P (eng. puffines) odredeno je merenjem visine testa i krekera, a
izracunat je po formuli:

4.9. Teksturna svojstva krekera

Tvrdoc¢a 1 lomljivost krekera odredena je 24 sata posle peCenja, primenom metode ,,Hardness
measurement of biscuits by cutting” uz pomo¢ teksturometra TA.XT2 Texture Analyser (Stable
Micro Systems, UK). Pre izvodenja analize definisani uslovi rada su podrazumevali odabir
merne celije od 30 kg kao i mernog pribora 3-Point Bending Rig HDP/3PB pomoc¢u koga se
tokom merenja registruje maksimalna sila presecanja uzorka postavljenog na metalnu platformu
HDP/90. Merenja tvrdo¢e krekera izvedena su u pet ponavljanja za svaki uzorak pri slede¢im
radnim parametrima: brzina kretanja poluge do momenta seéenja: 1 mm/s; brzina analize: 3

mm/s; brzina vracanja poluge nakon secenja: 10 mm/s; rastojanje: 5 mm.
4.10. Odredivanje boje

Boja inkapsulata odredena je uz pomo¢ kolorimetra Minolta Chroma Meter CR-400 (Konica
Minolta Sensing Inc., Osaka, Japan) i sistema boja CIE Lab. Uzorci su smesSteni u providnu

plasticnu celiju debljine 15 mm bez poklopca. Crna podloga je koriS¢ena kao podloga za
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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 svetloce boje (gde 0 oznatava
crno, a 100 belo), a* je udeo crvene/zelene boje (gde a* > 0 oznacava crvenu i a* < 0 oznacava
zelenu boju), i b* je udeo zute/plave boje (gde b* > 0 oznacava zutu i b* < 0 oznacava plavu

boju).
4.11. Senzorska analiza krekera

Senzorska analiza krekera izvedena je primenom deskriptivne senzorske analize od strane
ekspertskog panela sastavljenog od deset ocenjivaca (6 Zena 1 4 musSkarca, starosti od 25 do 40
godina) sa iskustvom u oceni senzorskog kvaliteta razli¢itih vrsta finih pekarskih proizvoda.
Dodatno, ocenjena je dopadljivost krekera u pogledu izgleda, mirisa, ukusa, arome i teksture
koriS¢enjem hedonske skale sa rasponom ocena od 1 do 9, gde je 1 — izuzetno mi se ne svida, 5 —

niti mi se svida niti mi se ne svida, 9 — izuzetno mi se svida.

Senzorska ocena krekera sprovedena je u Laboratoriji za senzorske i tehnicke analize FINSLab-
a, koja je opremljena u skladu sa vazeéim standardom (ISO 8589:2007). Odgovarajuci
deskriptori su definisani metodom konsezusa, prema smernicama datim u standardu ISO 11035
(ISO, 1994). Konacna lista deskriptora obuhvatala je slede¢a svojstva: izgled (pravilnost oblika,
hrapavost, uniformnost boje), miris (ukupni intenzitet, miris na integralno p$eni¢no brasno, miris
na brokoli, miris na leblebiju, miris na pe€eno), aromu (ukupni intenzitet, aroma na integralno
pSeni¢no brasno, aroma na brokoli, aroma na leblebiju, postojanost arome), ukus (slano, slatko 1
gorko) i teksturna svojstva (tvrdocu, zrnavost, stepen rastvaranja u ustima i hrskavost). Uzorci
krekera su ocenjeni na nestrukturiranoj linearnoj skali od 0 do 100 mm, gde 0 ukazuje na

nepostojanje svojstva a 100 na znatno izrazeno svojstvo.

Ocenjivac¢ima su uzorci krekera dostavljani u zasebne kabine, u kojima se pored uzoraka nalazio
1 pribor za ocenjivanje kao 1 ¢asa sa destilovanom vodom za ispiranje usta izmedu dva uzastopna

uzorka.

Uzorci su dostavljani svim ocenjiva¢ima u isto vreme 1 bili su oznaceni nasumi¢no odabranim
trocifrenim S$iframa, §to je sa jedne strane obezbedilo identifikaciju i sledljivost rezultata

ocenjivanja, a sa druge strane omogucilo da se izbegne potencijalna pristrasnost pri oceni.
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Statisticka analiza Srednje vrednosti replika za rezultate su podvrgnute jednosmernoj analizi
varijanse (ANOVA). Znacajne razlike izmedu sredstava tretmana uocene su FiSerovim testom
najmanjih znacajnih razlika (p < 0,05) koris¢enjem softvera OriginLab (Northampton, SAD). Svi

podaci su rezultati tri ponavljanja i izrazeni su kao srednja vrednost + standardna devijacija.
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5. Rezultati i diskusija

5.1. Otpadno liS¢e kao novi izvor funkcionalnih i bioloski aktivnih proteina

U ovom poglavlju doktorske disertacije ispitan je potencijal lis¢a koje vodi poreklo od Cetiri
kulture — karfiola, kupusa, brokolija i cvekle kao nusproizvoda agroindustrije, za dobijanje
proteina radi njihove primene u prehrambenoj industriji. Odredena su funkcionalna svojstva
dobijenih proteina, kao sto su: rastvorljivost, kapacitet apsorpcije vode i ulja, svojstva pene i
emulgovanja. Takode, analizirana je i njihova svarljivost u simuliranim uslovima
gastrointestinalnog trakta i odredena antioksidativna aktivnost u dobijenim proteinskim

hidrolizatima nakon in vitro digestije.

5.1.1. I1zolovanje i karakterizacija proteina li§¢a

Kao §to je ve¢ receno, velike koli¢ine nusproizvoda agroindustrije generiSe se svake godine, a
njihovo nagomilavanje moze da ima samo negativan uticaj na zivotnu sredinu. Izmedu ostalog,
lis¢e je jedan od nusproizvoda koje ¢ini veliki deo otpada (Slika 14), a predstavlja potencijalni
izvor visoko vrednih jedinjenja. Njegova primena kao izvora proteina zabeleZena je jo§ 1960.
godine (Righetti i sar., 2016; Badar i sar., 2011.) i od tad brojnim nau¢nim studijama je pokazano
da ima veliki potencijal u primeni kao novi izvor proteina koji se mogu koristiti u prehrambenim

formulacijama i kao sto¢na hrana.

Slika 14. Izgled lis¢a, nusproizvoda, kupusa, karfiola, cvekle i brokolija proveri
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5.1.1.1. Hemijski sastav proteina lis¢a

Da bi se odredio proteinski profil u lis¢u karfiola, brokolija kupusa i cvekle izvedena je
ekstrakcija proteina prema Ozbornovoj metodi. U Tabeli 4 prikazani su rezultati dobijenih
proteinskih frakcija klasifikovani u slede¢e kategorije: albumine, globuline, gluteline i

prolamine.
Izvor liséa
Parametri Karfiol Brokoli Kupus Cvekla
Albumin (%) 41,98+0,34 31,66+0,09% 54,33+0,33" 49,21+0,72°
Globulin (%) 16,37+0,67° 15,89+0,39° 19,36+0,35" 15,0620,73
Glutelin (%) 28,21+0,47° 22,75+0,08" 15,11+0,31 24,23+0,24°
Prolamin (%) 13,43+0,56" 29,68+0,94° 11,21%0,41° 11,48+0,32
S“d"’t"{(%)’ ofeina | 4 26+0,06° 6,13+0,00° 3,39+0,17° 5,360,04°

Tabela 4. Sadrzaj proteinskih frakcija u otpadnom liséu prema Ozbornovoj klasifikaciji proteina

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)

Moze se primetiti da je dominantna proteinska frakcija, u svim izvorima, albumini. Njihov
sadrzaj je iznad 40%, za svo lice, osim brokolija, gde je iznos 31,66%. Sli¢na distribucija
proteinskih frakcija opisana je od strane Hojila-Evangelista i sar., (2016) gde je albumin takode
predstavljao glavnu komponentu osuSenih listova 1 stabljika biljke lucerke. Druga po sadrzaju
frakcija u lis¢u karfiola i cvekle su glutelini, dok su za kupus to globulini, a kod lis¢a brokolija
prolamini. Najmanji sadrzaj proteinske frakcije u lis¢u karfiola, kupusa i cvekle zauzimaju
prolamini, a kod lis¢a brokolija globulini. Ukupni proteinski sadrzaj u lis¢u krece se u rasponu

izmedu 3,39 - 6,13%, pri ¢emu je najveci kod lista brokolija, a najnizi kod lista cvekle. Ovi
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rezultati su u saglasnosti sa literaturnim podacima koji ukazuju na to da se sadrzaj proteina u

sliénom biljnom izvoru krece izmedu 2 — 5% (Saha i Deka., 2017).

Izolovanje proteina iz lis¢a izvedeno je alkalnom ekstrakcijom pracenom izoelektricnim
talozenjem, nakon toga susenjem i spraSivanjem. Izgled proteina liS¢a prikazan je na Slici 15.
Dobijene proteine lis¢a karfiola, kupusa i brokolija karakterise tamno - braon boja, dok protein

lis¢a kupusa karakteriSe zeleno — braon boja.

(a) (b)

(©) : (d)

Slika 15. Proteini izolovani alkalnom ekstrakcijom iz lis¢a (a) karfiola, (b) brokolija, (c) kupusa i
(d) cvekle

Ispitan je hemijski sastav izolovanih proteina iz svih uzoraka lis¢a: odreden je procenat sadrzaja
vlage, pepela, masti ukupnih Secera i proteina. Takode, odreden je ekstrakcioni proteinski prinos.

Rezultati su prikazani u Tabeli 5.
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Protein lisca
Parametri
Karfiol Brokoli Kupus Cvekla
Vlaga (%) 13,12+0,12° 10,37+0,02° 10,23+0,10*° 11,74+0,10°
Pepeo (%) 2,27+0,07° 1,88+0,03 1,81+0,04* ¢ 9,81+0,04"
Masti (%) 6,11+0,09° 5,22+0,06° 3,44+0,19% 5,37+0,24% "
U'ﬂfg:‘;t:‘?o'/{)‘)"”' 25,17+0,25" 40,3120,17° 36,35+0,27° 33,32:0,44
S“‘”z“%’ otelna {71 83+0,27° 56,86:+0,48" 64,88+0,44° 53,550,457
Ekstrakcioni
proteinski prinos |  6,83+0,24° 4,38+0,17° 14,21+0,07¢ 6,17+0,24"
(%)

Tabela 5. Hemijski sastav i ekstrakcioni prinos proteina lis¢a

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)

Prema rezultatima u Tabeli 5, najveéi sadrzaj pepela imao je protein lis¢a cvekle 9%, dok je za
ostale bio znatno niZi, i iznosio je oko 2%. Sadrzaj ukupnih Secera bio je izmedu 25 — 40 %,
najvedi za protein lis¢a brokolija, a najmanji za protein lis¢a karfiola. Procenat masti je u rasponu
od 3 — 5%, s$to je vrlo mala vrednost u poredenju sa proteinskim izolatima koji se dobijaju iz

nusproizvoda proizvodnje i prerade ulja, i $to je prednost u odnosu na te izvore.

Prema sadrzaju proteina Koji je za protein lis¢a karfiola: 72%, kupusa. 65%, brokolija: 57% i
cvekle: 54%, moze se zakljuciti da se dobijaju relativno €isti i umereno koncentrovani proteinski
proizvodi. Ukoliko se ovi rezultati uporede sa rezultatima za koncentrat proteina Diplazium
esculentum (Saha i Deka, 2017) (34,28%), koji je dobijen ekstrakcijom uz pomo¢ ultrazvuka,
moze se re¢i da je sadrzaj proteina znacajno veéi, dok je priblizno isti sadrzaju proteina u
koncentratu iz lisc¢a lucerke (60%) (Hojila-Evangelista i sar., 2016) i karfiola (72%) (Yang Xu i
sar., 2017). Sto se ti¢e ekstrakcionog prinosa proteina, najvisi je postignut kod lis¢a kupusa 14%,
dok je kod karfiola 7%, cvekle 6%, a najnizi kod brokolija 4%. Ove vrednosti su zna¢ajno nize u

poredenju sa vrednostima ekstrakcionim prinosima proteina koncentrata lucerke (36%) (Hojila-
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Evangelista i sar., 2016) i lis¢a jackfruita (32%) (Calderon-Chiu C i sar., 2021),ali se mora
napomenuti da je kod ovih uzoraka primenjen ultrazvucni predtretman i optimizacija procesa

ekstrakcije, pa samim tim se ostvaruju vise vrednosti za prinos proteina.

5.1.1.2. Karakterizacija proteina li§¢a

Karakterizacija proteina liS¢a izvrSena je:
- primenom natrijumdodecil-sulfat poliakrilamid gel elektroforeze (SDS-PAGE),
- metodom infracrvene spektroskopije sa Furijeovom transformacijom (FTIR) i

- odredivanjem funkcionalnih osobina.

5.1.1.2.1. SDS-PAGE

SDS-PAGE predstavlja tehniku za razdvajanje denaturisanih proteina na osnovu njihove
relativne molekulske mase. Natrijum—dodecilsulfat (SDS), jak anjonski deterdzent, obezbeduje
uslove u kojima dolazi do disocijacije proteina na individualne polipeptidne podjedinice, ¢ime
sprecava njihovu agregaciju. Potom sledi vezivanje proteina za SDS, pri ¢emu oni dobijaju sti¢u
negativno naelektrisanje, a koli¢ina SDS-a proporcionalna je molekulskoj masi polipeptida. Tako
vezani SDS—polipeptidni kompleksi migriraju kroz gel u zavisnosti od njihove veli¢ine odnosno

molekulske mase.

Distribucija proteinskih frakcija u proteinima lis¢a, karfiola, brokolija, kupusa i cvekle prikazani

su na Slici 16.
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Slika 16. SDS-PAGE profil proteina lis¢a cvekle (linija 1), kupusa (linija 2), karfiola (linija 3) i

brokolija (linija 4), zajedno sa standardnim proteinskim markerima (linija S)

Posmatrajuc¢i dobijeni elektroforetski profil proteina lis¢a moze se zakljuCiti da su prisutne
frakcije proteina niske molekulske mase, prikazane polipeptidnim trakama izmedu 14 i 66 kDa.
Dominira prisustvo tri grupe intenzivnih traka koje odgovaraju molekulskim masama od 14, 25 i
45, kDa. Polipeptidne trake od 14 kDa pripadaju najzastupljenijoj frakciji proteina -albuminima,
a polipeptidne trake od 25 kDa pripadaju globulinskoj frakciji proteina. Takode, moze se rec¢i da
polipepdidne trake u podru¢ju molekulskih masa od 24 - 29 kDa pripadaju proteinskim
frakcijama glutelina i prolamina. Ovako dobijeni proteinski profili su u skladu sa Osbornovom
klasifikacijom koja je prethodno opisana u Tabeli X. Moze se primetiti da su trake proteina lis¢a
cvekle (linija 1) imale najmanji intenzitet u odnosu na ostale protein liS¢a, §to je posledica
najmanjeg sadrzaja proteina (54%) u ovom proteinu lis¢a. Sli¢ni proteinski profili su proteinase
dobijeni iz lis¢a Secerne repe koji je sadrzao karakteristiéne podjedinice od oko 50 kDa i 14 kDa
(Tamayo Tenorio i sar., 2016) kao i iz lis¢a lucerke sa dominantnim polipepdidnim trakama od
oko 49 kDa, 30 kDa, i manjim podjedinicama od 10-12 kDa (Lamsal i sar., 2007).
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5.1.1.2.2. FTIR spektroskopija

FTIR spektrometrija pruza informacije o sadrzaju sekundarne strukture proteina. FTIR
spektroskopija radi na principu infracrvenog zraCenja na uzorak i pracenje talasnih duzina
zracenja u infracrvenom podrucju spektra koje se apsorbuju u uzorku. Svako jedinjenje ima
karakteristi¢an skup apsorpcionih traka u svom infracrvenom spektru. Karakteristicne trake
pronadene u infracrvenom spektru proteina i polipeptida uklju¢uju Amid I 1 Amid II, a nastaju

nastaju iz amidnih veza koji povezuju aminokiseline.

Sekundarna struktura proteina liS¢a ispitana je FTIR spektroskopijom i njihovi spektri u rasponu

talanih duzina od 500 — 4000 cm-1 prikazani su na Slici 17.

0.38]
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0,34_3 Karfiol Kupus Brokoli Cvekla
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o.28~f
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Slika 17. FTIR spektri proteina lis¢a karfiola, kupusa, brokolija i cvekle

Sa Slike 17, moze jasno da se uoCi da proteini liS¢a imaju medusobno veoma sli¢an (skoro

identiCan) profil spektra, a pokazuju apsorpciju na talasnim duzinama koje odgovaraju
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karakteristi¢noj strukturi proteina. Za protein liS¢a karfiola, kupusa, brokolija i cvekle uocene su
apsorbcije na 3278 cm-1 koja predstavlja Amid A strukturu, a poti¢e od istezanja N-H grupe i
vodoni¢nih veza, na 2925 cm-1 predstavlja Amid B, a nastaje usled adsorpcije rastezanja C — H
veze, na 1630 cm-1 koji je deo Amid I strukture, i predstavlja istezanje C=0, vodoni¢nu vezu i
COO- grupu, na 1527 cm-1, deo Amid 11 strukture koja predstavlja istezanje C-N grupe i N-H
savijanje, i 1232 cm-1 Amid Il koja predstavlja istezanje C-N i N-H veza ili vibraciju CH2

grupa.

