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subsequently extracted from chickpea seed and characterized in
terms of their functional and antioxidant properties. The
possibility of preparing protein nanostructures from chickpea
protein isolates and fractions was explored in the third phase.
Various processing conditions that led to the formation of
protein nanostructures with beneficial characteristics were
examined in terms of nanocarriers’ properties as well as their
interactions with some bioactive compounds.

Results showed that in alkaline process approximately
two-thirds of the total protein was extracted from defatted
chickpea seed. The application of  individual
arabinofuranosidase, and combination of cellulase and xylanase
prior to alkaline extraction led to almost complete protein
extraction from defatted chickpea; this represented
improvement in extraction efficiency for more than 25%
compared to alkaline extraction. When functional properties
were analyzed, protein isolates from extractions assisted with
combination of cellulases and xylanase as well as with
individual arabinofuranosidase had higher solubility (93% and
86%, respectively), compared to alkaline isolate (83%).
Furthermore, higher values of water and oil holding capacieties,
enhanced emulsifying and foaming properties were obtained for
these isolates. In addition to improving functional properties,
pretreatments with arabinofuranosidase, and combination of
cellulase and xylanase increased antioxidant activity of alkaline
isolate by 70% and more than 100%, respectively.

When comparing results obtained for the protein
fractions, it was evident that globulin fraction had the highest
solubility at the applied conditions (about 85%), while the
lowest solubility (about 65%) was obtained for glutelin
fraction. Water and oil holding capacities of the glutelin
fraction were significantly higher compared to the capacities of
the other two. The emulsifying activity of glutelin was
significantly higher than that of albumin and globulin, while
significantly higher results for emulsion stability were obtained
for globulin and albumin fractions. The results of foam capacity
and stability showed that the foaming properties of glutelin
were higher compared to the properties of albumin and globulin
fractions. Regarding biological activity, albumin and glutelin
fractions expressed similar in vitro antioxidant activity while
globulin fraction showed significantly lower result.

As a result of varying duration and pH value of applied
thermal treatment, protein (nano)particles of different sizes
were obtained ranging from 28 nm to 290 nm for those
prepared from protein isolates, and from 23 nm to 405 nm for
(nano)structures prepared from protein fractions. Nanoparticles
prepared from alkaline protein isolates extracted with the
assistance of enzymes showed lower particle sizes and higher
storage stability at higher investigated pH compared to
nanoparticles prepared from protein isolate from alkaine




extraction only. Additionally, nanoparticles from protein isolate
obtained from extraction assisted with combination of cellulase
and xylanase showed the highest in vitro antioxidant activity
while nanoparticles prepared from isolate from extraction
assisted with arabinofuranosidase showed superior binding
capacity of linoleic acid. As for the nanoparticles from protein
fractions, the smallest nanoparticles with highest storage
stability were produced from glutelin fraction, at higher
investigated pH. Nanoparticles prepared from albumin fraction
showed higher linoleic acid binding capacity compared to
nanoparticles prepared from other two fractions, while
nanoparticles obtained from the glutelin and albumin fractions
had the highest in vitro antioxidant activity.

Accepted on
Scientific Board on:

25.02.2021.

Defended:
(Filled by the faculty
service)

Thesis Defend
Board:

(title, first name, last
name,position,
institution)

President: Dr. Marina Séiban, Full Professor, Faculty of
Technology Novi Sad, University of Novi Sad,
Member/Supervisor: Dr. Mirjana Antov, Full Professor, Faculty
of Technology Novi Sad, University of Novi Sad,

Member: Dr. Biljana Pajin, Full Professor, Faculty of
Technology Novi Sad, University of Novi Sad;

Member: Dr. Zorica KneZevi¢ Jugovi¢, Full Professor, Faculty
of Technology and Metallurgy, University of Belgrade;
Member: Dr. Dejan Bezbradica, Full Professor, Faculty of
Technology and Metallurgy, University of Belgrade.

Note:







Sadrzaj

L I 0 N 1
2. TeOTIJSKI A@O0..cuuuiiissuriisrressuricssnicssnnicsssrissssressssnossssnosssssossssssssssssssssasssssssssssessssssssssssssssssssnsssssnsssssnsses 3
2.1 BIlJT PIOTEINI. c..eeivieiieeiiieiee ettt ettt ettt ettt e et e esteeeeteeseeesbeessaeensaessseenseesssesnsaessseasseasssennsaens 3
2.2. Leblebija Kao 1ZVOT PrOTEING........cccveeiiieeiieriieniieeieerieeeteestteeteesseesseessseesbeesseesseessseanseesssesnseens 5
2.2.1. Nutritivni sastav semena [eblebije..........eevuiiiriiiiiiiiiiiiiieieceee e 6
2.3, Protein LEDIEDIJC. ....ueieuiieiiieiieiie ettt ettt et ettt nb et e e beesaaeenbeennnas 6
2.3.1. Frakcije proteina [eblebije.........c.uiiviiiiiiiiieiiieeiie ettt e eaee e s 7
2.3.2. Elementi sekundarne strukture proteina mahunarki............ccccoveevveeeiiieenciieenie e 8
2.4. Funkcionalne osobine proteina mahunarki............cceeeeiiieiiieniiieeciie e 9
2.4.1. RASTVOTIJIVOSE ..ottt ettt et e e s ate e b e snaeeeeens 10
2.4.2. Kapaciteti zadrzavanja voOde/ULja...........cccueeuieiiiiiiiiiieeiiecieceeeee e e 11
2.4.3. Emulgujuce KaraKteriStiKe. .......cccvieiuiiiiieiiieeiieiie ettt ettt et saae e 11
2.4.4. Sposobnost penjenja i kapacitet/stabilnost pene...........ccccvverveeeiieriienieeiienie e 12
2.5. Ekstrakcija proteina iz biljnih 1ZVOra..........c.eeviiiiiiiiiieiieieecie et e ens 13
2.5.1. AlKalna eKStraKCIJa.......eeiuiieiieiiieiieee ettt ettt et e 13
2.5.2. Enzimima potpomognuta ekstrakcija proteina...........cecceeevueerieesieenieeiieenie e 14
2.6. Nanobiotehnologija u prehrambeno] INAUSIII]i. .. .eeveereieriieniieiieeie et 16
2.6.1. Proteini kao nanostrukture za unapredenu primenU...........cccceeecveeeereeenveeesreeesveeesneeennns 17
2.6.2. Mehanizmi stvaranja proteinskih NanoCestiCa.........c.cevvverrvieriieriienieeiieeie e 18
2.6.3. Unapredena primena proteinskih nanoCestiCa..........c.eerveeerieeeririeeiiieeniieeeieeeeieeeevee e 19

3. Materijal i MEtOdi.. . ueeceererierreresirercsssercssnrosssnissssnncsssnssssssssssasssssasssssassssssssssssssssssssssssssssnsssssnsssssnssss 23
T B 31 (034 1 o T OO OO P PP PRUPPORUPPIOPRRORON 23
3.2. HemijSKi SAStAV SITOVINE....c..eriiriiiiirieniienieete ettt ettt sttt ettt st be et sae e e e 23
3.3. Enzimski preparati i njihove aktiVIOSti.......c.ceviiiiiiriieiiieiieeieeiie et 23
3.4. Priprema proteinskih 1Z0lata..........cocooiiiiiiiiiiiiiee e 24
3.4.1. AlKaINa €KSTrAKCIJa.c..erueiriieiieiiiitieieeere ettt ettt 24
3.4.2. Testiranje enzima za pretretman leblebije.........cccoviiririiniiiiiiinieneeeee 24
3.4.3. Enzimima potpomognuta alkalna ekstrakcija u pripremi izolata..........c.ccceevevveenieeennennne 24
3.4.4. 1zdvajanje 1 susSenje proteinskih 1zolata.............cccvveiiiieiiiiiiiieeeee e 25
3.5. Priprema frakCija Prot@iNa........ccccueeeriieeiiieeciieeeieeesieeeteeeteeeaeeeeaeeeeaeessaeesnsaeesnseeesnseeennnes 26
3.6. Hemijski sastav proteinskih izolata i frakcija proteina...........cccceeeeveeeiieeeniieenie e e, 27
3.7. Preparativna hromatografija sa hidrofobnim interakcijama.............ccooueeiieniiienieniiienieee 27
3.8, ANALItICKT METOAI....eeutiiiiiiiiieeiteeit ettt sttt ettt nbe e 27
3.8.1. Infracrvena spektroskopija sa Furijeovom transformacijom (FTIR)..........cccccoeeierirenneen. 27
3.8.2. AMINOKISEIINSKI SASTAV.....eeiuiiiiiiiiiiiiieiieri ettt st 28
3.8.3. Natrijum-dodecilsulfat poliakrilamid gel elektroforeza.............cccceeeeriieniieinciienieeee. 28

R TR I B 2 T AT 0) 4 A1 ] SRR 28
3.8.5. Kapaciteti zadrzavanja vode 1 UlJa.........cceeeviiiieiiiieiiieceeeeeee e 28
3.8.6. Kapaciteti pene 1 Stabilnost PENE........cccvieiiieeriiieiiieeiee et seree e 29
3.8.7. EMUIZUJUCA SVOTSEVA.....eiiiiiiiiieiiieiieeiie ettt sttt ettt e et et e et e ssaeebeesaaeenseesnneenseens 29
3.8.8. PovrSinska hidrofobnost.........ccoeoiiiiiiiiiiiiiieiec e 29

3.8.9. Sadrzaj ukupnih i rektivnih sulthidrilnih (SH) grupa..........ccooooieviiiiiiiieieieeeee 30



3.8.10. In vitro antiokSidativiag AKEIVIIOST. .....eveuneee ettt e e e et e e e e e e e e eeeeaaaeeens 30

3.9. Priprema proteinskih NanOCEStICA. ... ..ccouviiiiuiieiiiieeciie et ettt e e e e e eaeeas 30
3.9.1. TermiCKi tretMAN.....c.eiiiiiiiieiii ettt ettt st e et e st e ebe e 30
3.9.2. URIazvuCni trMAN......cc.eeriieieeiieitieteeitert ettt sttt ettt ettt sbe et e eatesaeenaeenee e 30

3.10. Karakterizacija proteinskih NanoCeStiCa.........ccvieruieriieriieiieeiieeie et 31
3101 MUINOCA. ...ttt ettt ettt ettt ettt enees 31
3.10.2. Raspodela VElICING CESTICA. .. .ccuuiiiieiieeiieeiiieiie ettt ettt eere e seneeteesnaeenseenenes 31
3.10.3. Stabilnost proteinskih NANOCESLICA........cccveeeiciieeiiieeie e 31
3.10.4. Povrsinska hidrofobnost proteinskih nanocestica...........ccceevveeeiieerciieeeeciieeieecee e, 31
3.10.5. Kapacitet vezivanja linolne KiSEINE..........cccviieiiiiiiiiieiiieeieeeiee et 32
3.10.6. Kapacitet vezivanja askorbinske Kiseline............ccccoovveeviieniiiiniiiiciecce e 32

3.11. Statisticka obrada eksperimentalnih podataka...............ccceevvviiiiiniiiiniiiiieiece e 32

4. Rezultati | diSKUSIjA...ccovrierrririsresisncsisnisssanisssanissssnessssnsssssnssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssasssss 33

4.1. Proteinski izolati leblebije 1 NjinOVa SVOJStVA......cccuieiiiiriiiiieciecieece e 33
4.1.1. Karakterizacija polazne SITOVINE.........c.cccueerueerreeirierieesieenreeiseesteesseesseesseessseesseesssessseens 33
4.1.2. Alkalna i1 enzimima potpomognuta alkalna ekstrakcija proteina leblebije....................... 34

4.1.2.1. Testiranje enzima za tretman leblebije pre alkalne ekstrakcije...........cccceeueenneee. 34
4.1.2.2. Efikasnost alkalne 1 enzimima potpomognutih alkalnih ekstrakcija proteina
LEDIEDIIC. .. et 36