5.1.1.3. Funkcionalne osobine proteina lis¢a

Upotreba biljnih proteina u prehrambenoj ili kozmeti¢koj industriji u velikoj meri je odredena
njihovim funkcionalnim osobinama. One uti¢u na ponaSanje sistema tokom njegove proizvodnje,
skladiStenja, pripreme i konzumacije i zavise od fizickih i hemijskih osobina, molekularne
strukture i veli¢ine proteina. U ovom delu disertacije prikazana su funkcionalna svojstva
proteina liS¢a karfiola, brokolija, kupusa 1 cvekle u pogledu rastvorljivosti, emulzionih osobina,

sposobnosti formiranja pene i kapaciteta vezivanja vode i ulja.

5.1.1.3.1. Rastvorljivost

Rastvorljivost je jedna od najvaznijih funkcionalnih osobina proteina jer znacajno utiCe na
teksturu, boju 1 senzorna svojstva proizvoda koji sadrZe ova jedinjenja. Intenzivno je povezana sa
kapacitetom zadrzavanja vode i drugim fizicko-hemijskim i funkcionalnim svojstvima proteina
kao Sto su emulgovanje i zeliranje i utiCe na primenu proteina u formulacijama hrane. Na

rastvorljivost proteina najviSe uti¢e pH vrednost sredine.

Rastvorljivost proteina lis¢a karfiola, brokolija, cvekle i kupusa u zavisnosti od pH vrednosti

sredine predstavljena je na Slici 18. Raspon ispitivane pH vrednosti se kretao od pH 2 — pH 10.
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Slika 18. Profil rastvorljivosti proteina lis¢a karfiola, brokolija, kupusa i cvekle pri razlicitoj pH

vrednosti

Na Slici 18 uocava se da svi ispitivani proteini lis¢a imaju medusobno sli¢an trend rastvorljivosti
gde je minimalna rastvorljivost izmedu pH 4 1 6, $to ukazuje na pH vrednosti izoelektri¢nih tacki
proteina (pl). Na pH vrednostima udaljenim od pl proteina, rastvorljivost se povecava za sve
ispitivane uzorke Maksimalna rastvorljivost, u ispitivanom pH opsegu (od pH 2 do 10)
postignuta je na pH 10 (9,7 mg/ml za protein lista karfiola, 8,45 mg/ml za protein lista brokolija,
5,35 mg/ml za protein lista kupusa i 5,5 mg/ml za protein lista cvekle). Kada se ovi rezultati
uporede sa profilom rastvorljivosti proteina mahunarki i semena uljarica koji imaju
karakteristi¢an U-oblik (Guan i sar., 2007) (visoka rastvorljivost u ekstremnim kiselim i alkalnim
sredinama) jasno se vidi se da ovi proteini liS¢a imaju razli¢it profil rastvorljivosti. Znacajno
veca rastvorljivost je u alkalnoj sredini, u odnosu na kiselu sredinu. ZapaZa se Siri opseg pH
vrednosti izoelektri€ne tacke, a ovo je znaCajno jer odreduje njihovu upotrebu u razli¢itim
formulacijama proizvoda. Rezultati u literaturi opisuju slicno ponasanje rastvorljivosti za
proteinski koncentrat liS¢a luceke (minimalna rastvorljivost na pH 4, a najveca rastvorljivost u

alkalnoj sedini) (Hadidi i sar., 2020), kao i za proteinski izolat kajsije (Cakarevié i sar., 2019).
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5.1.1.3.2. Emulzione osobine

Emulzione osobine su mera efikasnosti proteinskih emulgatora u smislu kapaciteta emulgovanja,
stabilnosti emulzija i aktivnosti emulgovanja (Pearce i Kinsella, 1978). Kriming je jedan od
kljuénih pokazatelja sedimentacione nestabilnosti emulzija. Ovaj fenomen se obi¢no pripisuje
tendenciji kapljica ulja u emulziji da se usled razlike u specifi¢noj tezini faza pomeraju nagore i

formiraju sloj na povrsini emulzije.

Efikasnost proteina lis¢a karfiola, brokolija, kupusa i cvekle kao emulgatora, ispitivana je
pomocu kriming testa, pra¢enjem kriming indeksa (KI). Na Slici 19 prikazan je KI za sve Cetiri

vrste proteina lis¢a u toku vremena skladiStenja.

——o—Brokoli -#-Cvekla Kupus =>¢=Karfiol
25 -
: 'v'v—v""vvvvv‘
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Slika 19. Kriming indeks 15% emulzija ulje u vodi pripremljenih sa 10mg/ml rastvorom proteina

lis¢a (brokoli, cvekla, kupus, karfiol) tokom 14 dana skladistenja

Osobine proteina lis¢a kao emulgatora ispitane su je ispitana pripremanjem 15% emulzija ulja u
vodenom rastvoru proteina koncentracije 10mg/ml i pra¢enjem KI tokom 14 dana skladistenja
emulzije. Rezultati ukazuju da tokom vremena, dolazi do raslojavanja emulzija na sloj kreme

(sloj na vrhu) koja je bogata kapljicama ulja i sloj seruma (na dnu) u kome preovladava
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kontinualna faza (Bucko i sar, 2020). Nesto bolju stabilnost pokazale su emulzije pripremljene
od proteina liS¢a kupusa 1 karfiola, gde raslojavanje emulzija zapocinje nakon 23 (KI 6%),
odnosno 20 minuta (KI 2%). Tacnije, u slucaju proteina liS¢a kupusa odnosno karfiola,
raslojavanje emulzije raste sa povecanjem KI do 22% odnosno 19% nakon 4 dana stajanja gde te
vrednosti ostaju konac¢ne tokom 14 dana skladiStenja. Raslojavanje emulzija pripremljenih od
proteina liS¢a cvekle 1 brokolija zapocinje skoro odmah nakon pripreme. Iako do potpunog
raslojavanja emulzija dolazi nakon 40 minuta, a nije dolazilo do izdvajanja kapljica ulja, smatra
se da je integritet kapljica uspeSno odrzan proteinima lis¢a. Dakle, proSireno je posmatranje
stabilnosti emulzija do 14 dana sa ciljem da istraziti da li ¢e neki od drugih mehanizama
nestabilnosti odigrati i samim tim uticati na stabilnost emulzije ili dovesti do kompletnog
razdvajanja faza. Stoga, moglo bi se reci da ispitivani proteini li§¢a mogu da se upotrebe kao

potencijalni emulgatori za pripremu emulzija u industriji.

5.1.1.3.3. Sposobnost formiranja pene

Sposobnost formiranja pene, takode se smatra vaznom osobinom proteinskih izolata za njihovu
upotrebu u raznim prehrambenim aplikacijama (aeracija, mucenje). Proteini deluju kao
povrsinski aktivni agensi i potrebni su da stabilizuju gasovitu dispergovanu fazu, snizavaju
povrsinski napon na medufaznoj povrsini vazduh/voda Sto dovodi do stvaranja pene. Kapacitet
pene (FC) se odreduje pomocu razli€itih karakteristika proteina kao §to su sposobnost proteina
da smanji povrSinski napon, molekularne fleksibilnosti i fizi¢ko-hemijskih svojstava
(hidrofobnost, raspodela naelektrisanja, hidrodinamicka svojstva (Graham i Philips, 1976).
Stabilnost pene (FS) moZe da se meri kao vreme potrebno za smanjenje 50% zapremine pene, 1

ukazuje na sposobnost stabilizacije protiv gravitacionih i mehanickih naprezanja (Damodaran,
1997).
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Proteini liséa

Parametar Karfiol Brokoli Kupus Cvekla

FC (%) 90.20+1.32° 86.30+0.68° 92.00+1.60%° 87.50+1.32*°¢

Tabela 6. Kapacitet pene proteina lis¢a

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)

Vrednosti kapaciteta pene sva Cetiri ispitivana proteina lis¢a prikazan je u Tabeli 6. Visoke
vrednosti kapaciteta pene mogu se objasniti visokom rastvorljivos¢u proteina lis¢a na pH 10 (na
osnovu profila rastvorljivosti, ova pH vrednost je odabrana za odredivanje FC). Takode, moZe se
zakljuditi jo$, da su vrednosti u korelaciji sa sadrzajem proteina u proteinima li§¢a.Najvece
vrednosti FC imaju proteini lis¢a kupusa i karfiola (90% i 92%), dok nesto manje vrednosti
imaju proteini lis¢a brokolija i cvekle (86% i 88%). Dobijene vrednosti su superiornije u
poredenju sa vrednostima za druge izvore proteina kao §to su mungo pasulj (76,6%) i leblebija
(30,4-44,3%) (Du i sar., 2008; Kauri Singh, 2007), ali nize od proteina surutke (176-600%) i
proteina belanca jajeta (500-800%) (Pernell i sar., 2018). Moze se zakljuciti da se svi ispitivani
proteini lis¢a mogu smatrati pogodnim sastojcima sa svojstvima pogodnim za formiranje pene u
upotrebi u razli¢itim prehrambenim proizvodima, kao Sto su kolaci, hleb, Slag i neki konditorski

proizvodi.

Na Slici 20 prikazana je stabilnost pene proteina lis¢a tokom 90 minuta stajanja pene.
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Slika 20. Stabilnost pene proteina lis¢a karfiola, brokolija, kupusa i cvekle

Sa Slike 20 moze se zakljuciti da tokom vremena stabilnost pene se smanjuje za sve ispitivane
proteine liS¢a. Najvecu stabilnost tokom prvih deset minuta ima protein lis¢a kupusa,
zadrZzavaju¢i 80% inicijalne zapremine pene, a nakon 30 minuta dolazi do znacajnog
razrusavanja pene koja ostaje konstantna do kraja 90 minuta (20%). Sli¢no ponasanje pokazuje 1
protein lis¢a karfiola. U svakom slucaju, kod svih uzoraka dolazi do potpunog razrusavanja pene
nakon 90 minuta. Ovako ponaSanje pokazuje i koncentrat proteina lis¢a lucerke na pH 10

(Lamsal i sar., 2007).

5.1.1.3.4. Kapacitet vezivanja vode i ulja

Kapacitet vezivanja vode/ulja predstavljaju sposobnost vode tj. ulja, respektivno, da vezu boc¢ne
lance proteina. Za karakteristiku koja se opisuje kao “osecaj u ustima” i za teksturu hrane, veoma
je vazna interakcija izmedu vode i ulja sa proteinima, u nekim proizvodima (Suresh i sar., 2014),
kao Sto su hleb i kolaci, takode i za karakteristike “lepljive” hrane kao S§to su supe, dresinzi ili

slatkisi (Adebowale i sar., 2005).
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Proteini liséa

Parametar Karfiol Brokoli Kupus Cvekla
Kapacitet vezivanja b b b
) 0.56+0.03 0.64+0.03 0.64+0.03> ¢ 0.61+0.02*
ulja (9/g)
Kapacitet vezivanja d b
1.61+0.02 1.31+0.03 1.49+0.01° 0.62+0.02°

vode (9/9)

Tabela 7. Kapacitet vezivanja ulja i vode proteina lis¢a karfiola, brokolija, kupusa i cvekle
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)

Najveci kapacitet vezivanja vode je zapazen kod proteina lis¢a karfiola (1,61 g/g) (Tabela 7), dok
vrednosti za protein lis¢a kupusa i brokolija ne poseduju medusobnu znacajnu razliku i imaju
nesto nize vrednosti od proteina lis¢a karfiola, a najniza vrednost postignuta je kod proteina lis¢a
cvekle. Niska vrednost za kapacitet vezivanja vode proteina lis¢a cvekle u korelaciji je sa
njegovom nizom rastvorljivos¢u u odnosu na ostale proteine lis¢a (Slika 18) (Benelhad; i sar.,
2016) i jasno je da se ovaj protein ne moze primeniti u prehrambenim proizvodima na neutralnim
pH vrednostima. Dalje, dobijeni rezultati sugeriSu da su proteini lis¢a sa povoljnim kapacitetom
vezivanja vode protein lisc¢a karfiola, kupusa i brokolija uporedivi sa kapacitetom vezivanja vode
sojinog proteina (1,26 g/g) (Amza i sar., 2011), ali imaju znacajno nize vrednosti od vrednosti
kapaciteta vezivanja vode proteina: zutog graska (4,2 g/g), zelenog soCiva (3,9 g/g), ili
proteinskog koncentrata crvenog sociva (3,7 g/g) (Zhu i sar., 2019). U literaturi je pronadeno da
vrednosti kapaciteta vezivanja vode proteina koje variraju od 1,49 do 4,72 g/g, mogu primeniti u
prehrambenim proizvodima lepljive strukture (Aletor i sar., 2002). Ovi rezultati su pokazali da se
protein lis¢a kupusa i karfiola moze primeniti u hrani kao $to su supe i prelivi (dresinzi). Sto se
tice dobijenih rezultata za vrednosti kapaciteta vezivanja ulja (Tabela 7) vidi se da su bile
prili¢no niske, 0,6 g/g, Sto je prema nekim literaturnim podacima (Du i sar., 2018) i kod drugih
proteinskih izolata okarakterisano kao veoma niska vrednost. Moze se zakljuciti da ovi proteina
li¢a nisu pokazali pozeljnu sposobnost da apsorbuju i zadrzavaju ulje te stoga ne mogu naci

primenu u upotrebi kod prehrambenih proizvoda gde je ta osobina poZeljna.
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5.1.2. Ispitivanje svarljivosti proteina li§¢a - In vitro digestija

Sistemi za varenje in vitro predstavljaju alate za razumevanje i pracenje sloZzenog ponaSanja
degradacije hrane tokom varenja, ¢ime su se pokazali kao dobri modeli za zamenu in vivo

testova.

Kao standard, nutritivni kvalitet proteinske frakcije hrane pozeljno je proucavati in vivo (kod
ljudi ili Zivotinja), ali ovi eksperimenti su skupi, tehnicki teski, dugotrajni i Cesto nose sa sobom
ozbiljne eticke probleme (Minekus i sar., 2014). Dakle, potreba za in vitro modelima koji blisko
oponasaju fizioloske procese koji se deSavaju u ljudskom digestivnom traktu dovela je do
razvoja in vitro modela digestije kao alternativa eksperimentima in vivo. Ovi modeli uzimaju u
obzir fizioloske uslove koji se odnose na prisustvo i koncentraciju digestivnih enzima, pH
vrednosti u razli¢itim fazama (Zeluca i creva), vreme varenja i koncentracije soli. Upotreba
proteina u prehrambenim proizvodima u prvom redu zavisi od njihove svarljivosti u ljudskom
organizmu. Varenje proteina lisc¢a in vitro vrsi se u dva koraka, u gastri¢noj i intestinalnoj fazi,
uz pomo¢ gastrointestinalnih enzima - proteaza, prvo hidrolizom pepsinom a zatim

pankreatinom.
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Slika 21. Vremenski tok promene stepena hidrolize (DH %)proteina liséa u procesu in vitro
digestije u toku dve faze : pepsinske (60 min) i pankreatinske (od 60 do 180 min)

Tok in vitro digestije proteina lis¢a karfiola, kupusa, brokolija i cvekle prikazan je na Slici 21.

Stepen hidrolize (DH %) je parametar koji je koriSéen za pracenje procesa digestije proteina.

Tokom simuliranog varenja, tok hidrolize svih uzoraka proteina liS¢a ima sli¢an trend krive.
Moze se primetiti da su DH vrednosti za protein liS¢a cvekle bile znacajno nize u poredenju sa
ostalim proteinima, §to je u direktnoj vezi sa sadrzajem proteina (Tabela 5). Nakon digestije
pepsinom (prvih 60 minuta), vrednost DH za proteina lis¢a karfiola, brokolija, kupusa i cvekle
dostize vrednosti od 41,45%, 38,36%, 33,75% i 26%, respektivno. Dalje, digestija pankreatinom
(do 180 minuta) dovela je do daljeg povecanja DH u sva Cetiri hidrolizata, gde su konac¢ne
vrednosti za protein lis¢a karfiola iznosile 50,85%, brokolija: 57,86%, kupusa: 63,69% i cvekle:
40,76%. Ovi podaci pokazuju da proteini izolovani iz lis¢a povrc¢a nisu otporni ni na pepsin ni na
enzime pankreasa 1 mogu se lako svariti §to ima veliki uticaj u njihovoj potencijalnoj primeni u
razli¢itim prehrambenim proizvodima i daje im prednost u odnosu na teze svarljive proteine iz

nekih drugih izvora (Sousa i sar., 2020).
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5.1.2.1. Antioksidativna aktivnost proteina liS¢a nakon digestije

Nakon prolaska kroz digestivni trakt, dejstvom digestivnih enzima dolazi do cepanja proteina na
manje peptidne fragmente koji mogu da poseduju razli¢ite bioloske osobine, i samim tim ostvare
pozitivan efekat na ljudsko zdravlje. U skladu sa tim, antioksidativna aktivnost (AA) proteina
lis¢a ispitana je sa ciljem da se utvrdi njihov potencijalni antioksidativni efekat koji bi ispoljili u

organizmu nakon varenja.

Antioksidativna aktivnost digesta (hidrolizata) dobijenih nakon in vitro digestije ispitana je
testovima neutralizacije DPPH radikala i ABTS radikal katjona. Dobijena antioksidativna
aktivnost za DPPH test izrazena je u procentima, dok je za ABTS izrazena kao ICso. Vrednost
ICso predstavlja vrednost koncentracije uzorka koja je potrebna za inhibiciju 50% prisutnih
radikala. AA ispitana je za digeste sva Cetiri proteina lis¢a (karfiola, kupusa, cvekle i brokolija)

nakon digestije i pepsinom i pankreatinom, a dobijeni rezultati prikazani su na Slici 22,

% DPPH

B Pepsin
B Pankreatin

Karfiol Kupus Brokoli Cvekla

Slika 22. Antioksidativna aktivnost (AA%) hidrolizata dobijenih nakon in vitro digestije proteina
lis¢a, merena DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) metodom

Nakon hidrolize pepsinom, aktivnost uklanjanja DPPH radikala iznosile su 72,9% za protein
lis¢a brokolija, 64,3% karfiola, 77,9% kupusa i 63,25% cvekle. Nakon sledeceg koraka digestije,
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aktivnost digesta proteina lis¢a karfiola i cvekle se nije znacajno promenila i iznosi 65.1% i
63,4%, respektivno. Medutim za proteine liS¢a kupusa i brokolija aktivnost je smanjena, 1 iznosi
59% 1 61%, respektivno. Ovakvo ponaSanje aktivnosti, ta¢nije njen pad nakon faze digestije
pankreatinom, moZe se objasniti time da je DPPH reagens koju se koristi u testu, rastvorljiv u
organskim rastvaracima i nije pogodan za vodene rastvore (Popovi¢ i sar., 2017). Takode, bitno

je napomenuti da i promena vrednosti pH znac¢ajno uti¢e na rezultate merenja.

ABTS
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Slika 23. Antioksidativna aktivnost (AA%) hidrolizata dobijenih nakon in vitro digestije proteina
lis¢a, aktivnost uklanjanja radikala merena ABTS (2,2'-azino-bis (3-etilbenzotiazolin-6-sulfonska
kiselina) metodom

Antioksidativne aktivnosti proteina lis¢a merene ABTS testom, predstavljene su kao vrednosti
ICso. Pepticki hidrolizati proteina lis¢a kupusa i karfiola imali su 1Csy vrednosti od 0,81 i 0,699
mg/ml, respektivno. Dalja hidroliza pankreatinom znacajno je smanjila ICso vrednosti na 0,51
mg/ml za digeste proteina lis¢a kupusa, i do 0,3 mg/ml za digeste proteina lis¢a karfiola. 1Cs
vrednost za protein liS¢a brokolija nakon hidrolize pepsinom bio je 0,35 mg/ml i nakon digestije
pankreatinom uoceno je blago smanjenje ICso na 0,31 mg/ml. 1Csy pepti¢kog hidrolizata PL
cvekle pokazao je najnizu vrednost od 0,21 mg/ml i blago poveéanje nakon hidrolize

pankreatinom do 0,22 mg/ml.
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Prema dobijenim rezultatima za moze se re¢i da hidrolizati proteina lisS¢a poseduju dobru
antioksidativnu aktivnost. Ovo je jo$ jedna pozitivna osobina ovih proteina jer je dokazan njihov

bioloski efekat koji mogu da imaju nakon konzumiranja.
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5.2. Unapredenje ekstrakcionog prinosa proteina liS¢a primenom razlicitih
predtretmana

U ovom delu disertacije opisan uticaj razlicitih predtretmana U Cilju unapredenja proteinskog
prinosa Proteinima lis¢a dobijenim ultrazvucnim pretretmanom je odreden sadrzaj proteina i
okarakterisani su u pogledu rastvorljivosti. Takode, prilagoden je enzimski predtretman za
efikasniju ekstrakciju proteina iz lisca primenom celulitickog 1 pektolitickog kompleksa
(Viscozyme®L i Vinozym®), u tri razlicite koncentracije. Efikasnost enzimskog predtretmana je
pracena merenjem ekstrakcionog prinosa proteina. Ovako dobijeni proteini su okarakterisani
FTIR spektroskopijom, SDS-PAGE elektroforezom i ispitana im je rastvorljivost i odreden

aminokiselinski sastav.

5.2.1. Ekstrakcija proteina lista primenom ultrazvuc¢nog predtretmana

Razvojem koncepta ,,zelene hemije®, razvijene su brojne nove tehnike za ekstrakciju bioaktivnih
jedinjenja, kao S$to je superkriticna ekstrakcija, ekstrakcija uz pomo¢ mikrotalasa, (kao i

ekstrakcija potpomognuta ultrazvukom.

Ekstrakcija uz pomo¢ ultrazvuka (UZ) predstavlja klju¢nu tehniku koja moze povecati prinos
ciljanih bioaktivnih jedinjenja, pojednostaviti manipulaciju sirovinom, skratiti vreme ekstrakcije
i povecati produktivnost (Zhang i sar., 2021d; Chen i sar 2020; Qian i sar 2020). Stoga, u ovom
radu, ispitan je uticaj ultrazvu¢nog predtretmana na ekstrakciju proteina iz otpadnog lista
karfiola, brokolija, kupusa i cvekle. U Tabeli 8, predstavljen je sadrzaj proteina u izolovanim

proteinima liS¢a kao 1 ekstrakcioni prinos proteina.
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Proteini lis¢a dobijeni primenom UZ pretretmana

Parametar Karfiol Brokoli Kupus Cvekla
Sadriaj proteina(%,) 60,44+0,21% | 60,08+1,00% | 61,26+2,57% | 44,59+1,34

Proteinski ekstrakcioni
prinos (%)

14,76+0,46° | 17,33+0,81° | 9,47+0,08° | 7,10+0,11°

Tabela 8. Sadrzaj proteina u izolovanim proteinima lis¢a primenom ulrazvucnog pretretmana

pre alkaline ekstrakcije proteina, kao i ekstrakcioni prinos proteina

Prema Tabeli 8 najmanji sadrzaj proteina ima protein lis¢a cvekle, dok su sadrzaji za protein
lis¢a karfiola, brokolija i kupusa imaju priblizno isti sadrzaj proteina, oko 60%. Dok proteinski
ekstrakcioni prinos krece se u rasponu od 17,3% - 7,10%, najveci je za protein li¢a brokolija, a
najmanji za protein liS¢a cvekle. Moze se re¢i da je ultarzvucin predtretman imao podjednak

uticaj na li§¢e karfiola, kupusa i brokolija po sadrzaju proteina, dok se razlikuje kod lis¢a cvekle.

Poredenjem ovih rezultata sa rezultatima dobijenim ekstrakcijom bez predtretmana prikazanim u
prethodnom poglavlju (Tabela 5), vidi se da je sadrzaj proteina znacajno manji za karfiol, cveklu
i kupus, dok za brokoli ultrazvuk dovodi do povecanja sadrzaja proteina. Medutim, interesantno
je to da je kod uzoraka dobijenih ultrazvu¢nim predtretmanom znacajno uvecan proteinski

ekstrakcioni prinos kod lis¢a karfiola i brokolija, dok kod lis¢a kupusa nije (Tabela 8).

Efekat ultrazvu¢nog predtretmana pre alkaline ekstrakcije se moze pripisati kavitaciji mehuri¢a
koja olakSava naruSavanje celijske membrane i posledicno dovodi do lakSeg oslobadanja
proteina. Medutim, u ovom sluc¢aju moze se zakljuciti da primena ultrazvu¢nog pretretmana nije

odgovarajuci za sve tipove sirovina, i samim tim moze da dovede do denaturacije proteina.

Medutim, rezultati za protein lis¢a karfiola dobijeni od strane Yang i sar., (2017) pokazuju da
primenom ultrazvu¢nog pretretmana znacajno dolazi do povecanja sadrzaja proteina (72%) i
proteinskog ekstrakcionog prinosa (53%), i oni su znatno visi u odnosu na rezulate proteina lis¢a
karfiola koji su prikazani u Tabeli 8. Poredenjem sa drugim izvorima dobijeni sadrzaj proteina je

slican vrednostima koji su opisali Hojila-Evangelista i sar., (2016) za lis¢e lucerke (60%).
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5.2.1. 1. Funkcionalne osobine proteina li§¢a dobijenih ultrazvu¢nim predtretmanom
Rastvorljivost, kao jedna od najvaznijih funkcionalnih osobina koja uti¢e na sve ostale osobine je

takode ispitana i kod proteina liS¢a dobijenih primenom ultrazvu¢nog pretretmana u cilju

utvrdivanja efikasnosti predtretmana na poboljsanje funkcionalnih osobina.

5.2.1.1.1. Rastvorljivost

Rastvorljivost proteina li§¢a primenom ultrazvuénog predtretmana (UZ) karfiola, kupusa,

brokolija i cvekle u opsegu pH vrednosi od 2 — 10 prikazana je na Slici 24.

Rastvorljivost

;
6
5
=K m Brokoli UZ
?ED 3 m Kupus UZ
’ - + Karfiol UZ
* m Cvekla UZ

Slika 24. Rastvorljivost proteina lis¢a brokolija, cvekle, karfiola i kupusa dobijenih ultrazvucnim

pretretmanom

Svi ekstrahovani uzorci proteina lis¢a pokazali su medusobno sli¢an trend rastvorljivosti u
funkciji od pH. Rezultati pokazuju da je najveca rastvorljivost za protein lis¢a pri pH 10, medu
kojima se isti¢e protein lis¢a cvekle (5,5 mg/ml), zatim Karfiola (2,47 mg/ml), kupusa (2,43
mg/ml) i brokolija (2,09 mg/ml). Sa Slike 24 moze se primetiti da je rastvorljivost za sve uzorke
skoro ista u opsegu pH 2 — pH 6, a minimalna rastvorljivost je izmedu pH 4 — 6 (0,3 mg/ml - 0,5

m/ml). Sli¢no tome, najniza rastvorljivost proteina Mung pasulja je u opsegu pH 4 — 5 (Du i sar.,
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2018), kao 1 najmanja rastvorljivost za protein liS¢a lucerke uocava se u kiseloj sredini, dok je
ona najveca u alkalnoj sredini (Hojilla-Evangelista i sar., 2016). Za razliku od rastvorljivosti
uzoraka koji su su dobijeni klasi¢nom alkalnom ekstrakcijom (Slika 18) moze se re¢i da je
rastvorljivost proteina liS¢a primenom ultrazvu¢nog predtretmana daleko niza u alkalnoj sredini,
Sto ukazuje na to da ultrazvuéni predtretman nije doveo poboljsanja funkcionalnih osobina, ve¢
je doveo do promena (denaturacije) proteina koji se odrazavaju na manju rastvorljivost ovih

uzoraka.

5.2.1.2. Unapredenje proteinskog prinosa primenom enzimskog predtretmana

Kao $to je ve¢ reCeno u ovoj podcelini disertacije bi¢e opisana efikasnost enzimskog
predtretmana pri ekstrakciji proteina primenom razli¢itih koncentracija enzimskog kompleksa
celulitickih i pektolitickih enzima (Viscozyme®L i Vinozyme®). U ispitivanju primene
enzimskog predtretmana izabrano je samo lis¢e karfiola i brokolija zbog njihove kompleksne

strukture (celuloze i pektina).

5.2.1.2.1. Hemijski sastav

Za ova ispitivanja koriS¢ene su sirovine koje poti€u sa drugog lokaliteta. Hemijski sastav

koris¢enog lis¢a je predstavljan u Tabeli 9.

Hemijski sastav

Uzorak List karfiola List brokolija
Vlaga (%) 85,68+0,30 85,43+0,06
Ukupna suva materija 14,26+0,34 14,54+0,67
*Pepeo(%) 15,82+0,06 16,95+0,29
*“Sadraj proteina (%) 31,00+1,32 30,67+0,57
*Masti (%) 1,73+0,07 0,63+0,03
“Ukupni Seéeri (%) 51,43+0,68 51,75+0,63

*@/100g suve materije

Tabela 9. Hemijski sastav lis¢a karfiola i brokolija
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Na osnovu prikazanih rezultata vidi se da je procenat vlage u svezem liS¢u karfiola i brokolija
bio oko 85%, $to je u skladu sa podacima opisanim u literaturi (Yang Xu i sar., 2017). Takode, u
Tabeli 9 je prikazano da je sadrzaj proteina za liS¢e karfiola i brokolija oko 31%, §to je priblizno
literaturnim podacima (Tenorio i sar., 2018) koji tvrde da je sadrzaj proteina u liS¢u uglavnom
izmedu 16 1 29%. Dobijeni sadrzaj proteina je veci od onih koji su zabelezeni kod lis¢a jackfruita
(24,06%) (Chalredon i sar., 2021) lucerke (25,75%) (Zhengjun Xie i sar., 2008), Secerne repe
(24,02%) (Ayca Akyuz i Seda, 2021), a blizak onima opisanim za lis¢e Moringu Olefira 28,7%
(Teixeira i sar., 2014) i 31,4% (Nouman i sar., 2016). Medutim, veoma je vazno napomenuti da
hemijski sastav, a posebno sadrzaj proteina u listovima varira medu nau¢nim studijama. To se
deSava usled razli¢itih geografskih regiona odakle potic¢u biljne vrste a znacajan uticaj ima i

klima, vremena zetve i razlike izmedu sortnih vrsta i karakteristika poljoprivrednog gajenja.

5.2.1.2.2. Uticaj koncentracije enzimskog kompleksa na ekstrakcioni prinos proteina

U prethodnom poglavlju je prikazano da su prinosi ekstrakcije proteina za lis¢e brokolija i
karfiola bili prili¢no niski, $to smanjuje potencijal za primenu na industrijskom nivou (Sedlar i
sar., 2020). Zbog toga ovaj proces ekstrakcije je unapreden primenom enzimskog predtretmana
pre alkalne ekstrakcije radi poboljSanja oslobadanja proteina iz biljnih ¢elija. Prema Nadar i sar.,
(2018) celijski zid biljne ¢elije sastoji se od sloZzene strukture, usled ¢ega je ekstrakcija proteina
znatno otezana. Celuloza, hemiceluloza, pektin i glikoproteini formiraju strukturnu mreZu oko
proteina i otezavaju njihovo oslobadanje, §to daje niske prinose proteina (Ayca AKyuz i Seda,

2021).

Ispitan je uticaj enzimskog postupka kao predtretmana alkalnoj ekstrakciji proteina iz lis¢a
karfiola i brokolija. U postupku ekstrakcije primenjen je enzimski kompleks koji se sastoji od
kombinacije dve vrste enzimskih preparata Viscozyme®L (celuliticki) i Vinozyme®
(pektoliticki). Enzimski kompleks je primenjen u tri razli¢ite koncentracije enzim-supstrat (E/S)
odnosa (0,2%, 2,5% i 4,8% Viscozyme®L zajedno sa 0,2%, 2,5% i 4,8% Vinozyme®).

Istovremeno je izvedena ekstrakcija bez prisustva enzima kao kontrolni uzorak.

Na Slici 25 predstavljeni su ekstrakcioni prinosi proteina liS¢a karfiola i brokolija dobijenih

postupkom enzimske ekstrakcije proteina:
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Slika 25. Ekstrakcioni prinos proteina lis¢a karfiola i brokolija za kontrolne uzorke 0% (C)i

nakon enzimske ekstrakcije u tri razlicita E/S odnosa (0,2%, 2,5% i 4,8%)

Prema Slici 25, efikasnost enzimskog predtretmana u direktnoj je korelaciji sa primenjenom
koli¢inom enzimskog kompleksa, ¢ime se postize najveci prinos proteina, za oba biljna izvora, sa
odnosom E/S od 4,8%. Inicijalni prinosi proteina su veoma niski (5,53% za protein li§¢a karfiola
i 20,3% za protein lis¢a brokolija), pri ¢emu je nakon povecanja koncentracije enzima efikasnost
enzimskog predtretmana povecana za 10% (15% za protein lis¢a karfiola, 30% za protein lis¢a
brokolija) za oba izvora. PoboljSanje prinosa ekstrakcije proteina posledica je celuliticke i
pektoliticke aktivnosti primenjenih enzima (Shima i sar., 2021). Dezintegracija Celijskog zida
¢ini (obezbeduje) intracelularne materijale pristupacnijim za ekstrakciju, a efikasnost enzimskog
pretretmana se vise odrazila na uzorke brokolija, gde je postignut veci ekstrakcioni prinos. Sli¢ni
rezultati ekstrakcije proteina kao i za otpadno lis¢e karfiola uoceni su i kod listova Moringa
Oliefira (14,2%) (Teixeira i sar., 2014) nakon optimizacije parametara enzimske ekstrakcije.
Ipak, prikazani rezultati su nizi od prinosa proteina koji su postignuti za lis¢e Secerne repe (Ayca
Akylz i Seda, 2021), gde je efikasnost poveéana za 43,27% sa primenom enzimskog

predtretmana u procesu ekstrakcije proteina.