4.1.3. Hemijski sastav proteinskih izolata leblebije...........ccccveriieiiiiniiiiiieniieeeceeeeee e 37
4.1.4. Sekundarna struktura proteinskih izolata leblebije...........ccccceeviiriieniiieniiniicieeieeeee, 38
4.1.5. Aminokiselinski sastav proteinskih izolata leblebije...........cccoevvieeeiiienniiiiniiiiieee 39
4.1.6. SDS poliakrilamidna gel elektroforeza proteinskih izolata leblebije..........ccccceveennennnee. 41
4.1.7. Funkcionalne osobine proteinskih izolata leblebije.........ccccouereviiieiiiiniiiiiiieiieeeeeee 42
4.1.7.1. RASEVOTIJIVOST..c..eeiieiiiiiieiiiect ettt 42
4.1.7.2. Kapaciteti zadrZzavanja vode 1 Ulja..........coceeeiinieniniiniiniecececeseceeeeee 44
4.1.7.3. Emulgujuca sVOjStva 1 PENJENJE.....cccueeriieririeriieeieeriieeieesieeeteesieeeteesieeeabeeseeeeneeas 45
4.1.8. In vitro antioksidativna aktivnost proteinskih izolata leblebije............cccccrvirieniancnnenn. 47

4.2. Nanocestice pripremljene iz proteinskih izolata leblebije..........cccoovvieeriiiiniiiiniiiiieeeee 48
4.2.1. Mutnoca disperzije proteinskih NnanoCestiCa..........eeevvreeriieeriieeieeeieeeee e 48
4.2.2. Raspodela veli¢ina proteinskih nanocestiCa..........oooveeriuieiriiieiniiieeeiieeeee e 50
4.2.3. Stabilnost proteinskih nanocestica tokom skladiStenja............cccceeevieeniiieniiienciee e, 52
4.2.4. PovrSinska hidrofobnost proteinskih nano€estica..........cocueevueerieiiieniienieniieiieeeeeeeee 54
4.2.5. In vitro antioksidativna aktivnost proteinskih nanocestica............cceoeeevienciieniieniieenneenne. 55
4.2.6. Kapacitet proteinskih nanocestica za vezivanja linolne kiseline...........ccccceeeveeveriennnnne 56
4.2.7. Kapacitet proteinskih nanocestica za vezivanja askorbinske kiseline...........c..cccccecuenee. 59

4.3. Razdvajanje proteina leblebije preparativnom hromatografijom sa hidrofobnim interakcijama

.................................................................................................................................................. 60
4.3.1. SDS PAGE frakcija dobijenih preparativnom HIC tehnikom.............cccccevvviieniieennnnnnn. 61
4.3.2. FTIR spektri frakcija dobijenih preparativnom HIC tehnikom.............cccccvveeiiieniennnnnen. 62
4.3.3. In vitro antioksidativna aktivnost frakcija dobijenih preparativnom HIC tehnikom........ 63

4.4. Frakcije proteina leblebije 1 njihova SVOJStVa.......cceeviiiiiiiiiiiiieieee e 64
4.4.1. Sekvencijalna ekstrakcija frakcija proteina leblebije...........ccoocierieniiiiniiiiniiiiieieeee, 65

4.4.2. Hemijski sastav frakcija proteina leblebije..........coooviviiriiiiiiniiiiiiiiieeeeeee e, 65



4.4.3. Sekundarna struktura frakcija proteina leblebije..........cccoecvieeiiiiiriiiinciiieeieeee e, 66

4.4.4. Aminokiselinski sastav frakcija proteina leblebije........c.ccccoveeriiieiiieeiiiecieeeee e 68
4.4.5. SDS-PAGE frakcija proteina leblebije..........ccoviviiiiiiiiiiiiiiecieeee e 69
4.4.6. Funkcionalne osobine frakcija proteina leblebije.........ccocveviieriieniiieniienieeiecieeeeee, 70
4.4.6.1. Rastvorljivost frakcija proteina leblebije.........ccoociiriiiiviiiniiiinienieeieeeeee, 70

4.4.6.2. Kapaciteti zadrzavanja vode i ulja frakcija proteina leblebije............ccoeeueennenne. 71

4.4.6.3. Emulgujuca svojstva i svojstva penjenja frakcija proteina leblebije................... 72

4.4.7. In vitro antioksidativna aktivnost frakcija proteina leblebije..........ccccoevveviiiiiiiiiiiiennenn. 75

4.5. Nanocestice pripremljene iz frakcija proteina leblebije.........cccocvvieriiieenciiieniiieeieeeie e 75
4.5.1. Mutnoca disperzija proteinskih NanoCestiCa..........ueerureeriieeiiieeiieeeie e sree e 76
4.5.2. Raspodela veli¢ina proteinskih nanocCestiCa..........cocvreriuieiriieirciieciie e 77
4.5.3. Stabilnost proteinskih nanocestica tokom skladiStenja...........cccccceeevuieriienienciienieenieenen, 80
4.5.4. PovrsSinska hidrofobnost proteinskih nanoCestica...........cccvereeeiierieniiienienieeeeere e 81
4.5.5. Kapacitet proteinskih nanocestica za vezivanja linolne kiseline..............cccccceevveennennnn. 82
4.5.6. Kapacitet proteinskih nanocestica za vezivanja askorbinske kiseline...............c.cccceeneen. 85
4.5.7. In vitro antioksidativna aktivnost proteinskih nanocCestica............ccceeeevveeecrieercreeerreeennne. 85

5. ZAKIJUCCH eceuereniineeiniisninntissniistissnisstissstessssssssssssssstesssssssssssssssssessssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssess 87
0. LITEIratUrQ...ccccueeiciseeeiiieninssnnenssenessnncsssnncssssecssssesssssesssssesssssesssssesssssssssssesssssssssssssssssssssssssssssssssnssssns 90

A0 5 1 (172 PO 110







Rezime

Istrazivanja u okviru ove doktorske disertacije su bila usmerena na izdvajanje proteina iz semena
leblebije (Cicer arietinum L.) konvencionalnim i unapredenim postupcima, i karakterizaciju
dobijenih proteinskih izolata u pogledu hemijskog i aminokiselinskog sastava, sadrzaja elemenata
sekundarne strukture i proteinskog profila. Izdvojenim proteinima su odredena funkcionalna svojstva
1 in vitro antioksidativna aktivnost. Pored toga, proteini leblebije su podvrgnuti termickom tretmanu,
sa ciljem dobijanja nanostrukturnih Cestica koje su okarakterisane s aspekta veliCina i1 raspodele
veli¢ina. Proteinskim nanocCesticama je odredena povrSinska hidrofobnost, stabilnost tokom
skladiStenja 1 in vitro antioksidativna aktivnost, kao 1 osobine od znacaja za njihovu unapredenu
primenu kao Sto su kapaciteti vezivanja hidrofilnih i hidrofobnih supstanci.

Proteini su iz obezmasS¢enog semena leblebije ekstrahovani konvencionalnim alkalnim
postupkom, a pre ove ekstrakcije je uraden tretman sirovine enzimima sa ciljem poboljSanja
ekstrakcionog prinosa. U tom smislu je testirano viSe razli¢itih individualnih i kombinovanih
aktivnosti enzima koji razgraduju ¢elijski zid biljaka, na osnovu Cega su izabrana dva postupka
pretretmana - individualnom a-L-arabinofunadozidazom i kombinacijom endo-ksilanaze i kompleksa
celulaza. U izabranim enzimima potpomognutim alkalnim ekstrakcijama postignuta je znacajno veca
efikasnost postupka, pa su tako pretretmani arabinofuranozidazom, kao i kombinacijom celulaza 1
ksilanaze doveli do gotovo potpune ekstrakcije proteina iz semena leblebije; ovo je dovelo do
povecanja prinosa tako dobijenih proteinskih izolata za viSe od 25% u odnosu na prinos izolata iz
alkalne ekstrakcije bez enzimskog tretmana. Rezultati analize hemijskog sastava su pokazali da su
svi izolati imali visok (>80%) sadrzaj proteina 1 nizak sadrzaj skroba (< 1%). Na osnovu razlika u
aminokiselinskom sastavu zakljueno je da su postojale razlike u proteinskom sastavu dobijenih
izolata. Analiza elemenata sekundarne strukture proteina je pokazala razlike u sadrzaju a-heliksa i1 -
ravni/B-zavoja medu proteinskim izolatima, a natrijum-dodecilsulfat poliakrilamid gel elektroforeza
razlike u proteinskim profilima, $to je ukazalo na razliit sastav izolata u smislu udela razli¢itih
frakcija proteina leblebije u njima.

Kada je re¢ o funkcionalnim i bioloSkim osobinama, proteinski izolati iz enzimima
potpomognutih alkalnih ekstrakcija pokazali su vecu rastvorljivost, kapacitete zadrzavanja vode 1
ulja, poboljSane emulgujuce karakteristike 1 svojstva penjenja, kao 1 in vitro antioksidativnu aktivnost
u odnosu na proteinski izolat iz alkalne ekstrakcije. Dobijeni rezultati su ukazali na mogu¢nost da se
izborom 1 primenom enzima za tretman semena leblebije pre alkalne ekstrakcije moze ne samo
poboljsati prinos, ve¢ 1 svojstva dobijenog proteinskog izolata, znaCajna za njegovu upotrebu u
prehrambenom matriksu.

Dalja istrazivanja bila su usmerena na izdvajanje frakcija proteina leblebije, njihovu
karakterizaciju i odredivanje funkcionalnih osobina, sa ciljem dubljeg razumevanja karakteristika 1
svojstava proteinskih izolata dobijenih alkalnim i enzimima potpomognutim alkalnim ekstrakcijama
kao njihovih smeSa. Sekvencijalnim ekstrakcijama su iz obezmascenog semena leblebije izolovane
albuminska, globulinska 1 glutelinska frakcija, koje su takode okarakterisane u pogledu njihovih
funkcionalnih 1 bioloSkih osobina. Uocljivo je bilo da je najveca rastvorljivost (oko 85%) pod
ispitivanim uslovima bila ona frakcije globulina dok je najmanja rastvorljivost (oko 65%) izmerena
za frakciju glutelina. Kapaciteti zadrzavanja vode 1 ulja glutelinske frakcije bili su znacajno ve¢i od
kapaciteta dobijenih za druge dve frakcije. Emulgujuca aktivnost glutelina bila je znacajno veca od
aktivnosti albumina i globulina, dok su znacajno ve¢i rezultati za stabilnost emulzija dobijeni za



globulinsku 1 albuminsku frakciju. Rezultati kapaciteta i stabilnosti pene su pokazali da su svojstva
penjenja glutelina bila ve¢ih vrednosti u poredenju sa ovim svojstvima albumina i globulina
leblebije. Sto se tice bioloske aktivnosti, rezultati su pokazali sliénu in vitro antioksidativnu aktivnost
frakcija albumina i glutelina, dok je u odnosu na ove dve frakcije globulinska frakcija pokazala
znacajno nizi rezultat. Na osnovu sagledanih svojstava frakcija proteina leblebije, zakljuc¢eno je da su
superiornija svojstva proteinskih izolata iz enzimima potpomognutih ekstrakcija u odnosu na alkalni
bila rezultat razlika u udelima ekstrahovanih proteinskih frakcija u njima, pa samim tim i svojstava
koje one poseduju.

Primenom termickog tretmana formirane su nanostrukture iz dobijenih proteinskih izolata i
frakcija proteina leblebije, koje su okarakterisane u pogledu njihovih najvaznijih svojstava i
potencijalne primene kao nosaca razliCitih bioaktivnih jedinjena. Varijacijom vremena trajanja
termickog tretmana i vrednosti pH na kom su pripremane, dobijene su (nano)cestice razlicitih
veli¢ina pripremljene od proteinskih izolata (28 - 290 nm) i frakcija proteina (23 - 405 nm). Termicki
tretman izazvao je povecanje udela struktura o-heliksa i smanjenje udela B-ravni u poredenju sa
netretiranim proteinskim izolatima. NanocCestice pripremljene iz proteinskih izolata dobijenih iz
enzimski potpomognutih alkalnih ekstrakcija imale su manje precnike i vecu stabilnost tokom
skladiStenja, pri vecoj pH, u poredenju sa nanocesticama pripremljenim iz alkalnog proteinskog
izolata. Pored toga, nanocestice dobijene iz izolata iz ekstrakcije potpomognute kombinacijom
celulaza 1 ksilanaze ispoljile su najveu in vitro antioksidativnu aktivnost, dok su nanocestice
pripremljene od izolata iz ekstrakcije potpomognute arabinofuranozidazom pokazale superiorniji
kapacitet vezivanja linolne kiseline. Rezultati karakteristika nanostruktura dobijenih iz frakcija
proteina leblebije su pokazali dobro slaganje superiornijih rezultata nanocestica dobijenith od
glutelinske frakcije (najmanje veli€ine nanocestica, veca stabilnost tokom skladistenja), kao 1 visoku
in vitro antioksidativnu aktivnost sa rezultatima za ova svojstva nanocCestica pripremljenih od
proteinskih izolata iz enzimima potpomognutih ekstrakcija. Dodatno, nanocestice pripremljene od
albuminske frakcije pokazale su generalno veci kapacitet vezivanja linolne kiseline, kao sloZene
funkcije veli¢ine i povrSinske hidrofobnosti, u odnosu na nanocestice iz druge dve frakcije, uz takode
izrazenu in vitro antioksidativnu aktivnost.