Sadrzaji proteina u dobijenim proteinima lis¢a karfiola i brokolija pri razli¢itim E/S odnosima

kao i u kontrolnim uzorcima 0% prikazani su u Tabeli 10.
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Koncentracija enzimskog kompleksa

Proteini lis¢éa Kontrola 0% E/S 0,2% E/S 2,5% E/S 4,8%
Karfiol 53,81+0,29 48,23+0,55 66,36+0,12 77,27+0,14
Brokoli 52,63+0,41 52,03+0,43 63,46+1,07 84,66+0,51

Tabela 10. Sadrzaj proteina u proteinima lis¢a dobijenim enzimskom ekstrakcijom pri razlicitom

E/S odnosima enzimskog kompleksa (0,2%, 2,5%,4,8%) iu kontrolnim uzoracima 0%

Sadrzaj proteina za karfiol pri E/S odnosu 4,8% je 77,27%, a za list brokolija je 84,66%. Moze se
zakljuciti da je pri najve¢em E/S odnosu 4,8% najveci sadrzaj proteina u oba izvora. Vrednosti
za sadrZaj proteina za liS¢e karfiola dobijen pri E/S odnosu 4,8%, uvecan je za 23%, a sadrZaj za
lis¢e brokolija uvecan je za 32% u odnosu na kontrolu. Dakle, moze se zakljuciti da celuliticki i
pektolitiki kompleks enzima Viscozyme®L i Vinozyme® znaGajno uti¢e na povecanje
ekstrakcionog prinosa proteina i sadrzaja proteina i kod karfiola i brokolija i da je navisi pri E/S
odnosu 4,8%. Sto znadi da je ova koncentracija enzima dovoljna da dovode do znadajne
dezintegracije c¢elijskog zida lis¢a i karfiola i brokolija pa samim tim dovodi i do olaksane

ekstrakcije proteina.

5.2.1.2.3. Karakterizacija proteina liS¢a dobijenih enzimskim predtretmanom
U cilju pracenja efikasnosti enzimskog pretretmana pri ekstrakciji proteina liS¢a karfiola i

brokolija izvrSena je i Kkarakterizacija proteina primenom SDS-elektroforeze i FTIR

spektrometrije.
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5.2.1.3.1. SDS-elektroforeza

Elektroforetski profil svih proteina lis¢a dobijenih ekstrakcijom uz pomo¢ enzima, kao i
kontrolnih uzoraka, prikazani su na Slici 26. Uoceno je da su polipeptidne trake imale veci
intenzitet u uzorcima dobijenim sa ve¢im E/S odnosom, posebno pri 4,8% E/S, gde je intenzitet
bio najveéi za oba izvora (linijja KA4,8% 1 linija BR4,8%), takode prate¢i porast procenata
njihovog ekstrakcionog prinos proteina. Ovo ukazuje na to da koncentracija enzima E/S 4,8%
moze dovesti do efikasnije dezintegracije ¢elijskog zida 1 na taj nacin pomo¢i oslobadanju vece
koli¢ine proteina. Prema Slici 26, ovaj enzimski uticaj se najviSe odrazava na protein liS¢a

brokolija, gde su polipeptidne trake imale najveci intenzitet.

66 KDa

45KDa
36 KDa
29KDa
24 KDa

§ N in i

20 KDa

14KDa

LS

KA0% KA0.2% KA2.5% KA4.8% BR0% BR0,2% BR2.5% BR4.8% S
Slika 26. SDS-PAGE profili proteina lis¢a karfiola i brokolija dobijenih primenom razlicitih
koncentracija enzimskog kompleksa

Sve uzorke karakteriSe prisustvo traka kako manjih tako i vec¢ih molekulskih masa. Prisustvo
proteinske trake na 20 kDa je zajedniCko za Sve testirane uzorke, najverovatnije koji pripadaju
globulinskoj frakciji proteina, i 14 kDa, koji odgovaraju albuminskoj frakciji proteina. Ovaj
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rezultat je u skladu sa prethodnim rezultatima, za proteine liS¢a karfiola i brokolija koji su
dobijeni bez upotrebe predtretmana (Slika 16). Detektovane su i druge proteinske trake koje
odgovaraju molekularnoj masi od oko 25 kDa, 30 kDa, 32 kDa i 45 kDa.

5.2.1.3.2. FTIR spektrometrija proteina liS¢a dobijenih enzimskim predtretmanom

Kao $to je ve¢ napomenuto, FTIR predstavlja efikasnu tehniku koja se koristi za procenu
sekundarne strukture proteina. Spektri u opsegu od 500—4000 cm—1 koriS¢eni su za identifikaciju
funkcionalnih grupa proteina liS¢a brokolija i1 karfiola dobijenih enzimskim predtretmanom.
Takode, FTIR metoda sluzi i za pracenje uticaja koncentracije primenjenog enzimskog
kompleksa. FTIR spektri svih proteina lis¢a ekstrahovanih koris¢enjem razli¢itih koncentracija

enzima i kontrolnih uzoraka prikazani su na Slici 27.
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Slika 27. FTIR spektri (a) proteina lis¢a brokolija i (b) proteina lis¢a karfiola dobijenih
primenom razlicitih koncentracija E/S odnosa pri ekstrakciji proteina

Karakteristi¢na infracrvena apsorpciona traka ovih proteina uglavnom ukljucuje amid A (3270
cm— 1), amid B (2920 cm—1 ), amid [ (1632 cm— 1 ), amid II (1516 cm— 1), 1 amid III strukture
(1218 cm—1). Amid A struktura je Cesto povezana sa vibracijama istezanja amino grupa i
vodoni¢nih veza na polipeptidu, obi¢no na talasnoj duzini od 3000-3700 cm—1 [30], a amid B

sa pikovima u oblasti 2800-3000 cm-1 koje nastaje usled adsorpcije rastezanja C — H veze
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(Secundo i sar., 2005). Amid I, Il i 1l su veoma korisni u razumevanju sekundarne strukture
proteina. Amid | struktura je rezultat vibracije istezanja karbonilne grupe, dok je amid Il
struktura rezultat vibracije istezanja amino grupe. U poredenju sa proteinima lis¢a koji su
dobijeni bez predtretmana (Slika 17), moze se re¢i da poseduju skoro isti apsorpcioni spektar
proteina kao i proteini dobijeni primenom enzimskog pretretmana, i da dolazi do podudarnosti

izmedu karakteristicnih apsorpcionih traka na istom opsegu talasnih duzina spektra.

Kako se koncentracija E/S odnosa povecavala, karakteristi¢ni pikovi amida A, amida B, amida I,
II, TIT pokazivali su vece apsorpcione brojeve. Iste veze imaju jaci intenzitet apsorpcije pri veéim
E/S odnosima, verovatno zbog znacajnijeg broja istih veza prisutnih u proteinima lista. I spektri
proteina li§¢a brokolija i karfiola spektri pokazali su izuzetak sa E/S odnosom od 0,2%, koji ima
nizu vrednost apsorpcije pika od kontrole, Sto je posledica manjeg sadrzaja proteina. Medutim,
spektri oba proteina lista dobijeni sa odnosom E/S od 4,8% imaju najveéu apsorpcionu vrednost,
Sto je skladu sa njihovim prinosom ekstrakcije.

5.2.1.4. Aminokiselinski sastav proteina li§¢a dobijenih enzimskom ekstrakcijom

Nutritivna vrednost proteina odredena je sadrzajem aminokiselina kao i fizioloskog iskoris¢enja
aminokiseline nakon apsorpcije, varenja i minimalnih stopa oksidacije. Stope oksidacije
aminokiselina su relativno niske sve dok njihova utroSena koli¢ina ne premasi koli¢inu potrebnu
za sintezu proteina (Friedman et al., 1996). Dostupnost aminokiselina varira u zavisnosti od

tretmana obrade, izvora proteina i interakcija sa drugim komponentama matriksa hrane.

Osnovni koncept esencijalnosti aminokiselina predstavlja temelj za sve metode procene kvaliteta
proteina. Aminokiseline se dele na osnovu njihove relativne ili apsolutne brzine sinteze proteina

in vivo:
(a) esencijalne: valin, triptofan, treonin, fenilalanin, metionin, lizin, leucin, izoleucin i histidin;
(b) uslovno neesencijalne: tirozin, cistein i arginin;

(c) neesencijalne: serin, prolin, glicin, glutaminska Kiselina, glutamin, asparaginska kiselina,

asparagin i alanin (Volpi, Kobaiashi, Sheffield-Moore, Mittendorfer, i Volfe, 2003).

Esencijalne aminokiseline se ne mogu sintetisati u ljudskom organizmu pa se moraju unositi

isklju¢ivo putem ishrane. Unos ovih kiselina putem hrane nadoknaduje telesni gubitak azota i
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odrzavanje proteinske mase, pruza strukturnu i funkcionalnu osnovu za odrzavanje i rast
organizma Nutritivni kvalitet takode zavisi od odnosa 1 koncentracije sastavnih aminokiselina
koje &ine protein. Sto je veéi odnos esencijalnih aminokiselina, veéi je kvalitet ili bioloska
vrednost proteina. Takode, zastupljenost odredene aminokiseline u proteinu takode ima veliki

znacaj za procenu kvaliteta proteina.

Koli¢ina proteina koja je neophodna da zadovolji potrebe u ljudskoj ishrani preporucena je
odgovaraju¢im vodi¢cima (WHO/FAO/UNU Expert Consultation 2007). Preporuceni unos
proteina za zdravu odraslu osobu koja ima minimalnu fizicku aktivnost je 0,8 g proteina/kg

telesne

tezine na dnevnom nivou. Aminokiselinski sastav proteina li§¢a karfiola i proteina lisca
brokolija, dobijenih nakon enzimskog predtretmana pri odnosu E/S od 4,8%, i u kontrolnim
uzorcima prikazan je u Tabeli 11. Moze se zaklju¢iti da je ukupna aminokiselinska kompozicija
povecana kod oba izvora proteina primenom enzimskog predtretmana. Kod proteina liS¢a
karfiola iznosi 48% dok kod proteina lis¢a brokolija 44,5%. Najzastupljenija aminokiselina je
asparaginska kiselina u svim uzorcima, zatim leucin koja je jedna od esencijalnih aminokiselina
razgranatog lanca neophodna za formiranje hemoglobina dok su u najmanjem sadrzaju prisutni

prolin i cistein.

Koli¢ina esencijalnih aminokiselina kao procenat ukupnog sadrzaja aminokiselina je iznad 40%
za sve uzorke (za enzimski protein lis¢a karfiola - 42,60% a za enzimski protein lis¢a brokolija -
43,62%). Takode, odnos esencijalnih prema neesencijalnim amino kiselinama prelazi vrednost
od 0,6 (0,65 - 0,78). Oba posmatrana parametra su bila iznad standardnih vrednosti koje
preporuc¢uje FAO/WHO 2007. Sli¢ni rezultati u literaturi opisani su takode za proteine izolovane
1z otpadnog liS¢a karfiola, gde je zastupljenost esencijalnih amino kiselina 43,25% u odnosu na
ukupni sadrzaj aminokiselina, a odnos esencijalnin aminokiselina prema neesencijalnim

aminokiselinama bio 0,76. (Yang Xu i sar., 2017)

Jedno od glavnih ogranienja za upotrebu biljnih proteina u ljudskoj ishrani je njihov
neizbalansiran aminokiselinski sastav ref. Stoga, uprkos njihovim razlikama u sadrzaju
aminokiselina, potrebno je ista¢i da se sve vrste ispitanih proteina lis¢a (Tabela 11) prema

WHO/FAO/UNU Expert Consultation 2007 mogu da posluze kao visokokvalitetan izvor
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proteina i mogli bi znac¢ajno doprineti uravnotezenoj ishrani. Takode, moze se re¢i da lis¢e koje
predstavlja otpad nakon uzgoja i branja karfiola i brokolija predstavljaju alternativni izvor koji

moze da zadovolji potrebe za proizvodnju prehrambenih proizvoda sa izbalansiranim

aminkiselinskim sastavom.
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. Enzimski Kontrola L
g/100g LP K;;g:;s;;t;l:a tretman (lis¢e | proteina (lisée E (?izglctzs})ljot,:i;?an
karfiola) brokolija) @)

Treonin (The)* 2,25 3,60 2,69 3,55
Valin (val)* 3,02 3,87 3,57 3,60
Metionin (Met)* 1,13 1,16 1,05 0,85
Izoleucine (lle)* 2,60 3,40 3,14 3,41
Leucin (Leu)* 3,66 4,15 4,12 3,82

Fenilalanin (Phe)* nd nd nd nd
Histidin (His)* 1,26 1,18 1,30 1,26
Lizin (Lys)* 2,92 3,11 0,016 2,94

Triptofan (Trp)* no no no no
2352‘:";19222';6)‘ 4,73 6,83 5,43 6,19
Serin (Ser) 1,92 3,12 2,16 2,88
E;:Itli':'("é‘r:) 3,24 3,52 3,78 3,56
Proline (Pro) 0,32 0,07 0,13 0,02
Glicin (Gly) 2,77 3,46 3,07 3,19
Alanin (Ala) 2,70 3,06 2,71 2,76
Cistein (Cys) 0,11 0,13 0,12 0,26
Tirozin (Tyr) 2,43 4,26 3,28 3,29
Arginin (Arg) 3,13 3,13 3,68 2,96
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. Enzimski Kontrola L
Kontrola proteina . . . Enzimski tretman
g/100g LP (lisce karfiola ) tretman (lis¢e | proteina (lis¢e (lisce brokolija)
karfiola) brokolija) /
Ukupne amino
kiseline (TAA) 38,19 48,05 40,25 44,54
JEAA* 16,84 20.47 15.88 19,43
INEAA 21,35 27.58 24.37 25,11
YEAA/ ZNEAA 0,78 0.74 0.65 0,77

Tabela 11. Aminokielinski sastav proteina lis¢a karfiola i brokolija dobijenih enzimskom

ekstrakcijom pri E/S odnosu 4,8%, zajedno sa kontrolnim uzorcima (g/100g LP)

no:nije odredivan, nd: nije detektovan, *esencijalne aminokiseline, YXEAA*: Ukupni sadrzaj

esencijalnih aminokiselina, ) NEAA: Ukupan sadrzaj neesencijalnih aminokiselina, XEAA/

2NEAA : odnos esencijalnih i neesencijalnih aminokiselina

5.2.1.5. Funkcionalne osobine proteina li§¢a dobijenih enzimskim pretretmanom

Rastvorljivost, kao jedna od najvaznijih funkcionalnih osobina ispitana je kod proteina lis¢a

primenom enzimskog pretretmana, sa ciljem prac¢enja unapedenja ove funkcionalne osobine.

5.2.1.5.1. Rastvorljivost proteina liS§¢a dobijenih enzimskom ekstrakcijom

Rastvorljivost proteina je odredena za sve uzorke proteina lis¢a dobijene sa razli¢itim E/S

odnosima koji se koriste u ekstrakciji uz pomo¢ enzima. Medutim, najvecu rastvorljivost su

pokazali proteini lis¢a dobijeni sa koncentracijom enzima pri odnosu E/S 4,8%. Njihov pH profil

rastvorljivosti (pH 2 - pH 11) prikazan je na Slici 28.

114




45
40 ® Brokoli 4,8% = Kontrola 0%
35
30
25
20
15
10

Rastvorljivost (mg/ml)

(a)

w
]

w
o

m Karfiol 4,8%  m Kontrola 0%

Rastvorljivost (mg/ml)
& & 8 &

ol

(b) pH

Slika 28. Profil rastvorljivosti proteina lis¢a dobijenih enzimskom ekstrakcijom (a) lis¢a

brokolija 4,8% i kontrolnog uzorka 0% (b) lis¢a karfiola 4,8% i kontrolnog uzorka 0%

Generalno, rastvorljivost je vec¢a u alkalnoj nego u kiseloj sredini gde se minimalna rastvorljivost
javlja izmedu pH 2 - 6. Dalje, rastvorljivost proteina lis¢a pokazala je linearni porast u alkalnoj
sredini (pH 8 — pH 11), §to je sli¢no literaturnom izvestaju o rastvorljivosti proteina lis¢a lucerke

(Hadidi i sar., 2020) Stavise, doslo je do znafajnog poboljSanja u poredenju sa kontrolnim
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uzorkom. Najveca rastvorljivost za protein lis¢a brokolija 4,8% je na pH 10 i iznosi 36,4 mg/ml,
a za protein lis¢a karfola 4,8% je na pH 11 1 iznosi 29,4 mg/ml, a €ak je 10 puta veca u poredenju
sa kontrolnim uzorkom (2,55 mg/ml). Moze se zakljuc¢iti da su veée koncentracije enzima
pokazale bolje rezultate u rastvorljivosti proteina liS¢a, §to moze da dovede do poboljSanih
funkcionalnih osobina u smislu emulgovanja, formiranja pene ili zeliranja (Manoji i sar., 2021).
U poredenju sa prethodnim rezultatima (Slika 18), rastvorljivost proteina lis¢a karfiola i
brokolija je znacajno vecéa u alkalnoj sredini, dok u Kkiseloj sredini ne postoji bitna razlika u
rezultatima. Takode, u odnosu na rastvorljivost proteina lis¢a karfiola i brokolija dobijenih
ultrazvu¢nim predtretmanom (Slika 24), moze se re¢i da je doSlo do znacajnog povecanja
rastvorljivosti u alkalnoj sredini. Jedan od razloga za bolju rastvorljivost generalno, moze se
objasniti time da enzimski predtretman nije naruSio inicijalnu strukturu proteina zbog blagih
uslova u kojima deluje (Maryam i sar., 2021), a drugi je pozitivna korelacija izmedu prinosa

proteina i rastvorljivosti.

5.2.1.6. Odredivanje sadrzaja ukupnih fenola kao parametra za pracenje Cistoe proteina

Funkcionalnost proteina u velikoj meri odredena je njihovom rastvorljivos¢u, ¢istoCom uzorka 1
vezanim polifenolima, koji su obi¢no uzro¢nici problema koji se tiu tamne boje, nepovoljnog

ukusa i slabe svarljivosti, upravo zbog formiranja kompleksa polifenol — protein.

U ovom radu odredivanje sadrzaja ukupnih fenola posluzilo je za odredivanje stepena
preciS¢enosti proteina. Sam postupak dobijanja je podeljen u 5 faza: Faza 1 - primena enzimskog
predtretmana liS¢a, Faza 2 - alkalna ekstrakcija proteina na pH 10 - 11, Faza 3 - taloZenje
proteina na pH 4, Faza 4: dekantovanje supernatanta i ponovno rastvaranje taloga na pH 10-11 a
zatim ponovno taloZenje proteina na pH 4, Faza 5 — dekantovanje supernatanta i ponovno

rastvaranje taloga na pH 10-11 a zatim ponovno talozenje pH 4.
Ukupni fenoli su odredeni u svakoj od ovih fazi i prikazani su na Slici 29.

Generalno, sa Slike 29 jasno se moze videti da se u fazama 4 i 5 (faze pre¢iS¢avanja) sadrzaj
ukupnih fenola drasti¢no smanjuje, §to ukazuje na to da je protein u velikoj meri osloboden

slobodnih fenolnih komponenata .
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Ukupni fenoli - karfiol
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Faze eksperimenta

Slika 29. Sadrzaj ukupnih fenola u razlicitim fazama enzimske ekstrakcije proteina iz liséa

karfiola i brokolija

Najvec¢i sadrzaj ukupnih fenola za list karfiola je u trecoj fazi eksperimenta (nakon talozenja
proteina) pri koncentraciji enzimskog kompleksa od 2.5% Viscozyme®L i Vinozyme® i iznosi
1,56 mg/g lis¢a, a najvedi sadrzaj ukupnih fenola za list brokolija je u drugoj fazi ekstrakcije
(nakon alkalne ekstrakcije) i pri koncentraciji enzimskog kompleksa od 0.2% Viscozyme®L i
Vinozyme® i iznosi 3,09 mg/g lis¢a, pri uslovima eksperimenta. Takode iz Slike 29 moze se

videti da je koli¢ina ukupnih fenola znatno vecéa kod lista brokolija, nego kod lista karfiola.
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5.3. Ugradnja proteina dobijenih iz otpadnog liS¢a brokolija u

prehrambeni matriks

U ovom poglavlju doktorske disertacije ispitan je potencijal proteina lis¢a brokolija kao
funkcionalnog sastojka prehrambenog proizvoda. Protein lista brokolija je implementiran u dve
formulacije matriksa: glutenski i bezglutenski kreker. Ugradnja proteina u matriks izvrSena je u
dva nivoa koncentracije, a dobijenim krekerima ispitane su fizicko — hemijske karakteristike,
senzorska ocena i ukupna dopadljivost proizvoda. Takode, ispitana je svarljivost primenom in
vitro digestije, a u uzorcima dobijenih hidrolizata odredena je antioksidativna aktivnost, kao i
sadrzaj ukupnih fenola. Takode, prikazan je i elektoforetski profil uzoraka pre i nakon in vitro

digestije ovih inovativnih formulacija.

U prethodnim poglavljima opisano je dobijanje proteina iz otpadnog lis¢a Cetiri vrste povréa kao
1 unapredenje metode ekstrakcije radi dobijanja veceg prinosa proteina i veceg sadrzaja proteina
u samom izolatu. Medutim, kako su ekstrakcioni prinosi i dalje nedovoljni za potrebe ugradnje
proteina lis¢a u prehrambeni matriks, u cilju proizvodnje vece koli¢ine upotrebljena je “scale
up ” proizvodnja, primenom poluindustrijskog ekstraktora opisanom u 4. poglavlju ove doktorske
disertacije. Kao biljni izvor za ove potrebe odabrano je otpadno liS¢e brokolija, zbog dobrih
funkcionanih karakteristika izolovanog proteina, kao i povoljnih bioaktivnih svojstava nakon in
vitro digestije $to ga ¢ini pogodnim za implementaciju u prehrambeni matriks. Protein lis¢a

brokolija dobijen na ovaj nacin, ima sadrzaj proteina 45%.

Krekeri su formulisani kao glutenski - sa odredenim nivoom supstitucije integralnog pSeni¢nog
braSna, 1 bezglutenski — sa odredenim nivoom supstitucije brasna od leblebije sa proteinom liS¢a
brokolija a u cilju dobijanja nutritivno vrednog funkcionalnog proizvoda i odgovarajucih fizicko
— hemijskih i senzorskih osobina. Supstitucija je izvrSena sa dve razli¢ite koncentracije proteina
lis¢a brokolija (Slika 30) 10% (PP10, LP10) i 15% (PP15, LP15), a novokreirani krekeri su
poredeni sa kontrolnim uzorkom krekera sa integralnim pSeni¢nim brasnom (K1), 1 braSnom od
leblebije (K2) u cilju ispitivanja potencijala inkorporiranih proteina sa nutritivnog i senzorskog

aspekta kvaliteta.
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PP10 PP15

K2 LP10 LP15

Slika 30. Krekeri integralnog psenicnog brasna obogaceni sa proteinom lis¢a brokolija 10%
(PP10), 15% (PP15), i krekeri sa brasnom od leblebije obogaceni sa proteinom lis¢a brokolija
10% (LP10), 15% (LP15) zajedno sa kontrolnim uzorcima (K1, K2)
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5.3.1. Nutritivni profil krekera

Hemijski sastav krekera sa integralnim pSeni¢nim brasnom (PP10, PP15) i brasnom leblebije

(LP10, LP15) obogacenih sa proteinom liS¢a brokolija prikazan je u Tabeli 12.

Parametar K1 PP10 PP15 K2 LP10 LP15
Vlaga (%) 741+004 | 7,00+004 | 711+0,07 | 562+004 | 544+006 | 505 +0,05
Pepeo (%) 1,83+0,03 | 2,38+0,01 | 2,91+0,00 | 2,80+0,01 | 3,34+0,02 | 3,69 +0,01
Masti (%) | 13.86+0,11 |14,05+0,10 | 14,67+0,06 | 17,33+0,05 | 17,20 +0,10 12’01521'
. 19,55 +
Proteini (%) | 11,96+0,04 |14,35+0,10 | 16,03 +0,08 | 16,61+0,08 | 18,56 +0,11 oo
Vlakna (%) 6,77+0,11 6,09+0.21 | 5,76+0.09 | 10,05+0,09 | 9,12+0,08 | 854+0,12
Ugljeni 58,17+0,33 | 56,13+0,25 | 53,53+0,30 | 47,60£0,28 | 46,35+0,36 | 46,14+0,23
hidrati (%)
Energetska
vrednost 419 421 422 433 433 433
(kcal)

Tabela 12. Hemijski sastav krekera pripremljenih sa integralnim psenicnim brasnom obogacenih

sa proteinom lis¢a brokolija (PP10, PP15) zajedno sa kontrolom K1, i sa brasnom leblebije
(LP10, LP15) zajedno sa kontrolom K2.

Na osnovu dobijenih rezultata moze se primetiti da se sa povecanjem nivoa supstitucije
osnovnog brasna proteinima liS¢a brokolija smanjuje sadrzaj vlage kao i sadrzaj ugljenih hidrata.
Rezultati vlage kao indirektnog pokazatelja kvaliteta i stabilnosti proizvedenih krekera su u
granicama vrednosti koje su prihvatljive za sadrzaj vlage za ovu vrstu proizvoda (14 g/100 g)

(Brasil, 1978).

Analiziranjem hemijskog sastava gotovih proizvoda moze se zakljuciti da je odabir sirovina
rezultirao proizvodnjom krekera obogacenih vlaknima i proteinima. Naime, svi kreirani krekeri
sadrze preko 6% vlakana tako se mogu smatrati proizvodima koji su bogati vlaknima u skladu sa
Pravilnikom o prehrambenim i zdravstvenim izjavama koje se navode na deklaraciji hrane (,,SI.
glasnik RS*, br. 51/2018 i 103/2018). Dodatak proteina lis¢a brokolija u slucaju krekera sa
integralnim pSeni¢nim braSnom, doprineo je povecanju sadrZaja proteina za oko 20% kod

uzoraka sa nivoom supstitucije od 10%, odnosno za oko 30% kod uzoraka krekera sa nivoom
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supstitucije od 15%, tako da se oba novokreirana krekera mogu smatrati izvorom proteina (s
obzirom da doprinose sa preko 13% i 15%, respektivno ukupnoj energetskoj vrednosti) u skladu
sa Pravilnikom o prehrambenim i zdravstvenim izjavama koje se navode na deklaraciji hrane
(,,SL. glasnik RS“, br. 51/2018 i 103/2018). Sto se ti¢e uzoraka bezglutenskih krekera moze se
primetiti da je sadrzaj proteina znacajno veci u poredenju sa krekerima sa integralnim pSeni¢nim
brasnom, $to je i o¢ekivano s obzirom da je brasno leblebije bogat izvor proteina (Jeeyup Han i
sar., 2010) pa samim tim proteini iz osnovne sirovine daju dodatnu vrednost celokupnom
sadrzaju proteina u krekerima. Takode, svi krekeri sa brasnom leblebije, nezavisno od prisustva
proteina lis¢a brokolija, se mogu smatrati izvorom proteina u skladu sa prethodno pomenutim

Pravilnikom o prehrambenim i zdravstvenim izjavama koje se navode na deklaraciji hrane.

Sadrzaj pepela znacajno raste (p < 0,05) kod obe vrste krekera u poredenju sa kontrolnim
uzorkom, kako procenat supstitucije proteina u krekerima raste. Sadrzaj pepela predstavlja
koli¢inu minerala u krekerima, pa se moze rec¢i da je to povecanje posledica povecanja sadrzaja
minerala koji poticu iz proteina liS¢a brokolija. Ovaj sadrzaj je znacajno manji od vrednosti u
prijavljenih u literaturi za razliCite vrste krekera (Marian i sar., 2015; Larissa Slongo Faccioli i
sar., 2021). Sadrzaj masti je uslovljen izborom sirovina za proizvodnju krekera. Bezglutenski
krekeri se odlikuju ve¢im sadrzajem masti, jer inicijalno, brasno leblebije sadrzi veéi procenat

masti.

5.3.2. Fizi¢ke karakteristike

Tokom pecenja krekera dolazi do promena u njihovim dimenzijama, kao i do narastanja, Sirenja
ili skupljanja samog testa. Fizicke karakteristike obe vrste krekera, ukljucujuci i procenat

narastanja i Sirenja testa nakon pecenja prikazani su u Tabeli 13.
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o Narastanje

Uzorak Dsr (mm) | Visina (mm) | Masa (g) | Ekscentricnost | Faktor Sirenja %)

0
K1 42,98+0,28 | 401+0,19 | 413+0,07 | 1,00+0,02 10,73+ 0,49 | 29,01 +6,00

26.63 +
PP10 | 42,20+0,33 | 4,12+0,23 | 408+0,07 | 1,01+0,01 10,26 £ 0,54 10.89

PP15 | 42,23+0,32 | 3,81+0,14 | 3,93+0,12 | 1,00+0,04 11,09+£0,39 | 18,70+8,88
K2 43,98 +0,16 | 4,26 +0,25 | 400+0,15| 1,00+0,02 10,34 £ 0,61 | 41,67 +8,56
LP10 43,78 +0,17 | 3,86 +£0,18 | 3,95+0,02 | 0,99 +0,01 11,35+0,52 | 40,46 + 3,43
LP15 43,62+0,06 | 3,81+0,21 | 3.87+0,07| 1,00£0,01 11,48 £ 0,67 | 35,00+9,54

Tabela 13. Fizicke karakteristike krekera sa psenicnim brasnom (PP) i brasnom leblebije (LP)
obogacenim proteinom lis¢a brokolija u dve razlicite koncentracije (PP10, PP15, LP10, LP15)

Na osnovu rezultata prikazanih u Tabeli 13. moze se zakljuciti da uzorci obe vrste krekera imaju
priblizno iste dimenzije precnika (Dsr) i ekscentri¢nosti, $to ukazuje da obogacivanje krekera
proteinima li§¢a brokolija nije doprinelo znacajnoj promeni oblika tokom pecenja (p > 0,05).
Promene koje su zapaZene ticu se visine krekera nakon pecenja, faktora Sirenja i narastanja
nakon pecenja. Visina kod obe vrste krekera (p < 0,05) znacajno opada, u poredenju sa
kontrolnim uzorkom. Rita Ru En Tay i sar. (2022) objavili su sli¢na zapazanja o uticaju dodatih
proteina surutke u formulaciju krekera na posmatrani pokazatelj kvaliteta. Prema tabeli X,
povecanje procenta supstitucije proteina lis¢a brokolija dovodi do povecanja faktora Sirenja.
Uzorci krekera PP15 1 LP15 su imali znacajno ve¢i faktor Sirenja, a posledi¢no i znacajno manji
procenat narastanja u poredenju sa kontrolom (K1, K2). Pretpostavlja se da poveéanje
koncentracije supstitucije proteina lis¢a brokolija dovodi do toga da testo krekera ima nizi
viskozitet, $to utie na to da se krekeri $ire brze tokom pecenja (Ho i Abdul Latif, 2016). Veci
faktor Sirenja dovodi do povecanja izlaganja povrSine krekera visokoj temperaturi tokom
pecenja, Sto objasnjava smanjenje procenta vlage u krekerima (Tabela X), tacnije dolazi do brzeg
oslobadanja vlage iz krekera. Ova veza se moze iskoristiti i za objaSnjenje zna¢ajnog smanjenja
mase krekera obogacenih sa proteinom liS¢a brokolija u poredenju sa kontrolom. Sli¢na studija

objavljena od strane grupe autora Singh, Singh, Sharma, i Sakena, 2003 takode je izvestila da se

122




faktor Sirenja povecao kako se povecavao sadrzaj proteina u keksu. Takode, ve¢i faktor Sirenja
proizvoda je posledica malog kapaciteta zadrzavanja vode, Sto ukazuje na to da protein lis¢a ima
nizi kapacitet zadrzavanja vode od upotrebljenih osnovnih brasna u formulacijama, $to je

pozeljno svojstvo u konditorskoj industriji (R.R. En Tay, T. Agatha, G. Somang i sar, 2022).
5.3.2. Bojakrekera

Boja je jedan od najvaznijih faktora za procenu kvaliteta nekog prehrambenog proizvoda i u
velikoj meri utie na prihvatljivost od strane potroSaca. Boja krekera okarakterisana je

instrumentalno pomocu parametara L*, a* 1 b* koji su prikazani u Tabeli 14.