Summary

Research activities within this doctoral dissertation were focused on extraction of proteins
from chickpea seeds (Cicer arietinum L.) using conventional and advanced procedures, and their
characterization in terms of chemical and amino acid composition, analysis of secondary structure
and protein pattern. Functional properties and in vitro antioxidant activity of obtained protein isolates
were determined as well. In addition, chickpea proteins were exposed to thermal treatment, with the
aim to produce protein nanostructures, and obtained nanoparticles were characterized in terms of size
and size distribution. Surface hydrophobicity, storage stability and in vitro antioxidant activity were
determined for protein nanoparticles, as well as properties important for their improved application,
such as binding capacity of hydrophilic and hydrophobic substances.

Proteins were extracted from defatted chickpea seeds using conventional alkaline procedure,
where enzymatic treatments of raw material prior to alkaline extraction were applied in order to
improve the extraction yield. In this sense, several different individual and combined enzyme
activities, that can break down plant cell walls, were tested and based on results two pretreatment
procedures were chosen - individual a-L-arabinofunadosidase and a combination of endo-xylanase
and cellulase complex. Alkaline extractions assisted by selected enzymes had significant effect on
the efficiency of the procedure; pretreatments with arabinofuranosidase and a combination of
cellulase and xylanase led to almost complete extraction of protein from chickpea seeds that resulted
in enhancement of the extractability for more than 25% in comparison to alkaline extraction only.
Chemical composition analysis confirmed that all protein isolates had high (>80%) protein content
and low starch content (< 1%). Analysis of amino acid composition indicated differences in the
protein composition between investigated isolates. Secondary structure analysis also showed
differences in o-helix and [-sheet/B-turn content among protein isolates, while sodium
dodecylsulfate polyacrylamide gel electrophoresis showed differences in protein patterns, indicating
a different composition of the isolates in terms of the ratio of protein fractions inside them.

When functional and biological properties were analyzed, protein isolates from enzyme-
assisted alkaline extractions showed higher solubility, water and oil holding capacities, improved
emulsifying and foaming properties, as well as in vitro antioxidant activity compared to protein
isolate from alkaline extraction. The obtained results indicated possibility that by choosing and
applying enzymes for the treatment of chickpea seeds prior alkaline extraction, it is possible not only
to improve the yield, but also the properties of the obtained protein isolate, significant for its
application in the food matrix.

Further research was focused on extraction of chickpea protein fractions, their
characterization and determination of functional properties, with the aim of deeper understanding of
the characteristics and properties of protein isolates obtained by alkaline and enzyme-assisted
alkaline extractions as their mixtures. By subsequent extraction, albumin, globulin and glutelin
fractions were extracted from chickpea seeds and characterized in terms of their functional and
biological properties. It is evident that globulin fraction had the highest solubility (about 85%), while
the lowest solubility (about 65%) was obtained for glutelin fraction. The WHC and OHC of the
glutelin fraction were significantly higher compared to the capacities of the other two. The
emulsifying activity of glutelin was significantly higher than that of albumin and globulin, while
higher results for emulsion stability were obtained for globulin and albumin fractions. The results of



FC and FS showed that the foaming properties of glutelin are higher compared to the properties of
albumin and globulin fractions. Regarding the biological activity, albumin and glutelin fractions
expressed similar antioxidant activity, while globulin fraction showed significantly lower result.
Based on obtained properties of chickpea protein fractions, it was concluded that superior properties
of protein isolates from enzyme-assisted alkaline extraction are result of the differences in the
content of extracted protein fractions in them, and therefore properties they possess.

Using heat treatment, nanostructures were produced from protein isolates and protein
fractions and characterized in terms of their most important properties and potential application as
carriers of various bioactive compounds. By varying time of heat treatment and pH on that they were
prepared, (nano)particles with various sizes were obtained for protein isolates (28 - 290 nm) and
fractions (23 - 405 nm). Heat caused an increase in the relative amount of a-helix structures and an
overall decrease in the amount of B-sheet structures when compared to non-treated chickpea
protein/fractions. Nanoparticles prepared from proteins obtained with the assistance of enzymes
showed lower particle sizes and higher storage stability at higher pH, compared to nanoparticles
prepared from protein extracted with alkali. Additionally, nanoparticles obtained from protein isolate
from extraction assisted by combination of cellulases and xylanase showed highest in vitro
antioxidant activities while nanoparticles prepared from protein isolate obtained from extraction
assisted by arabinofuranosidase showed superior binding capacity of linoleic acid. Results of the
characteristics of nanostructures obtained from protein fractions showed that there is a good
agreement of the superior results of the nanoparticles produced from glutelin fraction (smallest
nanoparticle size, better storage stability), as well as high in vitro antioxidant activity, with the
results of these properties of nanoparticles prepared from protein isolates from enzyme-assisted
alkaline extractions. Additionally, nanoparticles prepared from albumin fraction showed generally
higher linoleic acid binding capacity, as a complex function of size and surface hydrophobicity,
compared to nanoparticles from the other two fractions, with also expressed in vitro antioxidant
activity.



1. Uvod
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Savremeni svet se susrece sa problemom brzorastuc¢e populacije i, s tim u vezi, izazovom da
obezbedi dovoljnu koli¢inu hrane za sve ¢lanove ljudske zajednice. U tom smislu se naroc€ito izdvaja
hrana bogata proteinima, kao izvor komponenata neophodnih za normalno funkcionisanje ljudskog
organizma. U novije vreme, sve ve€a paznja se posvecuje alternativnim izvorima proteina koji bi
mogli da zamene tradicionalne zZivotinjske proteine. S druge strane, primeceno je da ishrana bogata
proteinima biljnog porekla ima pozitivan uticaj na smanjenje nivoa lipida u krvi i nema negativnih
uticaja na rast holesterola ili razvoj kardiovaskularnih oboljenja za $ta su, pretpostavlja se, odgovorni
bioaktivni peptidi i aminokiseline iz biljnih izvora. Pored toga, smatra se da proizvodnja proteina iz
biljnih izvora ima manji negativan uticaj na zivotnu sredinu nego ona iz animalnih.

Mahunarke, kao biljna sirovina, predstavljaju jedan od glavnih izvora osnovnih hranljivih
sastojaka, ukljucujuéi proteine, ugljene hidrate, vlakna, minerale i vitamine, a karakteriSe ih 1 nizak
sadrzaj zasi¢enih masti. Medu razli¢itim vrstama mahunarki, leblebija (Cicer arietinum L.)
predstavlja obecavajuéi izvor za pripremu proteinskih koncentrata i izolata. Kvalitet proteina
leblebije ogleda se u visokoj bioloskoj vrednosti, dobro uravnotezenom sadrzaju aminokiselina i
niskom sadrzaju antinutritivnih faktora.

Za izdvajanje proteinskih koncentrata ili izolata iz biljnih izvora se koriste razli¢ite tehnike
medu kojima se najceS¢e spominje konvencionalni alkalni proces. Da bi se povecao prinos
ekstrakcije proteina i ocuvala njegova bioloska i funkcionalna svojstva tokom samog procesa,
posebna paznja je, u poslednje vreme, usmerena na upotrebu enzima koji mogu selektivno
depolimerizovati i razgraditi komponente ¢elijskog zida. Upotreba enzima odlikuje se i manjom
potroSnjom energije, vecom efikasnoS¢u procesa ekstrakcije 1 blagim procesnim uslovima bez
negativnog uticaja na strukturu proizvoda. Prema naSim saznanjima, upotreba enzima sa ciljem
poboljsanja ekstrakcije proteina iz leblebije do sada nije istrazivana.

Sveobuhvatno ispitivanje fizicko-hemijskih 1 funkcionalnih osobina biljnih proteina 1
proteinskih derivata je fundamentalno za unapredenje njihove upotrebe u proizvodnji hrane 1
prehrambenih proizvoda sa visokom nutritivnom vrednoS$¢u. Upotreba razli¢itih izolata biljnih
proteina se uglavnom zasniva na njihovim funkcionalnim svojstvima (rastvorljivost, viskoznost,
stvaranje pene, emulgovanje, kapaciteti zadrzavanja vode i ulja, itd.). Naime, njihova funkcionalna
svojstva proisticu iz tzv. ,,unutrasnjih‘ faktora, poput strukture i konformacije proteina, zatim iz tzv.
»spoljasnjih* faktora koji poti¢u iz okruzenja u kom se protein nalazi, kao 1 postupka izolacije
proteina.

U skorije vreme jo$ jedna bitna uloga proteina, vazna za njithovu unapredenu upotrebu, se
nalazi u fokusu naucne i strucne javnosti; naime, proteini kao biomaterijali imaju moguénost
formiranja nanostruktura. Ove, pak, nanostrukture mogu posluziti kao nosaci razli¢itih bioaktivnih
jedinjenja sa ciljem njihovog poboljSanog inkorporiranja u hranu. Proteinske nanostrukture se mogu
koristiti kao nosaci za razli¢ita bioaktivna jedinjenja kao S$to su vitamini, antioksidanti, masne
kiseline, probiotici 1 farmaceutski proizvodi. Zbog definisane primarne strukture proteina,
nanocestice na bazi proteina mogu pruziti razli¢ite moguénosti za modifikaciju 1 vezivanje razli¢itih
jedinjenja.

IstraZivanja u okviru ove doktorske disertacije su bila usmerena na ispitivanje kombinovanih
tehnika enzimima olakSane alkalne ekstrakcije proteina iz semena leblebije sa ciljem dobijanja
izolata u ve¢em prinosu i sa poboljSanim funkcionalnim i antioksidativnih osobinama. Pored toga,
sekvencijalnom ekstrakcijom su izolovane i okarakterisane albuminska, globulinska i glutelinska
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frakcija proteina leblebije, sa ciljem dubljeg sagledavanja strukturnih karakteristika, i funkcionalnih 1
antioksidativnih svojstava proteinskih izolata kao smeSa ovih frakcija. Takode, ispitane su 1
modifikacije dobijenih proteinskih izolata i frakcija proteina u cilju dobijanja proteinskih
nanostruktura koje bi predstavljale nosace pogodne za inkorporiranje razli¢itih bioaktivnih jedinjenja
u hranu.
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2.1. Biljni proteini

Opste je poznato da adekvatna ishrana ljudi zavisi od unosa mnogobrojnih hranljivih
materija. Svest o bezbednosti hrane, kao i izazovi sa kojima se susre¢e sve veca svetska populacija
(predvida se preko devet milijardi ljudi do 2050. godine) kako bi proizvela i distribuirala nutritivho
visokovrednu hranu na ekoloski odrziv i pristupacan nacin, podstakli su brojna istrazivanja medu
kojima se izdvajaju 1 istrazivanja na polju proteina (Sa et al., 2020; Sim et al., 2021). Proteini
predstavljaju kompleksne biomakromolekule, sastavljene od 20 razliCitth aminokiselina (kao
monomera) povezanih peptidnim vezama, koji vrSe Citav niz funkcija u organizmu a takode su i
neophodni makronutrijenti u ljudskoj ishrani. Vaznost proteina u ishrani je dobro utvrdena - osim S§to
predstavljaju izvor energije i bioaktivnih jedinjenja, ovi makromolekuli su i izvor elemenata za
odrzavanje struktura, zaStitnu ulogu, 1 odvijanje i regulaciju neverovatnog spektra metabolickih
aktivnosti u organizmu.

Proteini ispunjavaju jo$ jednu vaznu ulogu s aspekta ishrane, naime, njihove fizicko-hemijske
karakteristike uticu na senzorna svojstva i kvalitet hrane. Nutritivni kvalitet proteina definisan je
sadrzajem esencijalnih aminokiselina prema utvrdenim standardima (WHO/FAO), zajedno sa
zahtevima u pogledu njegove svarljivosti, bioraspolozivosti i Cistoe. Znacajan izazov predstavlja
pronalazenje najpogodnijeg izvora proteina, Sto, pre svega, zavisi od mnogobrojnih faktora, medu
kojima se najviSe isti¢u potrebe potroSaca, industrijska dostupnost, ekonomicnost, kao i kulturoloski
elemenati (Sd et al., 2020).