Uzorak L*(D65) a*(D65) b*(D65)

K1 55,53 + 0,93 7,62 +0,52 25,94 + 0,37
PP10 37,50 + 0,83 3,22+0,15 17,95+ 0,64
PP15 33,22 +1,17 2,72 +0,26 15,14 £ 0,62
K2 73,88 0,91 3,42+0,13 42,61+0,23
LP10 47,13 +0,92 1,26 +0,18 23,74 +0,49
LP15 42,14 £0,72 1,40 +0,11 20,15 + 0,25

Tabela 14. CIE Lab hromatski parametri dve vrste krekera (sa integralnim psenicnim brasnom

PP i sa leblebijinim brasnom LP) obogacenih proteinom lista brokolija

Krekeri koji sadrze protein liS¢a brokolija, posedovali su neuobiajenu boju za ovu vrstu
proizvoda, $to je jasno uocljivo sa slike 1. Krekeri LP10 i LP15 imaju izraZzenu tamno - zeleno
do braon boju, a intenzitet boje se povecava sa povecanjem supstitucije osnovnog braSna
proteinom lis¢a brokolija od kojeg poti¢e. Krekeri PP10 i PP15 odlikuju se izrazenom tamno
braon bojom koja delom potice od boje brasna ali i od proteina lis¢a brokolija. Takode, braon
boja krekera moze biti 1 posledica Maillard-ove reakcije koja nastaje izmedu slobodnih amino-
grupa (Jeewanthi i sar., 2015) i prisutnih Secera tokom pecenja, formirajuci braon polimere ili

melanoidin (Laguna, Varela, Salvador, Sanz, & Fiszman, 2012). U prilog tome govori vrednost
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L*, koja znacajno opada (p < 0,05) sa povecanjem udela proteina lis¢a brokolija. Parametar a*
znacajno je ve¢i kod K1 kontrole izradene samo od integralnog psSeni¢nog brasna nego kod K2
kontrole izradene od brasna leblebije, ali svakako u oba slu¢aja znacajno opada sa povecanjem
supstitucije a razlog tome je povecanje udela zelene boje koja potice od proteina lis¢a brokolija u
obogacenim krekerima. Takode, parametar b*, kod obe vrste krekera opada, sa smanjenjem zute

boje prisutne u njima, a znacajno je ve¢i kod uzoraka krekera sa brasnom leblebijinim brasnom.
5.3.3. Teksturna svojstva krekera

Tvrdoca je definisana kao maksimalna sila potrebna za kompresiju hrane u funkciji vremena i
predstavlja jedan od znacajnih pokazatelja kvaliteta gotovog proizvoda. Prilikom kreiranja
proizvoda uvodenjem nutritivno vrednih sastojaka u proizvode na bazi pSeni¢nog brasna gde se
sadrzaj glutena kao glavnog nosioca strukture smanjuje a naroCito u slucaju bezglutenskih
proizvoda, postizanje prihvatljivih teksturnih svojstava gotovog proizvoda je od izuzetne
vaznosti. Teksturna svojstva, odnosno tvrdoca i lomljivost krekera kao rezultat varijacije koli¢ine
proteina lis¢a brokolija prikazani su na Slici 31. Generalno, dodatak proteina lis¢a brokolija
uticao je na smanjenje tvrdo¢e krekera, pri ¢emu je ono izrazajnije kod uzoraka krekera sa

integralnim pSeni¢nim brasnom.
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Slika 31. Parametri tvrdoce i lomljivosti dve vrste krekera (PP i LP) obogacenih proteinom lis¢a

brokolija
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Krekeri PP10 (1440,99) 1 PP15 (1462,42) imali su znacajno nizu (p < 0,05) tvrdo¢u u poredenju
sa K1 (1908,04), dok se tvrdo¢a kod PP10 i PP15 ne razlikuje statisti¢ki znacajno (p > 0,05).
Kod krekera LP15 (1255,54) tvrdoca se znacajno smanjuje (p < 0,05) u poredenju sa kontrolnim
uzorkom (1500,57). Rezultati teksturih svojstava ispitivanih uzoraka krekera su u skladu sa
rezultatima fizickih karakteristika krekera (visina i faktor Sirenja) pri ¢emu su uzorci sa manjom
visinom i ve¢im faktorom Sirenja ispoljili manju tvrdo¢u pod dejstvom sile. JoS jedan razlog za
smanjenje tvrdoc¢e krekera nakon dodavanja proteina liS¢a brokolija sa integralnim pSeni¢nim
brasnom moze biti usled nedovoljno razvijenog glutena u sistemu. Dodatak proteina verovatno
usporava formaciju glutenske mreze ogranicavanjem dostupne vode za stvaranje glutena, a time
smanjuje jacinu testa (Rita Ru En Tay, Talia Agatha, Gweon Somang, Oni Yuliarti, 2022).
Medutim, tvrdoca bezglutenskih obogacenih krekera (LP10, LP15) ne razlikuje se znacajno (p >
0,05) od kontrolnog uzorka, sto ukazuje na to da dodatak proteina nije imao znacajan uticaj na

0VO svojstvo matriksa.

Lomljivost kao teksturni pokazatelj ukazuje na lakocu s kojom ¢e se materijal slomiti pod
dejstvom sile (Sing, Sing, DZa, Rasane 1 Gautam, 2015). Lomljivost krekera PP10 (0,67 mm) 1
PP15 (0,64 mm) bila je znacajno manja u poredenju sa kontrolnim krekerom K1 (0,71 mm). U
sluc¢aju bezglutenskih krekera, prisustvo proteina lis¢a brokolija nije zna¢ajno uticao na vrednosti
lomljivosti te se moze pretpostaviti da sinergisticke interakcije proteina leblebije i lis¢a brokolija

nisu imala znacajan uticaj na pogorSavanje ovog teksturnog pokazatelja.
Senzorska analiza krekera

Senzorska ocena obe vrste krekera obogacenih proteinom lista brokolija uradena je sa ciljem
ispitivanja definisanih svojstava novih formulacija od strane ispitivaca. Kod primene razli¢itih
vrsta supstituenata u standardnim formulacijama i glutenskih i bezglutenskih krekera veoma je
bitna senzorska ocena razli¢itih parametara radi dobijanja korisnih podataka o konzumnoj

prihvatljivosti proizvoda, radi Sto lakSeg pribiZzavanja nove formulacije zahtevima trzista.

Ocenjivanje je sprovedeno od strane ekspertskog panela sastavljenog od deset ocenjivaca (6 zena
1 4 muSkarca, starosti od 25 do 40 godina) sa iskustvom u oceni senzorskog kvaliteta razlicitih
vrsta finih pekarskih proizvoda. Uzorci krekera su ocenjeni na nestrukturiranoj linearnoj skali od

0 do 100 mm, gde 0 ukazuje na nepostojanje svojstva a 100 na znatno izraZzeno Svojstvo.
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Rezultati deskriptivne senzorske analize obe vrste obogacenih krekera prikazani su dijagramom

“pauk” (Slika 32).

Pravilnost oblika —K1
Hrskavost 100.0 Ujednacenost boje PP10
Stepen rasftvaranja u kupni intenzitet mirisa
ustima e PP15
Zrmavost integralno pien. by
srmopsen. ——LP10
Tvrdoca Intenzitet mirisa LP15

(brokoli)

Intenzitet mirisa (brasno

leblebije)

Slika 32. Senzorska ocena obe vrste krekera primenom testa dopadljivosti

Porede¢i opaZene intenzitete za pojedina svojstva, uoCava se znacajna razlika senzorskih
karakteristika obe vrste obogacenih krekera sa proteinom lis¢a brokolija (PP10, PP15, LP10,
LP15) u poredenju sa odgovaraju¢im kontrolnim uzorcima (K1, K2). Kod krekera sa integralnim
pSeni¢nim brasnom obogacenih proteinom liS¢a najvece razlike u poredenju sa kontrolom
ogledaju se u, ujednacenosti boje, zrnavosti, intenzitetu mirisa, intenzitetu mirisa na brokoli,
intenzitetu gorkog ukusa, hrskavosti. Pravilnost oblika za PP10 i PP15 je veoma sli¢na ali je na
manjem nivou u odnosu na kontrolu K1. Ujednacenost boje najvise je izrazena kod PP15, zatim
kod PP10, a najmanja ujednacenost je kod kontrolnog uzorka K1, §to je posledica povecanja
koncentracije proteina lis¢a u formulaciji krekera (PP10, PP15) od kojeg poti¢e njihova tamno
zelena — braon boja. Pored ocekivanog mirisa na brokoli, sa porastom koncentracije proteina
lis¢a u formulaciji, raste i ukupan intenzitet mirisa krekera, a samim tim intenzitet mirisa na
integralno p3eni¢no brasno opada. Sto se ti¢e ukusa, ono po &emu se obogaéeni krekeri (PP10 i

PP15) izdvajaju od kontrolnog uzorka K1, je pojava gorkog ukusa, pri ¢emu sa porastom nivoa
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supstitucije ovo svojstvo postaje jaCe izrazeno. Gorak ukus potice od kompleksa polifenol —
protein koji se stvara u procesu talozenja proteina liS¢a, $to se negativno odrazava na aromu i
ukupnu dopadljivost prehrambenih proizvoda sa dodatkom proteina li§¢a §to ujedno i ograni¢ava
njegovu primenu u prehrambene svrhe (D’alvise, Lesueur-Lambert, Fertin, Dhulster, &
Guillochon, 2000; Yu i sar., 2016). Hrskavost je svojstvo koje povecava dopadljivost proizvoda,
a narocito ide u prilog proizvodu kao Sto je kreker. U slucaju ove vrste, hrskavost je ocenjena
znacajno izrazenijom kod obogacenih krekera (PP10, PP15) nego kod kontrolnog uzorka krekera

K1.

U slucaju bezglutenskih krekera obogacenih proteinom lis¢a brokolija (LP10, LP15) najvece
razlike u poredenju sa kontrolom ogledaju se u pogledu ujednaéenosti oblika, boje, intenziteta
mirisa i1 ukusa kao i zrnavosti i stepena rastvaranja u ustima. Porede¢i opaZene intenzitete za
pojedina svojstva, uocava se da krekeri sa dodatkom proteina poseduju manju pravilnost oblika,
veéu ujednacenost boje, veéi ukupan intenzitet mirisa i arome, vecu zrnavost i manju postojanost
arome u odnosu na kontrolni uzorak. Dodatak proteina je doprineo opazanju svojstava
karakteristi¢nih za ovaj dodatak a to su miris i aroma na brokoli kao i gorak ukus. Sa druge
strane, kod bezglutenskih krekera je opazen manji intenzitet pomenutih svojstava u odnosu na
obogacene krekere integralnog pseni¢nog brasnasa PP10 i PP15. Trend promene senzorski
utvrdenog svojstva tvrdoce je u skladu sa instrumentalno odredenim rezultatima za teksturu

krekera.

Dodatno, ocenjena je ukupna dopadljivost krekera (Slika 33) u pogledu izgleda, mirisa, ukusa,
arome i teksture koris¢enjem hedonske skale sa rasponom ocena od 1 do 9, gde je 1 — izuzetno

mi se ne svida, 5 — niti mi se svida niti mi se ne svida, 9 — izuzetno mi se svida.
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Slika 33. Ukupna dopadljivost obe vrste krekera (PP i LP) obogacenih proteinom lisc¢a brokolija

Sa dijagrama (Slika 33) jasno moze da se uoc¢i da je ukupna dopadljivost znacajno veéa kod
uzoraka krekera pripremljenih sa bragnom leblebije (K2, LP10, LP15). Sto se ti¢e parametara
dopadljivosti u pogledu izgleda, mirisa, ukusa, arome, strukture, i ukusa uzorci krekera sa
leblebijinim brasnom ocenjeni su sa najve¢im ocenama za razliku od krekera sa integralnim

pSeni¢nim braSnom. Uzorak krekera PP15 ima najmanje ocene parametara dopadljivosti.

Na osnovu senzorske analize novokreiranih krekera moze se zakljuciti da prilikom izrade
formulacije za proizvodnju krekera sa dodatkom proteina li§¢a brokolija veliku ulogu ima odabir
osnovne sirovine. Brasno leblebije se izdvojilo kao pogodniji izbor pri kreiranju formulacije $to
potvrduje i ocena ukupne dopadljivost krekera. Prisustvo brasna leblebije rezultiralo ve¢om
dopadljivoséu u pogledu gotovo svih analiziranih senzorskih svojstava a kao najznacajniji

pozitivan uticaj izdvojio se smanjenje intentziteta gorkog ukusa.
5.3.4. Invitro digestija

Simulacijom gastrointestinalnog trakta (GIT) coveka, primenom model sistema - in vitro
digestije ispitana je svarljivost obe vrste krekera obogacenih proteinom li§¢a brokolija. Prilikom
prolaska krekera kroz GIT praceno je njithovo ponaSanje u razli¢itim uslovima sredine (pH 1
jonska jacina), kao i uticaj na oslobadanje bioaktivnih peptida. In vitro digestija, simulirana je

tako da obuhvata sve faze varenja od usta do tankog creva, u prisustvu enzima (a-amilaze,
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pepsina i1 pankreatina), 1 zeludac¢nih i crevnih sokova. U prethodnim istrazivanjima disertacije,
prikazana je dobra svarljivost proteina liS¢a brokolija (Slika 21), kao i dobra antioksidativna
aktivnost digestiva (Sedlar i sar, 2020), Sto se ocCekuje i1 prilikom njegove inkorporacije u

prehrambeni matriks $to spada u cilj ovog dela istrazivanja.

Rezultati in vitro digestije prikazani su na Slici 34, i predstavljeni su pracenjem sadrzaja
peptidnih frakcija, TCA - proteina krekera koji nastaju pre digestije i TCA - proteina krekera

nakon digestije.

B TCA - pre digestiie  ®mTCA - posle digestije
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Slika 34. TCA — proteini pre i nakon in vitro digestije krekera obogacenih proteinima lis¢a

brokolija

Vrednosti sadrzaja TCA — proteina krekera pre i posle digestije ukazuju na stepen njihove
svarljivosti. Prema prikazanim rezultatima moze se zakljuciti da je sadrzaj TCA — proteina
krekera znacajno (p < 0,05) ve¢i u odnosu na njihov sadrzaj pre digestije. Generalno, sa
povecanjem sadrzaja supstitucije proteina lisS¢a brokolija u krekerima, dolazi do linearnog
porasta sadrzaja TCA — proteina posle digestije, pri c¢emu je njihov sadrzaj znacajno veci kod
krekera sa braSnom leblebije (K2, PP10, PP15) u odnosu na krekere sa integralnim pSeni¢nim
brasnom (K1, PP10, PP15). Najvec¢i sadrzaj TCA — proteina je kod LP15 (56 mg/g), a zatim
LP10 (44,6 mg/g) vrednosti znacajno vece u odnosu na sadrzaj TCA — proteina kontrole K2 (38
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mg/g), zatim sledi PP15 (39,8 mg/g), PP10 (31,6 mg/g) takode vrednosti znacajno vece u odnosu
na TCA — K1 (26 mg/g).

Ovakvi rezultati in vitro digestije, jasno ukazuju da su obe vrste krekera prilikom direktne
konzumacije svarljivi. Takode, zbog prisustva peptida manjih molekulskih masa, postoji
potencijalna bioaktivnost nakon njihovog prolaska kroz digestivni trakt. Generalno, veca
svarljivost obogacenih krekera od leblebijinog braSna govori o tome da takav matriks viSe

pogoduje uslovima i promenama sredine GIT-a.

In vitro digestija krekera pracena je elektroforezom i distribucija molekulskih masa (29 kDa -
200 kDa) dobijenih hidrolizata prikazana na Slici 35.

«200kDa
<« 116kDa
€ 97kDa

<« 66kDa

<-200kDa
<« 1160kDa

«97kDa

€66 kDa

«45kDa «45kDa

29kDa «29kDa

0Kl ~ OPPI0  OPPI5 Kl PPI0 PPI5 S 0K2 OLP10 OLPI5 K2  LPIO LPI5 S

(@) (b)

Slika 35. Elektroforetski profili hidrolizata krekera pre (OK1, OPP10, OPP15, 0K2, OLP10,
OLP15) i posle in vitro digestije (K1, PP10, PP15, K2, LP10, LP15), S — standardi molekulskih
masa
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Na Slici 35a prikazan je elektroforetski profil hidrolizata pre i posle in vitro digestije krekera od
integralnog pseni¢nog brasna. Intenzivne boje traka krekera pre digestije primecuju se najvise na
97 kDa, 66 kDa, 30 kDa i 14 kDa, i dosta su intenzivnije kako procenat proteina li§¢a brokolija
raste. Ovo je u skladu sa rezultatima koji su opisani u prethodnom poglavlju disertacije Slika 26,
gde su intenzivne trake molekulskih masa 30kDa i 14 kDa prikazane za protein lis¢a brokolija.
Kod uzoraka krekera posle in vitro digestije Slika 35a primecuje se nestanak traka velikih
molekulskih masa, a pojavljuju se trake malih molekulskih masa pozicionirane ispod 20 kDa i 14
kDa, a intenzitet im se povecava sa povecanjem procenta proteina liS¢a brokolija. Takode,
primecene su i trake molekulskih masa izmedu 66 kDa i 97 kDa. Ovakav rezultat posle in vitro
digestije jasno ukazuje na prisustvo peptida malih molekulskih masa obogacenih krekera od
integralnog ps$eni¢nog brasna. Takode, kod in vitro digestije krekera sa brasnom leblebije Slika
35b, pre digestije mogu da se uoce trake velikih molekulskih masa 97 kDa, 50 kDa, 29 kDa, a
nakon digestije dolazi do njihovog nestanka. Trake koje se pojavljuju i koje su ispod 29 kDa
jasno ukazuju na prisustvo peptida manjih molekulskih masa. Takode, i kod ovih uzoraka

primecuje se nastanak traka molekulskih masa pozicionirane izmedu 66 kDa 1 97 kDa

Na osnovu ovih rezultata moze se re¢i da su krekeri nakon konzumacije svarljivi, i predstavljaju
izvore sa potencijalnom bioaktivnom ulogom, zbog prisustva peptida malih molekulskih masa.

Takode elektroforezom je potvrdena efikasnost in vitro digestije obe vrste krekera.
5.3.2. Sadrzaj ukupnih fenola nakon in vitro digestije

Fenolna jedinjenja su $iroko zastupljena u medu razli¢itim biljnim vrstama, a njihova pojava u
lako dostupnim jeftinim izvorima poput agroindustrijskog otpada dovela je u poslednjoj deceniji
do povecanja interesovanja za njihovo izolovanje i1 eksploataciju. Veéina ovih jedinjenja je
poseduje korisna bioaktivna svojstva povoljna za ljudsko zdravlje (npr. u prevenciji raka i
kardiovaskularnih bolesti) kao Sto su antioksidativna aktivnosti i inhibicija reaktivnih vrsta
kiseonika nastalih u okruzenju oksidativnog stresa odgovorni za nastanak nekoliko inflamatornih

I degenerativnih bolesti (Lucia Panzella i sar., 2020).

U prethodnom delu doktorata, pokazano je da liS¢e brokolija predstavlja izvor polifenolnih
jedinjenja (Slika 29). Prema literaturnim podacima (Guo i sar. 2001) pri poredenju

antioksidativnog kapaciteta razli¢itih delova biljaka brokolija (cvet, stabljike i listovi) potvrdeno
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da lis¢e i jestivi delovi imaju sli¢na antioksidativna svojstva kao i jestivi delovi. Takvi rezultati
sugeriSu da se nusproizvodi brokolija mogu efikasno koristiti kao dodaci ishrani. Odredivanjem
sadrzaja ukupnih fenola pre i nakon in vitro digestije obogacenih krekera (Slika 36) pracena je
stabilnost bioaktivnih komponenata koji poseduju potencijalne benefite po zdravlje.

i Sadrzaj ukupnih fenola - pre digestije & Sadrzaj ukupnih fenola - posle digestije

1 I B
= I -
Ll
< I |
Q)
=2 I
S < —

=5
| K1 PP10 PP15 | |K2 LP10 LP15 |
Integralno pSeni¢no brasno Brasno leblebije

Slika 36. Sadrzaj ukupnih fenola krekera pre i posle in vitro digestije

Sadrzaj ukupnih fenola posle digestije se kretao u rangu od 4,6 mg GAE/g za K1 do 9,6 mg
GAE/g za PP15, i u rangu od 6,4 mg GAE/g za K2 do 10,4 mg GAE/g za LP15. Sa Slike 36
jasno moze da se uoci da je sadrzaj ukupnih fenola posle digestije svih krekera znacajno veéi (p
< 0,05) u odnosu na sadrzaj pre digestije, 1 linearno raste sa porastom supstitucije proteina liS¢a
brokolija. Rezultati ukazuju na to da je nakon in vitro digestije doslo do poboljsanog oslobadanja
ukupnih fenola.

5.3.2. Antioksidativna aktivnost nakon in vitro digestije

Antioksidativna aktivnost (AA) hidrolizata krekera pre i posle digestije prikazana je na Slici 37.
Ispitana je metodom neutralizacije ABTS katjon radikala i belezena je svakog minuta u

vremenskom toku od 10 minuta, a svi krekeri nakon digestije poseduju AA.
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Slika 37. Antioksidativna aktivnost hidrolizata krekera (a) sa integralnim psenicnim brasnom
pre OK1, OPP10, OPP15 i posle K1, PP10, PP15 digestije (b) i brasnom leblebije pre 0K2,
OLP10, OLP15i posle K1, LP10, LP15 digestije

Kod svih uzoraka uocava se slican trend krive, gde AA raste tokom vremena i dostize
maksimalnu vrednost nakon 10 minuta. Hidrolizati obogacenih krekera nakon digestije imaju
znacajno vecu (p < 0,05) AA u odnosu na kontrolni uzorak. AA je najveca za PP15 (100%)
izuzetak je AA za PP10 koja je znacajno niza (62%) u poredenju sa kontrolom K1 (83%) (Slika
37a). LP10 (103%) i LP15 (100%) (p > 0,05) imaju znacajno vecu AA u poredenju sa kontrolom
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K2 (86%) (Slika 37b). Inkorporiranje proteina lis¢a brokolija u ovu vrstu matriksa rezultovalo je
povecanjem AA. AA aktivnost hidrolizata nakon digestije moze biti posledica oslobadanja
sadrzaja fenolnih komponenata koji vode poreklo od proteina lis¢a brokolija ali u velikoj meri 1
od oslobodenih peptida iz ovog proteina §to je u skladu sa prethodnim rezultatima dobijenih za

sadrzaj ukupnih fenola i TCA — proteina.

Prema tome, ovi rezultati ukazuju na to da ovi krekeri nakon in vitro digestije, ta¢nije njihovom
direktnom konzumacijom, mogu pokazati svojstvo hvataca slobodnih radikala, a da protein
izolovan iz nusproizvoda agroindustrije liS¢a brokolija, moze da poboljSa antioksidativna

svojstva ove vrste prehrambenog proizvoda.
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6. Zakljucak

U okviru ove doktorske disertacije istrazivanja su bazirana na ekstrakciji proteina iz
nusproizvoda prerade povréa — zelenog liS¢a, sa ciljem ispitivanja njihovih funkcionalnih i
bioloskih karakteristika, kao i razvoja novih formulacija prehrambenih proizvoda na bazi ovih
proteina. Akcenat je stavljen na valorizaciju nusproizvoda agroindustije koji nastaju nakon

uzgoja i branja povréa u cilju dobijanja novih proteina.
Istrazivanja su sprovedena na proteinima dobijenih iz li§¢a karfiola, brokolija, kupusa i cvekle.

U prvoj fazi istrazivanja, proteini liS¢a dobijeni primenom alkalne ekstrakcije iskarakterisani su u
pogledu funkcionalnih i bioloskih osobina, ispitana je njihova svarljivost kao i antioksidativni

potencijal dobijenih hidrolizata.

U drugoj fazi, istrazivanja su bazirana na unapredenju procesa ekstrakcije proteina liS¢a
primenom ultrazvuénog 1 enzimskog predtretmana, a efikasnost ekstrakcije praéena je

ispitivanjem funkcionalnih i fizickih karakteristika dobijenih proteina lis¢a.

U trecoj fazi, istrazivanja su sprovedena sa fokusom na primenu proteina liS¢a brokolija kao
funkcionalnog dodatka u prehrambeni matriks — kreker, sa ciljem kreiranja poboljSanog
proizvoda, ispitivanja njegovih fizicko — hemijskih, strukturnih i senzornih osobina, in vitro

digestije i antioksidativnog potencijala.

Na osnovu rezultata u prvoj fazi istrazivanja, izvedeni su slede¢i zakljucci:

» Sadrzaj proteina u liS¢u iznosio je za karfiol: 4,76%, brokoli: 6,13%, kupus: 3,39%,
cveklu: 5,36%. Na osnovu Ozbornove Klasifikacije proteinskih frakcija kao dominantni
izdvajaju se albumini ¢ije je sadrzaj iznad 40%, za sve izvore liS¢a osim brokolija, gde je
iznosio 31,66%. Najmanji sadrZaj u liS¢u karfiola, kupusa i cvekle zauzimaju prolamini, a
kod brokolija globulini.

* Proteinski sadrzaj u proteinima liS¢a dobijenim primenom alkalne ekstrakcije bio je
najvec¢i za karfiol (72%), zatim slede kupus (65%), brokoli (57%) pa cvekla (54%)
Proteinski ekstrakcioni prinos kod kupusa iznosio je 14%, i znacajno je veci (p < 0,05) u

odnosu na vrednosti za ostale proteine lis¢a, 6,8% kod karfiola, 6,2% kod cvekle 1 4,4%
kod brokolija.
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Karakterizacijom proteina lis¢a primenom SDS-elektroforeze dokazano je prisustvo tri
grupe intenzivnih traka koje odgovaraju molekulskim masama od oko 45, 25 i 14 kDa.
Polipeptidne trake od 14 kDa pripadaju najzastupljenijoj frakciji proteina - albuminima, a
polipeptidne trake od 25 kDa pripadaju globulinskoj frakciji proteina. Takode, moze se
re¢i da polipepdidne trake u podru¢ju molekulskih masa od 24-29 kDa pripadaju
proteinskim frakcijama glutelina i prolamina. Takode, primenom FTIR - spektrometrije
dokazno je da proteini imaju medusobno veoma slican profil spektra, i da pokazuju
apsorpciju na talasnim duzinama koje odgovaraju karakteristi¢noj strukturi proteina.
Ispitana su funkcionalna svojstva dobijenih proteina lis¢a Rastvorljivost je ispitana u
funkeiji pH. Svi proteini lis¢a pokazuju znacajno vecu rastvorljivost u alkalnoj nego u
kiseloj sredini, sa minimalnom rastvorljivos¢u izmedu pH 4 1 6, §to ukazuje na pH
vrednosti izoelektri¢nih tacki proteinaStabilnost emulzija ispitana je pra¢enjem kriming
indeksa (KI) tokom 14 dana sklasiStenja. Najstabilnije emulzije su one pripremljene od
proteina lis¢a kupusa (KI 22%) i karfiola (KI 19%), dok raslojavanje emulzija
pripremljenih od proteina li§¢a cvekle 1 brokolija zapocinje skoro odmah nakon pripreme.
Sposobnost formiranja pene odredena je sa dva parametra: kapacitet (FC) i stabilnost
pene (FS). Generalno, proteini lis¢a pokazuju visoke vrednosti za FC, koje su u korelaciji
su sa sadrZzajem proteina u proteinima li$¢a, jer najvece vrednosti FC imaju proteini li§¢a
kupusa 1 karfiola (90% 1 92%), dok nesto manje vrednosti imaju proteini liS¢a brokolija 1
cvekle (86% i 88%). Moze se zakljuciti da se svi ispitivani proteini lis¢a mogu smatrati
pogodnim sastojcima sa svojstvima pogodnim za formiranje pene u upotrebi u razli¢itim
prehrambenim proizvodima. Prema vrednostima dobijenim za kapacitet vezivanja ulja
moze se zakljuciti da ovi proteina liS¢a nisu pokazali pozeljnu sposobnost da apsorbuju 1
zadrzavaju ulje 1 nisu pozZeljni u upotrebi u prehrambenim proizvodima ovog tipa. A na
osnovu vrednosti za kapacitet vezivanja vode proteina lis¢a kupusa i karfiola moze se re¢i
da mogu primeniti u hrani kao §to su supe i prelivi. Protein li§¢a brokolija i cvekle nisu
pokazali poZeljnu sposobnost za kapacitet vezivanja vode.

Svarljivost proteina liS¢a ispitana je metodom in vitro digestije, primenom enzima
pepsina 1 pankreatina simulirajuéi gastrointestinalni trakt coveka.Nakon digestije
pepsinom vrednost stepena hidrolize za protein li§¢a karfiola, brokolija, kupusa i cvekle

dostize vrednosti od 41,45%, 38,36%, 33,75% 1 26%, respektivno, a digestija
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pankreatinom dovodi do pove¢anja DH gde su konacne vrednosti za protein liS¢a karfiola
50,85%, brokolija 57,86%, kupusa 63,69% i cvekle 40,76%. Sto ukazuje da su ovi
proteini lako svarljivi.

Antioksidativna aktivnost hidrolizata nakon in vitro digestije ispitana je testovima
neutralizacije ABTS radikal katjona i DPPH radikala. Hidrolizati poseduju znacajno
visoku antioksidativnu aktivnost ve¢ nakon digestije pepsinom. Nakon digestije
pankreatinom, hidrolizati zadrzavaju antioksidativnu aktivnost, medutim kao bolji test u

ovom slucaju pokazao se ABTS.

Na osnovu rezultata u drugoj fazi istrazivanja izvedeni su sledeéi zakljucci:

Primenom ultrazvu¢nog predtretmana pri ekstrakeiji liS¢a karfiola, brokolija, kupusa i
cvekle, proteinski ekstrakcioni prinos uvecan je za lis¢e karfiola i brokolija, a smanjen za
lis¢e kupusa, 1 bez znacajnih promena za liS¢e cvekle u poredenju sa proteinima liS¢a bez
primene pretretmana. Sadrzaj proteina je znacajno manji kod proteina liS¢a primenom
ultrazvucnog pretretmana karfiola, cvekle i kupusa, osim za brokoli gde je doslo do
povecanja sadrzaja proteina, Sto znaci da ovaj predtretman nije odgovarajuci za sve vrste
sirovina.

Rastvorljivost proteina liS¢a dobijenih ultrazvu¢nim predtretmanom pokazuje minimalnu
rastvorljivost u opsegu pH od 2 do 6, sa povecanjem rastvorljivosti u alkalnoj sredini.
Medutim, rastvorljivost je znacajno niza u alkalnoj sredini u poredenju sa proteinima
li¢a dobijenih bez primene predtretmana, $to ukazuje na to da ultrazvuk nije doprineo
poboljSanju funkcionalnih osobina.

Enzimski predretman primenjen je pri ekstrakciji proteina liS¢a karfiola 1 brokolija
delovanjem razlicitih koncentracija enzimskog kompleksa celulitickih 1 pektolitickih
enzima (Viscozyme®L i Vinozyme) pri enzim/supstrat odnosu od 0,2%, 2,5% i 4,8%. Pri
E/S odnosu 4,8%, doslo je do povecanja ekstrakcionog proteinskog prinosa za 10% u
odnosu na kontrolu Sadrzaj proteina kod Kkarfiola, pri E/S odnosu 4,8%, iznosio je
77,27%, a kod brokolija 84,66%.

Karakterizacija proteina liS¢a dobijenih primenom enzimskog predtretmana ispitana je
SDS—elektroforezom pri ¢emu je dokazano da veca koncentracija enzimskog kompleksa

dovodi do pojave traka jaceg intenziteta $to je u skladu sa sadrzajem proteina u uzorcima.
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Ovo ukazuje na to da koncentracija enzimskog kompleksa od 4.8% E/S Viscozyme®L i
Vinozyme® moze dovesti do efikasnije dezintegracije ¢elijskog zida i na taj nac¢in pomoc¢i
oslobadanju veée koli¢ine proteina. FTIR spektrometrijom takode je potvrdena
karakteristi¢na struktura proteina kod ispitivanih uzoraka proteina lis¢a i dokazana je
efikasnost enzimske ekstrakcije proteina; sa porastom koncentracije enzimskog
kompleksa, karakteristi¢ni pikovi amida A, amida B, amida I, II, III pokazivali su vece
apsorpcione brojeve. Takode, spektar proteina lisS¢a dobijenih primenom enzimskog
predtretmana poseduju skoro isti apsorpcioni spektar kao i proteini liS¢a dobijenih bez
predtretmana.

Profili rastvorljivosti proteina lis¢a ukazuje na to da je veca rastvorljivost u alkalnoj,
nego u Kkiseloj sredini, i raste sa porastom koncentracije primenjenog enzimskog
kompleksa.Veca rastvorljivost proteina li§¢a brokolija u odnosu na karfiol je u pozitivnoj
korelaciji sa proteinskim prinosom.

Enzimski tretman odrazio se i na povecanje sadrzaja ukupnih aminokiselina, kao 1
sadrzaja esencijalnih aminkiselina proteina lis¢a karfiola i brokolija. Odnos esencijalnih
prema neesencijalnim amino kiselinama prelazi vrednost od 0,6 (0,65 - 0,78) sto je iznad
standardnih vrednosti koje preporucuje FAO/WHO. Sve vrste ispitanih proteina liS¢a
prema WHO/FAO/UNU Expert Consultation 2007 mogu da posluze kao
visokokvalitetan izvor proteina i mogu znacajno doprineti uravnotezenoj ishrani ljudi.
Sadrzaj ukupnih fenola ispitivan je u cilju za odredivanje stepena preciS¢enosti proteina.
U procesu ekstrakcije proteina kroz faze pre€iS¢avanja dolazi do drasticnog smanjenja

sadrZaja ukupnih fenola prisutnih u rastvoru.