Proizvodnja proteina predstavlja glavni izazov danasSnjice jer tradicionalni zivotinjski izvori
proteina zahtevaju intenzivnu koli¢inu zemljista i resursa (Calicioglu et al., 2019). Takode, proteini
zivotinjskog porekla su povezani sa sve vecim troSkovima, ogranicenom raspoloZivoScu resursa i
ugrozavanjem biodiverziteta tokom njihove proizvodnje (Willett et al., 2019). Istrazivanja beleZe
porast rizika od kardiovaskularnih 1 kancerogenih oboljenja usled konzumiranja proteina
zivotinjskog porekla, $to moZe biti povezano sa ve¢im prisustvom sulfo-aminokiselina u njima
(Naghshi et al., 2020). Proteini iz biljnih izvora predstavljaju obecavajucu alternativu prvenstveno
zbog svoje duge istorije uzgoja, niZe cene proizvodnje (u odnosu na one iz zivotinjskih) 1 velike
pristupacnosti u mnogim delovima sveta (Sim et al., 2021). Biljni proteini su takode ekoloski
odrziviji 1 njihova proizvodnja ima manje negativni uticaj na zivotnu sredinu nego ona iz animalnih
izvora. Postoji nekoliko dobro poznatih izvora biljnih proteina koji mogu poboljsati ljudsku ishranu 1
pomo¢i u prevazilazenju navedenih izazova. Medu njima se najvise istiCu biljni proteini dobijeni iz
mahunarki (grasak, leblebija, pasulj, lupin), zitarica (kukuruz, ovas, pSenica, pirinac¢, kinoa), semena
i lis¢a (Cia, susam, lan, semenke bundeve i suncokreta, liS¢e bambusa i spanaca), orasastih plodova
(kikiriki, badem, brazilski i indijski orah), koji su dobro okarakterisani i istrazeni (slika 1). Takode,
posebna paznja usmerena je i na istrazivanje ostalih, alternativnih, izvora proteina, kao $to su npr.
alge, insekti, ali 1 sporedni proizvodi poljoprivredno-prehrambenog sektora.

Mnoge studije su pokazale da proteini dobijeni iz biljnih izvora poseduju potrebne koliCine
esencijalnih aminokiselina za ljudske potrebe, pa, shodno tome, ovi proteini imaju vaznu ulogu u
ljudskoj ishrani. Treba uzeti u obzir da u istoj biljnoj vrsti sadrzaj proteina moze da varira zbog
razlika u klimatskom podrucju u kom je odgajana, sastavu zemljiSta, nadmorskoj visini, nivou
padavina, kao i sorti biljke. Takode, sastav proteina moze da varira od na¢ina i uslova procesa
njihovog izdvajanja iz biljne sirovine, koji mogu dovesti do degradacije i promene aminokiselinskog
sastava, kako esencijalnih, tako i neesencijalnih aminokiselina. Duboko razumevanje fizicko-
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hemijskih 1 funkcionalnih svojstava biljnih proteina i1 njihovih derivata je fundamentalno za
poboljsanje njihove upotrebe u proizvodnji hrane, kao i1 u stvaranju novih proizvoda sa
visokokvalitetnom nutritivnom vrednos¢u (Conde et al., 2005).

Slika 1. Najpoznatiji izvori biljnih proteina (Tuammee, 2022)

Prema nekim procenama zasnovanim na svetskoj populaciji od 7,3 milijardi stanovnika,
potraznja za proteinima iznosi oko 202 miliona tona na godiSnjem nivou. Medutim, pored povecanja
potraznje zbog projektovanog porasta stanovniStva od 2,3 milijarde u narednih 30 godina, smatra se
da postoje dodatni faktori koji mogu doprineti povecanoj potraznji za proteinima na globalnom nivou
a koji proisti¢u iz socio-ekonomskih promena (rast prihoda, urbanizacija, poveéana svest o uticaju
proizvodnje hrane i njene konzumacije na zivotnu sredinu i zdravlje ljudi). Dostupne su mnoge
strategije kao odgovor na rastucu globalnu potraznju za proteinima, koje obuhvataju prvenstveno
tehnoloski napredak u proizvodnji i preradi, promene u poljoprivredno-prehrambenom sektoru 1
promene u obrascima potrosnje proteina (Henchion et al., 2017).

Trenutno, biljni izvori dominiraju u podmirivanju potrebe za proteinima na globalnom nivou
(57%) a zatim ih slede meso (18%), mle¢ni proizvodi (10%), riba i1 Skoljke (6%), kao 1 drugi
proizvodi zivotinjskog porekla (9%). Medu biljkama, upotreba mahunarki sa visokim sadrzajem
proteina i prisustvom mnogih drugih bioaktivnih jedinjenja poznatih struktura i funkcija postaje sve
popularnija. Mahunarke takode imaju znaCajnu ulogu u prevazilaZzenju izazova povezanih sa
nedovoljnim unosom proteina u zemljama u razvoju 1 nerazvijenim zemljama sveta, gde
komercijalno obogacena hrana, raznovrsna ishrana i dodaci ishrani nisu dostupni svima i u dovoljnoj
meri (Gupta et al., 2021; Henchion et al., 2017).
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2.2. Leblebija kao izvor proteina

Biljke iz porodice mahunarki (Fabaceae) se gaje na znaCajnim povrSinama u mnogim
regionima Sirom sveta. Njihovi plodovi su od davnina poznati kao vazne namirnice u ljudskoj
ishrani, prvenstveno zbog svojih nutritivnih svojstava, niske cene i lakog skladiStenja (Faridy et al.,
2020). Mahunarke su nazvane ,hranljivo seme za odrzivu buducnost®, a 2016. godina je bila
proglasena za ,,Medunarodnu godinu mahunarki“, od strane Ujedinjenih nacija i Organizacije za
hranu i1 poljoprivredu (FAO, 2016). Predstavljaju bogat izvor proteina, dijetetskih vlakana i
mikronutrijenata koji imaju brojna korisna delovanja na ljudsko zdravlje.

Leblebija (Cicer arietinum L.), jo§ poznata pod nazivom slanutak, slani pasulj ili naut, je
vazna mahunarka koja se uzgaja i konzumira u preko pedeset zemalja sveta, i to najvise na indijskom
potkontinentu, Severnoj Africi, Bliskom Istoku, Americi i Australiji. Svetska proizvodnja leblebije u
2020. godini iznosila je 15,08 miliona tona (FAOSTAT, 2020). Indija je najveci svetski proizvodac
leblebije (slede je Turska i Australija) sa u¢es¢em od 66,19%, u isto vreme cine¢i 86,03% ukupne
proizvodnje leblebije u Aziji (Kaur and Prasad, 2021a). Na globalnom nivou, leblebija je trec¢a
najvise uzgajana mahunarka, odmah nakon pasulja i grasSka koji se nalaze na prvom i drugom mestu
(FAOSTAT, 2020). Cicer arietinum L. je jedina kultivisana vrsta iz roda Cicer. Svrstava se u
porodicu Fabaceae i potporodicu Faboideae. To je zeljasta, jednogodisnja biljka koja je otporna na
suSu i hladnodu, i koja tokom rasta izgleda kao mali Zbun sa granama koje se Sire iz osnove stabla.

Postoje dva tipa leblebije koja se razlikuju po veli¢ini zrna, njegovom obliku 1 boji (slika 2).
Jedan, Desi tip karakteriSe relativno manje seme (80 — 350 mg) ugaonog oblika, grube povrsine sa
tamnim semenim omotacem. Biljka je izuzetno niskog rasta sa karakteristicnim ljubicastim
cvetovima 1 dokazanim prisustvom antocijana. Drugi, Kabuli tip karakteriSe relativno veliko seme
(100 — 750 mg) glatke povrSine sa lako uocljivim produZetkom i beZ obojenim semenskim
omotacem. Ime je dobio pre dva veka kada je ova vrsta stigla do Indije preko Kabula (glavni grad
Avganistana). Biljke ovog tipa variraju od srednje visokih do veoma visokih a karakteriSu ih
upecatljivi beli cvetovi i odsustvo antocijana (Hirdyani, 2015). Kabuli tip se najvise konzumira na
Mediteranskom podrucju dok je Desi tip najvise rasprostranjen u ishrani stanovnika Bliskog Istoka,
Severne Afrike i Australije (Faridy et al., 2020). Dokazi ukazuju na naknadnu evoluciju tipa Kabuli
u odnosu na Desi, koja se ogleda prvenstveno u svetlijoj boji zrna ali takode i u njegovom boljem
kvalitetu (Moreno and Cubero, 1978).

Kabuli tip Desi tip

Slika 2. Seme dva razlicita tipa leblebije



Doktorska disertacija Milica Perovié

2.2.1. Nutritivni sastav semena leblebije

Seme leblebije je dobar izvor ugljenih hidrata i proteina, koji zajedno ¢ine oko 80% ukupne
mase semena. Poznato je da leblebija sintetiSe i1 skladisti skrob, kao rezervni polisaharid, u
kotiledonima. Sadrzaj skroba varira od 30,8% do 37,9% suve materije, pri ¢emu tip Kabuli ima vise
nekih mono- i disaharida (saharoza, glukoza i fruktoza) u poredenju sa tipom Desi (Jukanti et al.,
2012). Zitarice, kao §to je pSenica, imaju veéu koli¢inu skroba u poredenju sa leblebijom, ali
leblebiju odlikuje veci sadrzaj amiloze (30 — 40%, prema 25% u pSenici) 1 s tim nizi glikemijski
indeks. Procenat ukupnih vlakana (TDF) u leblebiji varira od 18 do 22 g/100 g, s tim da je sadrzaj
rastvorljivih (SDF) i nerastvorljivih (IDF) vlakana oko 4 — 8 g/100 g1 10 — 18 g/100 g sirovog ploda
leblebije, redom. Sadrzaj ukupnih i nerastvorljivih dijetetskih vlakana kod leblebije tipa Desi je veci
nego kod tipa Kabuli zbog postojanja debljeg omotaca semena (Rincon et al., 1998). Ukupni sadrzaj
masti u sirovom semenu leblebije je relativno nizak i kreé¢e se od 2,7% do 6,48% (Alajaji and El-
Adawy, 2006; Kaur et al., 2005). Leblebija je bogata nutritivno vaznim nezasi¢enim masnim
kiselinama kao §to su linolna (51.2% od ukupnih masnih kiselina) i oleinska kiselina (32.6% od
ukupnih masnih kiselina). Ca, Mg, P i, posebno, K su takode prisutni u plodu leblebije. Leblebija je
dobar izvor vaznih vitamina kao Sto su riboflavin, niacin, tiamin i1 folna kiselina, dok bitni
karotenoidi prisutni u leblebiji ukljucuju B-karoten, lutein, zeaksantin, likopen 1 a-karoten (Jukanti et
al., 2012).

2.3. Protein leblebije

Seme leblebija sadrzi oko 18 - 22% proteina (raCunato na suvu materiju) 1 predstavlja
izuzetan izvor ove vazne klase biomolekula, ponajviSe za vegetarijansku i vegansku populaciju
(Jukanti et al., 2012; Kaur and Prasad, 2021b). Sadrzaj proteina u semenu leblebije varira u
zavisnosti od genetskih faktora i klimatskih uslova kojim je biljka izloZzena tokom kultivacije (Cobos
et al., 2016). Seme leblebije sadrzi dvostruko vecu koli¢inu proteina u odnosu na Zitarice, dok je
poredenje sadrzaja esencijalnih aminokiselina pokazalo da je protein leblebije u tom pogledu
superiorniji od proteina kukuruza 1 pSenice, 1 ekvivalentan proteinu pirinca (Smartt and Nwokolo,
2012). Vaznost proteina leblebije ogleda se u njegovom dobro izbalansiranom sadrzaju
aminokiselina. Utvrdeno je da su asparaginska kiselina, glutaminska kiselina 1 arginin
najzastupljenije aminokiseline u proteinima Kabuli 1 Desi tipa, kao i1 da je ovaj protein znacajan
izvor lizina. Deficitarne aminokiseline ukljuCuju prvenstveno metionin i cistein, a zatim slede valin,
treonin 1 triptofan (Igbal et al., 2006). Nedostatak aminokiselina koje sadrze sumpor se moze
nadoknaditi dodavanjem Zitarica svakodnevnoj ishrani koje su bogate ovim aminokiselinama
(Hirdyani, 2015). Kao joS jedna od bitnih prednosti proteina leblebije istice se njihova visoka
bioraspolozivost 1 dobra svarljivost (Faridy et al., 2020). Plod leblebije tipa Kabuli ima vecu in vitro
svarljivost proteina u poredenju sa tipom Desi 1 ona iznosi od 34% do 76% (Sanchez-Vioque et al.,
1999).