Na osnovu rezultata u trecoj fazi istrazivanja izvedeni su slede¢i zakljucci:

U kreiranju dva nova funkcionalna proizvoda: krekera od integralnog pSeni¢nog brasna
(glutenski), 1 krekera od brasna leblebije (bezglutenski), izvrSena je supstitucija osnovnog
braSna proteinom li§¢a brokolija u dva nivoa 10% 1 15%. Dodatak proteina liS¢a brokolija
u glutenske krekere doprineo je poveéanju sadrzaja proteina za oko 20%, kod uzoraka sa
nivoom supstitucije od 10%, odnosno za oko 30% kod uzoraka krekera sa nivoom
supstitucije od 15%. Obe formulacije novokreiranih krekera mogu se smatrati “izvorom
proteina” (s obzirom da doprinose sa preko 13% 1 15%, respektivno, ukupnoj energetskoj

vrednosti). Takode, svi krekeri sa brasnom leblebije, nezavisno od prisustva proteina lis¢a

138



brokolija, se mogu smatrati izvorom proteina u skladu sa Pravilnikom o prehrambenim i
zdravstvenim izjavama koje se navode na deklaraciji hrane.

Povecanje supstitucije proteina lis¢a brokolija dovelo je do povecanja faktora Sirenja, a
posledi¢no i do smanjenja procenta narastanja krekera u poedenju sa kontrolom. Protein
lis¢a brokolija znacajno je uticao na boju krekera sa povecanjem supstitucije osnovnog
brasna. Parametri L*, a*, 1 b* znacajno opadaju sa povecanjem supstitucije proteina lis¢a
brokolija.

Teksturna svojstva krekera ukazuju na to da je povecanje supstitucije proteina lis¢a
brokolija, uticao na tvrdocu i lomljivost krekera. Tvrdoca je znacajno manja kod uzoraka
krekera od integralnog pSenicnog brasna obogacenih proteinom li§¢a brokolija, dok kod
krekera sa brasnom od leblebije dodatak proteina nije imao uticaj na tvrdo¢u krekera.
Takode, lomljivost krekera sa integralnim pSeni¢im brasnom sa dodatkom proteina li§¢a
brokolija bila je znacajno manja u poredenju sa kontrolnim krekerom. U slucaju
bezglutenskih krekera, prisustvo proteina li¢a brokolija nije znacajno uticao na vrednosti
lomljivosti te se moze pretpostaviti da sinergisticke interakcije proteina leblebije i lis¢a
brokolija nisu imala zna¢ajan uticaj na pogorSavanje ovog teksturnog pokazatelja.

Prema rezultatima senzorske ocene obogacenih krekera, uofava se da krekeri sa
dodatkom proteina poseduju manju pravilnost oblika, vecu ujednacenost boje, veci
ukupan intenzitet mirisa i arome, vecu zrnavost 1 tvrdocu 1 manju postojanost arome u
odnosu na kontrolni uzorak. Dodatak proteina liS¢a brokolija je doprineo opazanju
svojstava karakteristi¢nih za ovaj dodatak a to su miris i aroma na brokoli kao i gorak
ukus.

Na ukupne dopadljivosti novokreiranih krekera, brasno leblebije se izdvojilo kao
pogodniji izbor pri kreiranju formulacije S§to potvrduje i1 ocena njihove ukupne
dopadljivosti. Ovo je rezultiralo ve¢om dopadljivoséu u pogledu gotovo svih analiziranih
senzorskih svojstava kod krekera, a kao najznacajniji pozitivan uticaj izdvojio se
smanjenje intentziteta gorkog ukusa.

Simulacijom gastrointestinalnog trakta (GIT) ¢oveka, primenom model sistema - in vitro
digestije ispitana je svarljivost obe vrste krekera obogacenih proteinom liS¢a brokolija.
Pracenjem sadrzaja TCA — proteina pre i nakon digestije krekera, moze se zakljuciti da je

doslo do znacajnog povecanja (p < 0,05) sadrzaja hidrolizovanih proteina. To jasno
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ukazuje na to da su obe vrste krekera lako svarljivi. Generalno, veca svarljivost
obogacenih krekera od leblebijinog brasna govori o tome da takav matriks vise pogoduje
uslovima i promenama sredine GIT-a.

Elektroforetski profil uzoraka krekera nakon in vitro digestije dokazuje njihovu
svarljivost. Na elektroforetogramu se uocavaju trake ispod 20 kDa i 14 kDa, $to znaci da
je doslo do hidrolize proteina.

Sadrzaj ukupnih fenola posle digestije svih krekera znacajno je veéi (p < 0,05) u odnosu
na sadrzaj pre digestije, i linearno raste sa porastom supstitucije proteina lis¢a brokolija.
Hidrolizati obogacenih krekera nakon digestije imaju znacajno vecu (p < 0,05)
antioksidativnu akativnost u odnosu na kontrolni uzorak. AA aktivnost hidrolizata nakon
digestije posledica je kako oslobadanja sadrzaja fenolnih jedinjenja koji su poznati
antioksidanti, tako i prisustva dobijenih peptida hidrolizom ovog proteina. Prema tome,
ovi krekeri pokazuju potencijalni bioloski efekat nakon konzumacije jer protein izolovan

iz liS¢a brokolija, poboljSava antioksidativna svojstva ove vrste prehrambenog proizvoda.
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Osaj Obpaszay uunu cacmasHu 0eo OOKMOPCKe oucepmayuje, O0OHOCHO
OO0KMOPCKO2 YMEeMHU4YKo2 npojekma Koju ce dpanu ma Yuueepzumemy y Hogom
Caoy. Ilonymwen Obpazay yxkopuyumu uza mekcma OOKMopcKe oucepmayuje,
O0OHOCHO OOKMOPCKO2 YMEMHUUKO2 NPOjeKma.

[Inan TpCTMaHa IIoJAaTaKa

Hasus npojexra/uctpaxuBama

HycnpowusBox arpounaycrpuje - 3eneno qunthe: HoBu u3Bop mpoTenHa U OMOAKTHBHHIX

jemumbemha

Ha3uB MHCTUTYIM]e/MHCTUTYIM]a Y OKBUPY KOJUX CE€ CIIPOBOIU HCTPAKHBAE

a) Yuusepsurer y HoBom Cany, Texnonomiku dakynrer Hosu Can
6)
B)

Hazus nporpama y okBHpY KOT Ce peajin3yje UCTPaKUBAHE

1. Onouc momaraka

1.1 Bpcra ctyauje

Ykpamko onucamu mun cmyouje y okeupy koje ce nooayu npuKyn/bajy
JlokTopcKa aucepraiuja

1.2 Bpcre nogaTtaka
a) KBAaHTUTAaTUBHU
0) KBaJIUTATUBHU

1.3. HauuH npukymbama nojaaraka

a) aHKeTe, YIMUTHUIIN, TECTOBU

0) KIIMHWYKE TIPOIICHEe, MEAUIIUHCKH 3aITUCH, CJICKTPOHCKH 37JPaBCTBEHU 3aITHCH
B) TCHOTHUITIOBH: HABECTH BPCTY
') aIMUHUCTPATUBHM MOJIAIN: HABECTH BPCTY
1) Y30pIM TKHBA: HABECTH BPCTY: nuiihe kapdroia, OpoKanja, KyIyca M IBEKIIE




h) caumim, dhoTorpaduje: HABECTH BPCTY: CIMKE Y30paKa Yy TOKY paja
€) TEKCT, HAaBECTU BPCTY: JUTEPATypa

) Mara, HaBeCTH BPCTY
3) OCTaJI0: ONMCATH: EKCIIEPUMEHTAIHU PE3YITATH

1.3 ®opmar noparaka, ynorpedspeHe cKaie, KOJIUMYMHa oJaTaka

1.3.1 Ynorpebsbenu copTBep u popMar JaTOTEKE:
a) Excel daji, maroreka .xISx

b) SPSS ¢ajn, natoreka
¢) PDF ¢aju, natoreka .pdf

d) Texkct daji, marorexa .docx
¢) JPG dajn, garoreka .jpeg

f) Ocrano, naToteka

1.3.2. bpoj 3anuca (Ko KBAHTUTaTUBHUX MOJATaKA)

a) 6poj Bapujalnu
0) Opoj Mepema (MCIUTaHuKa, IPOIIeHa, CHUMaKa U ClI.)

1.3.3. IloHOBJbEHA MEpEHA

a) na

0) He

YKOJIHKO je 0ATOBOP J1a, OATOBOPUTH Ha cieneha nmurama:

a) BPEMEHCKHU pa3MakK W3MeJI]y TOHOBJHEHUX MEpa j€ OJ1 HEKOJIMKO MUHYTA JI0 HEKOJIHMKO
aHa

0) BapHjabiie Koje ce BHUIIe MyTa Mepe OJTHOCE Ce Ha CBa EKCIIEPUMEHTAIIHA MEPeHha

B) HOBe Bep3uje (ajioBa Koju cajpike TOHOBJHEHA MEpPEHha Cy MMEHOBAaHE Kao
Hamnowmene:

Ha nu hopmamu u cogpmeep omozyhasajy oemerve u 0yeopouny 8anuoHocm nooamaxa?

a) Jla
0) He
Axo je o02060p He, 06paznoxcumu

2. [Ipukymbame nogaraka

2.1 Metoponoruja 3a NpuKyIJbamke/TeHeprUcame 1MoiaTaKa

2.1.1. Y okBUpPY KOT' HICTPAaKMBAYKOT HAI[PTA CYy MOJALM MPUKYIIJbEHU?
a) EKCTIEPUMEHT, HABECTHU THII: €H3UMCKa XUIPOIH3a NPOTEUMHCKHUX CYNCTparTa, eKCTpaKIuja




jmirha, HCIUTHUBAILE (DU3UUKHAX, MOPGOIOIIKMX M OMOIOIIKMX 0COOMHA y30paKa
0) KOpeIalMoHO UCTPAKHUBAE, HABSCTH THIT
I_[) AHaJIn3a TCKCTA, HABCCTHU THUII . IIPUKVYIIJbALC JJUTCPATYPHUX ITOJATAKA U VHODehI/IBaH)G ca
E€KCIEPUMEHTAIHUM IToAaliMa

1) OCTaJIO, HABECTH IIITa

2.1.2 Hasecmu épcme MepHUX UHCIMPYMEHAMA Uiy Cmanoapoe nooamaxka cneyuduuHux 3a
o0peheny nHayuny oucyuniuHy (ako nocmoje).

2.2 KpaniuTeT nojaTaka v CTaHIapau

2.2.1. Tperman HenocTajyhux nmojgaraka
a) [la mu marpuna canpxku Henocrajyhe momatke? Jla He

Axo je oroBop 112, OJATOBOPUTH Ha ciefeha nuTama:

a) Komuku je Opoj Henoctajyhux momaraka?
0) Jla i ce KOPUCHHUKY MaTpHIIE MPernopydyje 3aMeHa HepocTajyhux momaraka? Jla  He
B) AKO je oJIrOBOp J1a, HABECTH CYreCTH]je 3a TPETMaH 3aMeHe HeJocTajyhux mojgaraka

2.2.2. Ha xoju Ha4MH je KOHTPOJIMCAH KBAJUTET noAaraka? OmnucaTu
KBanuTer nogaraka je KOHTPOJIMCAH TOHABBAKHEM EKCIICPUMEHTATHUX MEpPerha.

2.2.3. Ha xoju Ha4uH je U3BpIIEHA KOHTPOJIA YHOCA ITOAaTaKa y MaTpuiry?
KonTpona yHoca mojiaTaka je KOHTpoJIMcaHa BbUXOBUM yropehuBameM ca eKCIIEPUMEHTATHUM U
TUTEpaTypHUM MOJaIIMAa.

3. Tperman nogaraka u npareha JoOKyMeHTaluja

3.1. TpermaH u yyBame mojiaTaka

3.1.1. Ilooayu he 6umu oenonosanu y HaPoYc — Hayuonannom penozumopujymy oucepmayuja
v Cpbouju u y penozumopujymy Mugopmayuonoe cucmema nayune oeramiocmu Yuugepumema
y Hosom Caoy.

3.1.2. URL aopeca 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 omeopenom npucmyny?

a) Jla
0) a, anu nocne embapea xoju he mpajamu 0o

8) He



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

Ako je 002060p ne, Hagecmu paznoe

3.1.5. llooayu nehe bumu oenonosanu y penosumopujym, aiu he oumu yyganu.
Obpasnoocerve

3.2 MeTanoianu u TIOKyMEHTaIM]ja MmoJgaTaKa
3.2.1. Koju cranngapn 3a meranogarke he outu npumemeH?

3.2.1. HaBectu MeTanoiaTKe Ha OCHOBY KOJUX CY MOJAIH JIEIOHOBAHU y PETIO3ZUTOPU]YM.

Ako je nompebno, nasecmu memooe Koje ce Kopucme 3a npey3umarbe no0amaxa, aHalumuyxe u
npoyedypanne ungopmayuje, UXo80 Kooupare, oemasbhe onuce sapujadbiu, sanuca umo.

3.3 Crpareruja u cranfap/au 3a 4yBambe MojaTaka
3.3.1. lo xor nepuopa he momamy OUTH YyBaHH y PETIO3ZUTOPHjyMY?

3.3.2. a nu he nmomanu Outu aenonoBanu noj mudpom? la He

3.3.3. Jla nmu he mudpa 6utu noctynHa ogpehenom kpyry ucrpaxkupada? Jla He

3.3.4. Jla i ce moJay Mopajy YKJIOHUTH U3 OTBOPEHOT MPHUCTYIIA MTOCIIe H3BECHOT BpeMeHa?
Hda He

O6paznoxutu

4. be3bemHOCT Mo/aTaka M 3alITHTa MOBEPJbUBHUX MHPOpMAITHja

OBaj ogesrak MOPA OuTH NOMYyH-EH aKo Ballly MOAANM YKJbYUY]y JTUYHE TOJIATKE KOjU Ce
OJIHOCE Ha yYECHHUKE y UCTPpaKUBaKY. 3a Ipyra HCTpakuBama Tpeba Takohe pasmMoTputu
3alITHTY U CUTYPHOCT ITOJIaTaKa.




4.1 ®opmaiiHu CTaHIAPIH 3a CUTYPHOCT HH(MOpMaIija/moaaTaka

HcTrpaxkuBaun Koju CIIPOBOJIE UCIIUTHBAKA C JbyJUMa MOPajy Ja ce MpHapKaBajy 3aKoHa O
3allITUTHU IToAAaTaKa O JIUYHOCTHU
(https://www.paragraf.rs/propisi/zakon_o_zastiti_podataka_o_licnosti.html) u ogrosapajyher
MHCTUTYLIMOHATHOT KOJEKCa O aKaJeMCKOM HHTEIPUTETY.

4.1.2. Jla nu je ucTpakuBame 0100peHO o] cTpaHe ernuke komucuje? Jla He
Ako je oarosop Jla, HaBeCTH 1aTyM U HAa3UB €TUYKE KOMHCH]E KOja je 0100pHIIa UCTPaKUBAHE

4.1.2. la 11 moganm yKJbydyjy JUYHE MOJIaTKE yYeCHUKA y uctpaxkupamy? Jla He
AKO je 0roBop J1a, HaBeIUTE HAa KOJU HAUYHUH CTE OCUTYPAJIH MOBEPJBUBOCT U CUTYPHOCT
nHpopMalrja Be3aHUX 32 UCITUTAHUKE:

a) [Tonmaru HUCY y OTBOPEHOM MIPUCTYITY
0) [Tomam cy aHOHUMU3UPAHU
1) Ocrano, HaBeCTH IITa

5. JoctynHoCT nojaraka

5.1. Ilooayu he bumu

a) jagHo docmyntu

0) docmynnu camo YCKom Kpy2y ucmpaxcusaia y oopeleHoj HayyHoj ooaracmu
Y) 3ameopeHu

AKo ¢y nodayu 0ocmyntu camo YCKom Kpyey UCmpaxcusaid, Hagecmu noo KOjum yCio8uma Moy
0a ux Kopucme:

Axo cy nooayu 0ocmynuu camo yCKOM Kpy2y UCmpaicueadd, Hagecmu Ha Koju Ha4uH Mo2y
NPUCYRUMU NOOAYUMA.

5.4. Hasecmu nuyenyy noo xojom he npuxynmenu nooayu Oumu apxueupaui.

6. Yiore n oAroBOpHOCT

6.1. Hasecmu ume u npesume u mejn aopecy 61acHuka (aymopa) nooamaxa



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

Tea Cennap, tea88todorovic@gmail.com

6.2. Hasecmu ume u npesume u mejn aopecy ocobe Koja o0picasa Mmampuyy ¢ nooayumd

Tea Cennap, tea88todorovic@gmail.com

6.3. Hagecmu ume u npesume u mejn aopecy ocobe koja omoeyhyje npucmyn nooayuma opyaum
UCPAXNCUBAYUMA

Tea Ceonap, tea88todorovic@gmail.com