Prema vrsti proizvoda, proteini leblebije su dostupni u vidu koncentrata i izolata, medu
kojima, prema podacima iz 2018, izolati imaju veci udeo, tj. vise od 50% (Boukid, 2021). Proteini
leblebije poseduju fizicko-hemijska, funkcionalna i strukturna svojstva koja su uporediva sa onima
kod proteina drugih mahunarki (Boye et al., 2010b), $to ih ¢ini pogodnim za upotrebu u brojnim
prehrambenim proizvodima (Shevkani et al., 2019). Jo§ neke od prednosti za primenu ovih proteina
obuhvataju neutralan ukus i odsustvo toksina i alergena. Proteini leblebije se najces¢e primenjuju u
proizvodima koji su zamena za mesne proizvode ili alternativa mlecnim, zatim u decijoj hrani i
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pekarskim proizvodima, prvenstveno zbog moguce netolerancije na laktozu 1 osetljivosti na gluten
(Boukid, 2021). Takode, ispitivanje proteina leblebije, kao mogucih proteinskih suplemenata ili
nosaca hranljivih materija u prehrambenoj industriji, nagovestilo je novo polje primene ovih
makromolekula (Boukid, 2021).

Pored brojnih osobina koje im omogucavaju upotrebu u prehrambenoj industriji, protein
leblebije i njegovi hidrolizati pokazali su i znaCajana bioaktivna svojstva, medu kojima su
najizrazenija antioksidativna, antiinflamatorna, antihipertenzivna, antikancerogena, kao 1
antifungalna aktivnost (Boukid, 2021; Tiwari et al., 2020). Uzimajuci u obzir potencijal proteina
leblebije 1 njegovih derivata, kao moguc¢ih novih sastojaka hrane, koji takode imaju i blagotvorno
delovanje na ljudsko zdravlje, moze se ocekivati je da ¢e industrijska proizvodnja proizvoda na bazi
proteina leblebije u buduénosti imati trend rasta (Boukid, 2021).

2.3.1. Frakcije proteina leblebije

Proteini leblebije se mogu frakcionisati u pet grupa - globuline (rastvorljivi u rastvoru soli),
albumine (rastvorljivi u vodi), prolamine (rastvorljivi u alkoholu), gluteline (rastvorljivi u
kiselinama/alkalijama) i1 rezidualne proteine (Chavan et al., 1987). Procentualni sastav proteina
leblebije pokazuje najveci udeo globulina (~56%), zatim glutelina (~18%), albumina (~12%) i nesto
manji prolamina (~3%), dok ostatak predstavljaju rezidualni proteini (Singh and Jambunathan,
1982). Proteini leblebije imaju veci sadrzaj glutelina u poredenju sa ostalim mahunarkama (Chang
etal., 2011).

Albumini

Albuminska frakcija predstavlja bogat izvor esencijalnih aminokiselina, posebno sulfo-
aminokiselina 1 aminokiselina koje sadrze azot u bo¢noj grupi (triptofan 1 lizin), i stoga imaju vecu
nutritivnu vrednost u poredenju sa globulinskom frakcijom (Liu et al., 2008). Zbog ovih
karakteristika, albumini u proteinima mahunarki mogu prirodno da dopune aminokiselinski sastav
globulina. Frakcija albumina igra nezamenljivu, znac¢ajnu ulogu u semenu leblebije jer ukljucuje
ve¢inu enzimskih 1 metabolickih proteina (Singh et al., 2008). Generalno, veéina proteina albumina
ima neke fizioloske funkcije, kao Sto su biokataliticke aktivnosti lipoksigenaza, glikozidaza, ili
proteaza kao enzima ukljuenih u razgradnju rezervnih proteina (Vioque et al., 1999). Drugi
albumini, kao §to su inhibitori proteaza ili lektini, su ukljueni u odbrambene mehanizme biljke
(Gueguen and Cerletti, 1994). 2S albumin proteina leblebije (~20 kDa) poznat je kao lektin 1 sastoji
se od dva polipeptida veli¢ine od 10 1 12 kDa (Vioque et al., 1999).

Globulini

Globulini su glavni rezervni proteini leblebije 1 sastoje se od dve velike grupe, 11S proteina
legumina 1 7S proteina vicilina (Chang et al., 2011). Legumin ima ulogu glavnog skladiSnog
proteina, 1 predstavlja izvor energije, ugljenika i redukovanog azota za klijavost i1 razvijanje semena
kod leblebije. Legumin ¢ini oko 64% ukupnog sadrzaja proteina i 97% globulina u semenu leblebije
(Plietz et al., 1980). Legumin leblebije se sastoji od Sest a- 1 B-podjedinica koje povezane Cine
triagonalnu antiprizmu. Svaki o-lanac je povezan za [-lanac disulfidnim vezama. B-Lanci
predstavljaju hidrofobno jezgro proteina, dok su hidrofilni a-lanci orijentisani ka spoljaSnjosti
molekula (Bhagyawant and Srivastava, 2015). Natrijum-dodecilsulfat poliakrilamid-gel
elektroforeza (SDS-PAGE) je pokazala da glavne proteinske frakcije leblebije imaju podjedinice
veli¢ine od 46,5 do 39,8 kDa, i od 25,3 do 24,3 kDa, na osnovu c¢ega je zakljuCeno da ove
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podjedinice verovatno predstavljaju o- i B-podjedinice 11S proteina, odnosno legumina (Sdnchez-
Viogue et al., 1999).

U poredenju sa leguminom, vicilin nije detaljno istrazen. Poznato je da su vicilini trimerni
proteini koji ne sadrze cistein, pa samim tim ne poseduju ni disulfidne veze (Shewry et al., 1995).
Boulter (1983) je definisao vicilinsku grupu kao proteinsku frakciju koja se sastoji uglavnom od
podjedinica veli¢ine 50 kDa i niza polipeptidnih lanaca nizih molekulskih masa (33 kDa, 29 kDa, 13
kDa1i 12,5 kDa).

Glutelini

Glutelinska frakcija ¢ini 18,1% ukupnih proteina leblebije; dominantna je proteinska frakcija
u omotacu semena leblebije (33,2%), dok u kotiledonima i embrionu oko 20% proteina spada u
gluteline (Singh and Jambunathan, 1982). Glutelini pripadaju porodici 11-12S globulina; strukturno
su veoma sli¢ni globulinima (Chang et al., 2011). Sacinjavaju ih podjedinice veli¢ine od oko 55 kDa,
koje se mogu posttranslaciono cepati i dati kisele i bazne (23 kDa i 20 - 22 kDa, redom) polipeptidne
lance povezane jednom disulfidnom vezom (Chang, 2006; Shotwell, 1999). Glutelinska frakcija, kao
i albuminska, u svom aminokiselinskom sastavu sadrzi vecu koli¢inu metionina i cisteina. Malo je
dostupnih informacija o karakterizaciji glutelina, pre svega o njegovoj aminokiselinskoj sekvenci,
bioloskim i funkcionalnim svojstvima.

2.3.2. Elementi sekundarne strukture proteina mahunarki

Kljuéni koncept u razumevanju kako proteini funkcioniSu izveden je iz njihove strukture.
Struktura proteina moZe da ima Cetiri nivoa organizacije (slika 3), koji su odredeni redosledom
povezivanja njihovih monomernih gradivnih blokova — aminokiselina, a to su primarna, sekundarna,
tercijarna 1 kvaternarna struktura (A4lberts et al., 2014).

Primarna Sekundarna Tercijarna Kvaternarna
struktura struktura struktura struktura
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Slika 3. Struktura proteina prikazana na Cetiri nivoa organizacije, modifikovana prema Nelson and
Cox (2004)

Primarna struktura proteina predstavlja linearni redosled aminokiselina koje formiraju
polipeptidni lanac. Ova struktura nastaje kovalentnim povezivanjem pojedinacnih aminokiselina
preko peptidnih veza (Schmidt, 2006). Sekundarna struktura proisti¢e iz primarne strukture i
predstavlja konformaciju tj. prostorni raspored polipeptidnog lanca, stabilizovan vodoni¢nim vezama
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koje se formiraju izmedu karbonilnog kiseonika jedne i amidnog vodonika druge peptidne veze; na
taj naCin se delovi “ki¢me” polipeptidnog lanca savijaju u jednu ili viSe dobro definisanih
sekundarnih struktura kao §to su a-heliks 1 B-ravan. Tercijarna struktura se odnosi na ukupnu
konformaciju polipeptidnog lanca tj. trodimenzionalni raspored svih njegovih aminokiselinskih
ostataka. Za razliku od sekundarne strukture, koja je stabilizovana vodoni¢nim vezama, tercijarna
struktura je prvenstveno stabilizovana hidrofobnim interakcijama izmedu nepolarnih bo¢nih lanaca,
disulfidnim vezama izmedu cisteinskih ostataka i drugim razli¢itim interakcijama. Tercijarna
struktura proteina nije rigidno fiksirana ve¢ podleze kontinuiranim i malim fluktuacijama. Ove
varijacije u strukturi imaju vazan uticaj na karakteristike 1 funkciju proteina (Ji and Li, 2010).
Kvaternarna struktura, kao cetvrti nivo strukturne organizacije proteina, opisuje broj
(stehiometrija) 1 relativne pozicije podjedinica u multimernim proteinima. Ova struktura se odnosi na
ukupan prostorni raspored polipeptidnih podjedinica unutar molekula ovakvih, slozenih proteina.

Kada je re¢ o sekundarnoj strukturi proteina mahunarki, u poredenju sa onom proteina
zivotinjskog porekla, poznato je da je karakteriSe visi sadrzaj B-ravni, B-lanaca i B-zavoja, dok je a-
heliks prisutan s nizim udelom (Carbonaro et al., 2015). Po sadrzaju elemenata sekundarne
strukture, razlike postoje 1 izmedu proteina mahunarki i ostalih biljnih proteina; tako je pokazano da
je veéi udeo P-konformacija i manji udeo a-heliksa kod proteina mahunarki u poredenju sa
proteinima je¢ma, dok globulini pirinc¢a i1 proteini ovsa pokazuju ve¢i ili donekle slican sadrzaj -
ravni/B-zavoja kada se porede sa proteinima mahunarki (Shevkani et al., 2019). Za ve¢inu mahunarki
sadrzaj a-heliksa se kre¢e u opsegu od 18% do 20%, cak i nize kod soje (11,8%), dok veée vrednosti
udela ovog elementa strukture imaju proteini je¢ma 1 pSenice - 28% 1 29%, redom (Carbonaro et al.,
2012). U skladu sa ovim, proteini mahunarki mogu da imaju viSe nego dvostruko nizi odnos a-
heliks/B-ravan u odnosu na proteine zitarica (0,47 1 1,1, redom).

I proteini iz razli¢itih mahunarki (pasulj, grasak, socivo, leblebija, itd.) se razlikuju po svom
sastavu 1 strukturi. Poznato je da relativni udeo razli¢itih elemenata sekundarne strukture proteina
mahunarki varira medu razliitim sortama (Shevkani et al., 2019). Najmanje 30% celokupne
sekundarne strukture proteina soje i so€iva sainjavaju PB-ravni, dok su kod leblebije i pasulja
prisutne znacajno veée vrednosti - 37,2% 1 43,6%, redom (Carbonaro et al., 2012).

Pokazano je da stabilnost proteina zavisi od odnosa elemenata sekundarne strukture, pa su
tako proteini mahunarki sa relativno ve¢im sadrzajem B-struktura termicki stabilniji 1 denaturiSu se
na viSim temperaturama u poredenju sa proteinima koji poseduju veci sadrzaj a-heliksa (Carbonaro
et al., 2012; Shevkani and Singh, 2014). Preovladuju¢i udeo B-struktura u sekundarnoj strukturi
takode doprinosi smanjenju svarljivosti ovih proteina. Utvrdeno je da visok sadrzaj B-ravni
ogranicava pristup proteolitickim enzimima i dovodi do nize svarljivosti. Upotreba razli¢itih metoda
(termicki tretman, tretman mikrotalasima, ekstrudiranje itd.) dovodi do smanjenja sadrZzaja B-ravni 1
povecanja digestibilnosti protreina iz mahunarki (Drulyte and Orlien, 2019).

2.4. Funkcionalne osobine proteina mahunarki

Osim bioloske aktivnosti 1 vazne nutritivne uloge, proteini znac¢ajno doprinose 1 tehnoloskim 1
senzornim karakteristikama prehrambenih proizvoda. Naime, naklonjenost potroSa¢a prema hrani
cesto se zasniva na njenim senzornim atributima kao Sto su izgled, boja, ukus 1 tekstura.
Funkcionalna uloga proteina koja doprinosi kvalitetu prehrambenog proizvoda ne proizilazi iz
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jednog fizicko-hemijskog svojstva, ve¢ je to slozena interakcija viSe svojstava odjednom
(Hettiarachchy, 1994).

Funkcionalne osobine direktno su povezane sa fizickim, hemijskim i konformacionim
karakteristikama proteina, koje prvenstveno ukljucuju veli¢inu i oblik molekula, aminokiselinski
sastav 1 sekvencu, kao i postojanje i raspodelu naelektrisanja. Karakteristike proteina koja uticu na
funkcionalnost ukljucuju i odnos hidrofilnosti/hidrofobnosti u molekulu, distribuciju elemenata
sekundarne strukture (npr. a-heliks, B-ravan i aperiodi¢ne strukture), tercijarni i, ako postoji,
kvarternarni raspored polipeptidnih segmenata, inter- 1 intra kovalentne veze (npr. disulfidne veze) i
rigidnost/fleksibilnost proteina kao odgovor na spoljasnje uslove (Damodaran and Paraf, 1997).

Takode, na funkcionalnost proteina bitno uti¢u i procesni uslovi, uslovi medujuma u kome se
proteini nalaze, kao i njihove interakcije sa drugim sastojcima u prehrambenom sistemu. Procesni
uslovi koji mogu promeniti funkcionalna svojstva proteina ukljuCuju zagrevanje, susenje,
zamrzavanje i mesanje. Uslovi medujuma koji uti¢u na funkcionalnost su jonska jacina rastvora, pH
vrednost, vrste prisutnih soli i oksidaciono-redukcioni potencijal. Posto su prehrambeni sistemi
veoma slozeni, funkcionalnost proteina se proucava u model sistemima gde se procesni uslovi, kao i
mnoge interakcije sa drugim sastojcima hrane, mogu kontrolisati u cilju smanjenja njihovog Stetnog
delovanja (Hui, 2006).

NajvaZznija funkcionalna svojstva proteina koja imaju zna¢ajnu primenljivost u prehrambenim
sistemima podrazumevaju rastvorljivost, sposobnost bubrenja i zadrZzavanja vode, svojstva stvaranja
pene i njena postojanost, sposobnost geliranja, emulgujuce karakteristike i sposobnost vezivanja ulja
(Boye et al., 2010a). Proteini imaju sposobnost da deluju kao matriks koji zadrzava vodu, lipide,
SeCere, arome 1 druge sastojke. IzraZena je i njihova multifunkcionalnost, u smislu posedovanja
razliCitih funkcionalnih uloga koje mozZe imati protein u datom prehrambenom proizvodu.
Poznavanje funkcionalnih osobina proteina je klju¢no za razvoj novih proizvoda ali i1 za poboljSanje
postojecih (Hui, 2006).

2.4.1. Rastvorljivost

Visoka rastvorljivost proteina olakSava njegovu inkorporaciju u prehrambene sisteme i
omogucava visoku funkcionalnost u primenama u kojima su potrebni procesi geliranja, emulgovanja
1 stvaranja pene (Zayas, 1997). Rastvorljivost proteina odredena je njegovom primarnom strukturom,
tj. redosledom aminokiselina koje wucestvuju u formiranju polipeptidnog lanca. Odnos
hidrofilnosti/hidrofobnosti, koji zavisi od aminokiselinskog sastava a posebno od bocnih grupa
aminokiselina na povrSini proteina, u najve¢oj meri uti¢e na rastvorljivost proteina. Veca
rastvorljivost je direktno povezana sa prisustvom malog broja hidrofobnih ostataka, kao i
postojanjem veceg neto naelektrisanja koje se javlja pri pH vrednosti iznad 1 ispod izoelektri¢ne
tatke proteina. U oba slucaja prisustvo izrazenog povrSinskog naelektrisanja ¢e dovesti do
intermolekulskog odbijanja i jace hidratacije, pa samim tim i poboljSane rastvorljivosti (Damodaran
and Paraf, 1997). Shodno tome, povrsinska hidrofobnost i povrSinska hidrofilnost su karakteristike
proteina koje predstavljaju najvaznije faktore koji odreduju njegovu rastvorljivost. Takode, na
rastvorljivost proteina utiCu i faktori koji poticu od medijuma u kome se protein nalazi i to
prvenstveno jonska jaCina, vrsta rastvarata, pH vrednost rastvora, a treba spomenuti i uticaj
temperature (Zayas, 1997).

Globulini mahunarki su relativno hidrofobni po prirodi i imaju tendenciju ka smanjenoj
rastvorljivosti na pH blizu svoje izoelektricne tacke (pH 4 — 6), ali pokazuju nagli porast
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rastvorljivosti kada se pH vrednost pomeri ka visSe kiseloj ili alkalnoj sredini. Boye et al. (2010b) su
izmerili vecu rastvorljivost proteina iz mahunarki pri pH vrednostima u intervalima od 1 do 31 od 7
do 10. Kada se porede literaturni podaci za rastvorljivost proteina mahunarki (odredena kao njihova
najveca vrednost), pokazano je da onaj iz pasulja ima najmanju rastvorljivost (61,4%) dok sojin
protein ima najvecu (96,5%) (Singhal et al., 2016). Proteine izolovane iz graska, soCiva i leblebije
takode karakteriSe dobra rastvorljivost (> 90%). Pored tipa mahunarki, primeceno je da tehnika koja
se koristi za ekstrakciju proteina takode moze uticati na rastvorljivost; na primer, proteinski izolati
graska ili leblebije, pripremljeni uz pomo¢ izolektri¢ne precipitacije, pokazali su vecu rastvorljivost
od onih pripremljenih metodom ultrafiltracije (Boye et al., 2010b).

2.4.2. Kapaciteti zadrZavanja vode i ulja

Kapacitet zadrzavanja vode/ulja predstavlja masu vode/ulja koja se moze zadrzati po gramu
proteina. Voda se obi¢no vezuje za povrSinu proteina putem uspostavljanja vodoni¢nih veza. Voda
vezana za povrSinu proteina na ovakav nacin formira "jednoslojni" vodeni omotac koji je ¢vrsto
povezan sa proteinom. Koncentracija proteina, temperatura, vrsta i koncentracija soli, kao i stepen
denaturacije proteina imaju veliki uticaj na kapacitet zadrzavanja vode (WHC) ovih biomolekula
(Hui, 2006). Vrednosti WHC, od najnize 0,6 g/g pa sve do 4,9 g/g, su dobijene u brojnim
istrazivanjima (Boye et al., 2010b; Fernandez-Quintela et al., 1997, Kaur and Singh, 2007) za
proteinske izolate ili koncentrate iz mahunarki kao Sto su leblebija, grasak, pasulj ili socivo, §to
ukazuje da karakteristike proteina zavise od vrste mahunarki, pa stoga i odreduju ovo njegovo
svojstvo.

Lipidi i proteini intereaguju vezivanjem alifaticnih lanaca lipida i nepolarnih bo¢nih lanaca
aminokiselina; stoga, proteini sa ve¢om hidrofobnos¢u imaju tendenciju ka ve¢em zadrzavanju ulja
(Lam et al., 2018). Delimi¢no odvijanje molekula proteina 1 njegova denaturacija ima za posledicu
izlaganje velikog broja hidrofobnih grupa prema okruZenju, ¢ime se olakSava formiranje
odgovaraju¢eg matriksa za zadrzavanje kapljica ulja (Taghi et al., 2020). Na vrednosti kapaciteta
zadrZavanja ulja najviSe uti¢e struktura matriksa nainjenog od molekula proteina, vrsta prisutnog
lipida, kao 1 karakteristike lipida (Zayas, 1997). Proteini iz mahunarki pokazuju dobre vrednosti
kapaciteta zadrZavanja ulja koji se krecu se u intervalu od 3,5 g/g do 6,8 g/g (Keskin et al., 2022).
Najve¢i OHC dobijen je za socivo (6,37 g/g) 1 pasulj (5,59 g/g), dok su nesSto nize vrednosti
prijavljene za leblebiju 1 soju (5,37 g/g) 1 grasak (4,84 g/g) (Lafarga et al., 2020).

2.4.3. Emulgujuce karakteristike

Emulzije se definiSu kao disperzije dve teCnosti koje se ne meSaju, u kojima je jedna od
teCnosti dispergovana u drugoj u vidu malih kapljica. Emulzije u prehrambenoj industriji mogu biti
tipa ulje u vodi (O/W) ili voda u ulju (W/O). Ove koloidne disperzije su termodinamicki nestabilne i
odmah se razdvajaju u dve faze ukoliko surfaktant nije prisutan. Proteini, koji su amfifilni
biomolekuli 1 stoga sposobni da formiraju kohezivne viskoelastine filmove na granici faza
vazduh/voda 1 ulje/voda, smatraju se efikasnim surfaktantima koji mogu da pomognu u formiranju 1
stabilizaciji razli¢itth emulzija (Damodaran and Paraf, 1997). Proteini stabilizuju kapljice ulja u
emulzionom sistemu, uglavnom kroz dva glavna fenomena - smanjuju¢i medufazni povrSinski napon
izmedu ulja 1 vode, i usporavaju¢i koalescenciju kapljica tokom emulgovanja formiranjem
medufaznog filma (Cime se favorizuje efekat njihovog odbijanja) (Giiell et al., 2017). Ova
sposobnost proteina je od posebnog znacaja za njihovu primenu kao emulgatora u prehrambenoj
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industriji. Osobine koje se najviSe koriste za opisivanje emulgujucih svojstava proteina predstavljaju
indeks emulgujuce aktivnosti (EAI) i indeks emulgujuce stabilnosti (ESI).

Proteini mahunarki pokazali su se kao efikasni emulgatori za pripremanje emulzija tipa ulja u
vodi (O/W). Tako su Aluko et al. (2009) potvrdili da su proteinski izolati graska bolji emulgatori u
poredenju sa sojinim proteinima. Proteinski izolati leblebije 1 sociva, izolovani metodom
izoelektricne precipitacije, su pokazali emulgujuce osobine uporedive sa sojinim proteinom, dok su
izolati iz graska i pasulja bili superiorniji u ovom pogledu (Karaca et al., 2011). Dokazano je da
frakcija 7S poseduje bolja svojstva emulgovanja u odnosu na 11S frakciju, u svim globulinima
mahunarki (Kimura et al., 2008). Takode, potvrdeno je da emulgujuce osobine proteinskih
koncentrata ili izolata mahunarki zavise od vrste mahunarke i metoda koji se koristi tokom njihove
pripreme (Tiwari et al., 2020).

2.4.4. Sposobnost penjenja i kapacitet/stabilnost pene

Proteini predstavljaju najeS¢e koriS¢ene biopolimere za stabilizaciju granice faza
vazduh/voda u prehrambenoj industriji. Trend da se koriste proteini umesto surfaktanata male
molekulske mase (LMWS) nije voden samo svojstvom proteinskih molekula da formiraju i
stabilizuju pene, ve¢ i konstantno rastu¢im brojem potroSaca koji su svesni zdravstvene bezbednosti
hrane i zahtevaju prehrambene proizvode bez prisustva sintetickih aditiva kakvi su LMWS
(Amagliani et al., 2021). Za optimalno formiranje pene, protein treba da bude rastvorljiv u te¢noj fazi
1 da bude sposoban za brzu migraciju i orijentaciju ka formiranju medufaznog filma oko nastaju¢ih
gasnih mehuri¢a (Kinsella, 1981). Svojstvo stvaranja pene kod proteina je u korelaciji sa njegovom
sposobnos¢u da smanji povrSinski napon na granici faza izmedu vazduha i te€nosti. Rastvorljivost
proteina u vodenoj fazi je osnovni preduslov i1 jedan od glavnih kriterijuma za izbor proteinskih
izolata koji ¢e se koristiti kao sredstva za penjenje, poSto je poznato da proteini koje karakteriSe
niska rastvorljivost pokazuju loSu funkcionalnost u prehrambenim sistemima (Zayas, 1997).

Proteini mahunarki pokazali su, pored ostalih navedenih funkcionalnih osobina, i dobre
osobine penjenja. Sojin protein pokazao je znacajno veci kapacitet pene (FC) u odnosu na proteine
boba i1 graSka, dok je stabilnost pene bila uporediva sa onom dobijenom sa proteina graSka
(Ferndndez-Quintela et al., 1997). Takode, dokazano je da proteini leblebije 1 so¢iva poseduju dobre
osobine penjenja, te se mogu koristiti u razli¢itim prehrambenim proizvodima (Boye et al., 2010b;
Suliman et al., 2006). Gubitak albumina tokom veline postupaka ekstrakcije proteina moze biti
Stetan za svojstva penjenja proteinskih izolata. Sathe and Salunkhe (1981) su izvestili da albumini iz
pasulja imaju vrednost kapaciteta pene koja je dvostruko veca od one za globuline iz istog izvora.
Globulini pojedinih mahunarki se takode razlikuju po svojstvima penjenja; tako legumin iz graska
karakteriSe vec¢i kapacitet pene (FC) u odnosu na vicilin, ali je utvrdeno da vicilin proizvodi
stabilniju penu (Koyoro and Powers, 1987). Odsustvo disulfidnih veza u vicilinu omogucéava
povecanu fleksibilnost proteina, potrebnu za odrzavanje strukture pene. Generalno gledano, proteini
mahunarki poseduju veliki potencijal za primenu u proizvodnji jestivih pena i emulzija, §to moze biti
od velikog znacaja za razvoj velikog broja inovativnih proizvoda pogodnih za one koji se odluce da
ne konzumiraju hranu zivotinjskog porekla.
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2.5. Ekstrakcija proteina iz biljnih izvora

Poslednjih godina postoji veliko interesovanje za nacine izdvajanja biljnih proteina, zbog
njihove sve intenzivnije primene u prehrambenoj i nekim drugim granama industrije. U ekstrakciji se
primenjuju razli¢iti metodi kako bi se efikasnost izolovanja proteina iz pojedinih delova biljaka
ucinila $to je moguce vecom. Proteini se obicno ekstrahuju iz biljnih sirovina koris¢enjem vodenih i
organskih rastvara¢a (Kumar et al., 2021). Metodi ekstrakcije vodenim rastvara¢ima (ukljucujuci
rastvore soli, kiselina i alkalija) se obi¢no koriste zbog velike rastvorljivosti i pozitivnog uticaja na
stabilnost proteina. Proteini koji su vezani za lipide i proteini sa mnogo nepolarnih bo¢nih lanaca
ekstrahuju se uz pomo¢ nekih organskih rastvaraca, jer oni poput etanola, acetona i butanola imaju
izrazenu lipofilnost uz odreden stepen hidrofilnosti. Medutim, ovi rastvara¢i mogu da dovedu do
denaturacije proteina tokom ekstrakcije (Cui et al., 2017). U poredenju sa organskim, ekstrakcija
vodenim rastvara¢ima je pogodnija i lakSa za primenu.

Izbor odgovarajucih uslova za ekstrakciju je od kljuénog znacaja u prehrambenoj industriji
jer birani uslovu imaju velik uticaj na strukturna svojstva i tehno-funkcionalne osobine izolovanog
jedinjenja a samim tim i1 gotovog proizvoda. Na efikasnost ekstrakcije proteina najvise uti¢e izbor
rastvaraca, odnos sirovine i rastvaraca, temperatura i vreme ekstrakcije, kao i pH vrednost medijuma
(Akasha, 2014).

2.5.1. Alkalna ekstrakcija

Nakon odgovarajuce selekcije biljne sirovine, kao slede¢i korak od sustinskog znacaja istice
se izbor odgovaraju¢eg metoda za ekstrakciju proteina. Alkalna ekstrakcija, kao S$iroko
rasprostranjen konvencionalan metod ekstrakcije, predstavlja jedan od najjednostavnijih i lako
primenljivih postupaka koji se koriste za izolovanje proteina. Alkalni uslovi se koriste za ekstrakciju
proteina iz biljnih 1 Zivotinjskih izvora 1/ili za modifikaciju funkcionalnih svojstava proteina. Alkalna
ekstrakcija omogucava izolovanje proteina narusavanjem celijskog zida i1 razgradnjom matriksa u
et al., 2021). Generalno, ovaj konvencionalni protokol obicno ukljucuje ekstrakciju zeljenog
biomolekula pri alkalnom pH, talozenje ekstrahovanih proteina na izoelektricnoj tacki 1
resolubilizaciju proteina na neutralnom pH (Deak and Johnson, 2007). Rastvorljivost proteina se
povecava sa povecanjem pH rastvaraca usled jonizacije kiselih i neutralnih aminokiselina na visokim
vrednostima pH. Stoga, ekstrakcija proteina u alkalnoj sredini omogucava visoke prinose proteina
(Kumar et al., 2021).

Alkalna ekstrakcija moze uticati na sekundarnu, tercijarnu i kvaternarnu strukturu proteina.
Kod visokog, alkalnog, pH, proteini se odvijaju usled ekstremnog odbijanja naelektrisanja u
polipeptidnim lancima, a njihove hidrofobne 1 slobodne sulthidrilne (-SH) grupe postaju izloZene.
Veca alkalnost moze dovesti do veceg prinosa ekstrakcije proteina, ali njene veoma visoke vrednosti
mogu biti povezane i sa povecanom denaturacijom i agregacijom proteina (Gao et al., 2020).
Konvencionalni alkalni proces prati i nekoliko nedostataka medu kojima se prvenstveno istice
menjanje svojstava proteina tokom procesa ekstrakcije. Ove promene ukljucuju denaturaciju,
racemizaciju i formiranje dehidro- i umrezenih aminokiselina, koje posledicno dovode do loSe
rastvorljivosti, nizeg nutritivnog kvaliteta 1 loSijih funkcionalnih karakteristika ekstrahovanog
proteina (Friedman, 1999; Sari et al., 2015).
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2.5.2. Enzimima potpomognuta ekstrakcija proteina

Da bi se povecao prinos ekstrakcije proteina i1 ocuvala njegova bioloska 1 funkcionalna
svojstva tokom samog procesa, jedno od potencijalnih reSenja predstavlja upotrebu enzima.
Generalno, biljni proteini se u ¢elijama nalaze u strukturama specializovanim za njihovo skladiStenje
(Herman and Larkins, 1999), ali i u drugim strukturama, npr. ¢éelijskom zidu (Jamet et al., 2006).
Prisustvo razli¢itih polisaharida kao §to su hemiceluloza, celuloza i pektin u strukturi ¢elijskog zida,
smanjuje efikasnost ekstrakcije konvencionalnim tehnikama. Razgradnja ¢elijskog zida u velikoj
meri poboljSava pristup rastvaraca Celijskom sadrzaju i olakSava ekstrakciju jedinjenja od znacaja
(Safi et al., 2015). Konkretno, upotrebom enzima koji mogu selektivno depolimerizovati i razgraditi
celulozu, hemicelulozu i/ili pektin — glavne komponente zidova biljnih ¢elija, povecava se prinos
ekstrakcije proteina (Jung et al., 2006). Brojni literaturni navodi istiu specificne aktivnosti
karbohidraza (celulaze, pektinaze, arabinanaze, B-glukanaze, ksilanaze, hemicelulaze) koje ucestvuju
u dezintegraciji ¢elijskog zida i pomazu u oslobadanju proteina iz razli¢itih biljnih sirovina (tabela
1).

Takode, upotreba enzima u procesu ekstrakcije odlikuje se i manjom potroSnjom energije,
vecom efikasnos$¢u i1 blagim procesnim uslovima. Kao jo$ jedna od prednosti upotrebe enzimski
potpomognute ekstrakcije isti¢e se osobina da su dobijena jedinjenja vrhunskog i o¢uvanog kvaliteta
1, kao takva, izuzetno pogodna za ishranu ljudi (Liu et al., 2016).

Tabela 1. Enzimima potpomognute ekstrakcije proteina iz razli¢itih biljnih sirovina

Koriscéeni enzimski Biljna
o Uslovi ekstrakcije Prinos (%, m/m) Referenca
preparat sirovina ’
Celluclast 1.5 L listovi pH 5, 15 min, 55 °C 0,2-0,7 Vergara-Barberan et
(Novozymes) masline E: 5% (v/v) al., 2015
Cellulase oljustena pH 8, 60 min, 50 °C 55 Lamsal et al., 2006
(Gencor International)  zrna soje E: 1% (v/v)
Multifect pectinase . pH 4, 3h, 50 °C .
(DuPont) soja E:10% (v/v) 48 Rommi et al., 2014
GC 140
(Enzyme Development  |jyspice .
Corp,) rinca  E: 24D GXUlg + 400 U/ oo ang et al. 1999
C : +
Finase S 40 pirmca & g
(Novozymes)
Enzyme complex o o h
NS22119 s0jin griz PHS.5,50 °C, 3 35 Perovié et al., 2020
E: 20 FPU/g
(Novozymes)

E - koncentracija enzima, FPU — jedinica celuloliticke aktivnosti, GXU - Genencor jedinica aktivnosti ksilanaze, PU-
jedinica aktivnosti fitaze.
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Upotreba enzima u prehrambenoj, farmaceutskoj i drugim industrijama odavno je poznata po
svojoj efikasnosti, kako u tehnoloskom, tako i u ekonomskom smislu. Obuhvata postizanje visokih
prinosa proizvoda, smanjenje formiranja nusproizvoda i kompleksa izmedu oslobodenih proteina i
razlicitih ¢elijskih komponenata, kao i prevazilazenje nekih uslova pod kojima se odvijaju tehnoloski
procesi a koji mogu biti Stetni po ljude i okolinu (Marathe et al., 2017). Zato se moze re¢i da je
primena enzima u protokolima za ekstrakciju biomolekula ekoloski prihvatljiva tzv. ,,zelena” tehnika
ekstrakcije kojom se, osim povecanja prinosa, prevazilaze prethodno navedeni nedostaci alkalne
ekstrakcije (Nadar et al., 2018).

Razlicita istrazivanja su za temu imala upotrebu enzima u postupku ekstrakcije proteina iz
mahunarki. Tako je ekstrakcija potpomognuta glukoamilazom, koriS¢ena na laboratorijskom 1 pilot
nivou, pokazala znaCajno poboljSanje brzine ekstrakcije i1 funkcionalnih svojstava proteina
ekstrahovanog iz sociva, uz postignut prinos od 50% (Bildstein et al., 2008). Poboljsalje prinosa od
17% do 50% zabelezeno je tokom ekstrakcije proteina iz soje nakon tretmana komercijalnom
pektinazom, u poredenju sa ekstrakcijom bez enzima (Jung et al., 2006). Takode, kada je primenjena
alkalna ekstrakcija proteina is soje, ostvaren je prinos od 33%, dok je tretman pektinazom doveo do
poboljSanja prinosa, koji je povecan na 56% (Rosset et al., 2012). Tretman sojinog griza celulazom
omogucio je prinos proteina od 27% (raunato na suvu materiju sirovine) Sto je predstavljalo
povecanje od 70% u odnosu na ekstrakciju vodom bez enzima (Perovi¢ et al., 2020). Razliciti
literaturni podaci takode potvrduju efikasnost upotebe enzima tokom izdvajanja proteina iz pasulja,
lana, jeCma i lis¢a masline, Sto predstavlja obecavajucu alternativu konvencionalnom nacinu
ekstrakcije (Bildstein et al., 2008; Houde et al., 2018; Tirgar et al., 2017; Vergara-Barberan et al.,
2015).

Treba re¢i da su osim karbohidraza, 1 proteoliticki enzimi koriS¢eni za pretretman biljnih
sirovina, te da su pokazali pozitivan efekt na povecanje brzine ekstrakcije, kao 1 rastvorljivosti
proteina iz uljane repice, soje 1 pasulja, uz njihovu istovremenu hidrolizu (Liu et al., 2011; Sari et al.,
2013).

Prednosti primene enzima za tretman biljnih sirovina u cilju poboljSanog izdvajanja proteina
jo§ uvek nisu u potpunosti iskoriS¢ene, pa su enzimima potpomognute ekstrakcije predmet
kontinuiranog istrazivanja, a s obzirom na sve prednosti koje donose, imaju potencijal da budu
komercijalno prihvacene (Puri et al., 2012). Ovo se posebno odnosi na enzimima potpomognutu
ekstrakciju mahunarki, imaju¢i u vidu vaZnost proteina iz ovih izvora, jer bi se na taj nacin
ustanovila efikasna 1 ekoloski prihvatljiva tehnologija.
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2.6. Nanobiotehnologija u prehrambenoj industriji

Na isti nacin na koji je prefiks ,,mikro* uSao u Siroku upotrebu tokom 1980-ih, prefiks ,,nano*
je koncipiran da opise trenutni razvoj tehnologija koje se baziraju na smanjenju dimenzija materijala
1 ispitivanju njihove potencionalne primene. Re¢ ,,nano* vodi poreklo od grcke reci ,,vavog™ Sto znaci
patuljak. Nanocestice su opsSte prihvacene kao one koje imaju veli¢inu od 1 do 100 nm, i &iji
jedinstveni fenomeni i karakteristike omogucavaju brojne prednosti i nove primene u razli¢itim
sferama industrije (Sekhon, 2010).

Nanotehnologija omogucava formiranje raznovrsnog spektra novih struktura i sistema koji
mogu biti nanocestice, nanodisperzije, nanokapsule, nanocevi, nanosfere, kvantne tacke itd.
Modifikacija 1 izrada materijala na nano nivou stvara Cestice malih veli¢ina sa veoma velikim
odnosom povrSine prema zapremini. Upravo ova karakteristika dovodi do poboljSanih optickih,
elektri¢nih, mehanickih i funkcionalnih karakteristika materije i odgovorna je za uspe$nu sadasnju
ali, po svemu sude¢i, i buducu primenu ove nove tehnologije (Naseer et al., 2018). Pri tome, veli¢ina
nanocestica i raspodela veli¢ina, hemijski sastav 1 sposobnost interakcija predstavljaju osnovne
faktore koji reguliSu jedinstvena svojstva nanomaterijala.

Nanobiotehnologija je multidisciplinarna tehnoloska i nau¢na oblast koja se u poslednje
vreme veoma brzo razvija. Povezanost nanotehnologije sa drugim naukama i tehnologijama,
ukljucujuéi biotehnologiju, hemiju, fiziku i1 inZenjerstvo, izazvala je revoluciju u nekoliko sektora
nauke i tehnologije, koja se, pre svega, ogleda u razvoju brojnih novih materijala i otvaranju Sirokog
spektra njihove primene. Razloge za to treba traZiti u ¢injenici da upotreba nanomaterijala doprinosi
poboljSanju proizvodnih procesa i dobijanju proizvoda sa unapredenim karakteristikama ili novim
funkcionalnostima. Zbog ogromnog potencijala nanotehnologije, mnoge kompanije Sirom sveta
ulazu velika sredstva u ovaj sektor (Mclntyre, 2012).

I trziSte hrane zahteva nove tehnologije, koje su neophodne za odrzavanje liderstva u
prehrambenoj industriji u pogledu proizvodnje svezih, autenti¢nih, ukusnih i zdravstveno bezbednih
prehrambenih proizvoda (Lindgren et al., 2018; Samal, 2017). Ministarstvo poljoprivrede
Sjedinjenih Americkih Drzava (USDA) je 2003. godine kao prvo objavilo Zakon o istraZivanju i
razvoju nanotehnologije 21. veka (R&D) za primenu nanomaterijala u poljoprivredi i prehrambenoj
industriji. Razni korisni efekti primene nanotehnologije doveli su do povecanja ulaganja
prehrambene industrije u nanotehnologiju, povecavajuci trziste “nanohrane” sa 6,5 milijardi USD u
2013. na ocekivanih 20 milijardi USD u 2020. (Rai and Bai, 2017). U tom smislu, predvida se da ¢e
nanotehnologija transformisati kompletnu prehrambenu industriju, menjajuéi nacine na koje ¢e se
hrana proizvoditi, obradivati, pakovati i transportovati.

Uvodenje nanobiotehnologije u proizvodnju hrane podrazumeva prolazak hrane kroz niz
modifikacija koje ¢e verovatno uticati na njene biohemijske karakteristike. U isto vreme, koncepti na
kojima se zasniva primena nanotehnologije u proizvodnji hrane pruzaju dobar okvir za bolje
razumevanje interakcija 1 organizaciju njenih sastavnih komponenata u nanostrukture. Ove strukture,
naime, imaju velik uticaj na strukturu same hrane, reologiju i funkcionalna svojstva proizvedenog
prehrambenog proizvoda. S obzirom na veliki uticaj sastava na njithovu sudbinu u
gastrointestinalnom traktu (GIT), kao 1 potencijalnu toksic¢nost, nanocestice prisutne u hrani mogu se
kategorisati na (McClements and Xiao, 2017):
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e neorganske nanocestice i
e organske nanocestice.

Neorganske nanocestice koje se koriste u prehrambenim sistemima uglavnom se sastoje od
neorganskih materijala kao $to su srebro, silicijum-dioksid, gvozde-oksid, titanijum-dioksid 1 cink-
oksid (Pietroiusti et al., 2016). Ove Cestice mogu biti sferi¢nog ili nesfericnog oblika sa razliitim
povrsinskim karakteristikama i veli¢inama u zavisnosti od materijala i uslova pripreme. Takve
neorganske nanocestice imaju razlicite tendencije da se rastvaraju pod specificnim uslovima rastvora
(pH 1 jonska jacina), kao i1 da ispoljavaju razli¢itu hemijsku reaktivnost, Sto ima veliki uticaj na
njihovu gastrointestinalnu sudbinu i toksi¢nost.

Organske nanocestice su u osnovi sastavljene od organskih supstanci, poput ugljenih hidrata,
proteina 1i/ili lipida. Ove supstance su te¢ne, polucvrste ili ¢vrste materije (kristalne ili amorfne) na
sobnoj temperaturi, $to zavisi od njihovog sastava i naina pripreme. KoriS¢enje nekovalentnih
(slabih) interakcija za samoorganizaciju, kao i metoda za dobijanje Cestica kontrolisanih veli¢ina
omogucavaju da se organski materijali transformiSu u Zeljene strukture poput micela, lipozoma i
polimernih nanocestica (Jeevanandam et al., 2018). Organske nanocestice se obi¢no inkorporiraju u
hranu kako bi se obezbedile zeljene opticke, teksturalne ili nutritivne karakteristike gotovih
proizvoda (Pan and Zhong, 2016). UopsSteno govoreéi, smatra se da su organske nanocestice manje
toksi¢ne od neorganskih, jer su ¢esto potpuno svarljive u ljudskom GIT-u. Upravo iz ovog razloga,
naucnici su obi¢no vise fokusirani na njihovu proizvodnju i upotrebu u prehrambenoj nanoindustriji
(McClements et al., 2017).

2.6.1. Proteini kao nanostrukture za unapredenu primenu

Medu razli¢itim nanostrukturama na bazi prirodnih ili sintetickih polimera koji su
potencijalno dostupni prehrambenoj industriji, nanocestice zasnovane na proteinima izazivaju veliku
paznju zbog brojnih prednosti u odnosu na ostale. U prvom redu, proteini predstavljaju grupu
biomolekula koji pokazuju jedinstvene osobine 1 funkcionalnosti koje ih ¢ine veoma primenljivim
kako sa bioloskog 1 nutritivnog aspekta, tako 1 sa aspekta njihovih svojstava kao materijala. Nadalje,
ovi biomolekuli su pogodna alternativa sintetickim polimerima koji se najcesce koriste u formulaciji
nanocCestica, prvenstveno zbog svoje bezbednosti. Takode, proteini poseduju GRAS (Generally
Recognized as Safe) status §to najvise doprinosi njihovoj Sirokoj primeni. Proteini su relativno jeftini,
jednostavni su za obradu i1 dobijaju se iz obnovljivih 1 odrzivih izvora (Martinez-Lopez et al., 2020). 1
konacno, sa aspekta pripreme, proteinske nanocestice se relativno lako dobijaju a njihova veli¢ina se
moze pratiti i kontrolisati variranjem procesnih uslova (De Frates et al., 2018).

Sa opste tacke gledista, dakle, upotreba proteina kao strukturnih materijala za proizvodnju
nanocestica nudi niz vaznih prednosti. Nanocestice na bazi proteina su netoksicne, biorazgradive,
lako se metaboliSu i poseduju dobru biokompatibilnost. Pored toga, otkriveno je da izazivaju slab ili
zanemarljiv imuni odgovor. Amfifilna priroda proteina pomaze im u interakciji kako sa hidrofilnim,
tako 1 sa hidrofobnim jedinjenjima 1 rastvaraima. Njihove nanometarske veli¢ine, definisanost
strukture, kao 1 prisustvo velikog broja funkcionalnih grupa dostupnih za brojne modifikacije ¢ine ih
atraktivnim za upotrebu u prehrambenoj industriji (Jain et al., 2018).

Nanocestice na bazi proteina mogu se dobiti relativno jednostavnim postupcima (prvenstveno
zbog definisane primarne strukture proteina), pod blagim uslovima i bez upotrebe toksi¢nih
hemikalija ili organskih rastvaraca. Brojne modifikacije povrSine proteina otvaraju Sirok spektar
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mogucnosti formiraja kompleksa sa polisaharidima, lipidima ili drugim biopolimerima, ¢ime se
poboljsava inkorporacija razli¢itih bioaktivnih jedinjenja na relativno nespecificne nacine. Ova
osobina proteina ¢ini ih superiornijim u odnosu na druge materijale. Nanocestice zasnovane na
proteinima takode mogu stvarati konjugate sa bioaktivnim materijama preko primarnih amino ili
sulthidrilnih grupa (Chen et al., 2006).

2.6.2. Mehanizmi stvaranja proteinskih nanocestica

Intenzivno istrazivanje i razvoj u oblasti nanotehnologije svakako su doprineli i razvoju
razli¢itih strategija i metoda za proizvodnju proteinskih nanocestica. Brojni metodi, koji ukljucuju
isoljavanje (salting out), emulgovanje, koacervaciju, stvaranje kompleksa sa polielektrolitima,
termicki tretman 1 spray drying tehniku, uspesSno se koriste za proizvodnju nanocestica na bazi
proteina. Veli¢ina proteinskih nanocestica proizvedenih koriS¢enjem ovih metoda obi¢no se kre¢e od
100 do 1000 nm. Kontrola i optimizacija konacne veli¢ine nanocestica, odnosno precnika
nanocestica je klju¢ni uslov za uspeh procesa i dobijanje nanocestica Zeljenih karakteristika (Jain et
al., 2018).

Termicki tretman kao metod za dobijanje proteinskih nanocestica koristi uticaj povisene
temperature na proteinske molekule. Naime, termicki tretman podrazumeva zagrevanje proteina na
ili iznad temperature njihove denaturacije. Zagrevanje podstice odvijanje strukture proteina, fenomen
poznat kao denaturacija, zbog koje dolazi do veée izlozenosti hidrofobnih aminokiselina na povrsini,
sada, denaturisanog proteina, a $to, kao posledicu, ima povecanje njegove povrSinske hidrofobnosti
(Sponton et al., 2015a). Izlozene hidrofobne grupe stupaju u interakciju formiraju¢i agregate
razli¢itih dimenzija preko ostvarenih hidrofobnih veza.

Kratak termicki tretman (15 min) delimi¢no otvara tercijarnu strukturu molekula proteina, Sto
rezultira monodisperzinom formulacijom sa manjom veli¢inom nanocestica. Termicka obrada tokom
duzeg vremena 1 na viSim temperaturama dovodi do potpunog otvaranja strukture molekula proteina,
koji zatim agregiraju (Pascoli et al., 2018). Ovaj fenomen je uobicajeno voden intermolekulskim
interakcijama koje se javljaju izmedu izlozenih hidrofobnih aminokiselina ali i formiranjem
disulfidnih veza (Liu et al., 2017; Zhou et al., 2017). Stavise, pod odredenim uslovima jonske ja¢ine i
pH vrednosti, zagrejane proteinske disperzije mogu proizvesti proteinske agregate razlicitih veli€ina 1
morfologija.

S obzirom da termicki tretman promovise veliku ekspoziciju hidrofobnih ostataka na povrSini
proteina, povrSinske karakteristike ovakvih proteinskih agregata su izuzetno vazne za vezivanje
razliCitih bioaktivnih jedinjenja. Kao Sto je poznato, jedna od strategija za poboljSanje kapaciteta
vezivanja proteina prema razliCitim biomolekulima se sastoji u podvrgavanju rastvora proteina
termic¢kom tretmanu u kontrolisanim uslovima (Sponton et al., 2017). Dalje unapredenje proteinskih
nanostruktura sa odgovaraju¢om povrSinskom hidrofobnos¢u, sposobnih da vezu druge biomolekule,
moze se voditi tako da se poboljSa njihova stabilnost ali i da se poveca njihova rastvorljivost, i tako
omoguci ugradivanje u razli¢ite prehrambene sisteme (Sponton et al., 2015a).

Razli¢ita istraZivanja su potvrdila moguénost primene termickog tretmana za pripremu
nanocCestica iz biljnih proteina. Liu and Tang (2013) su pokazali da je termicki tretman sojinih
proteina na 95 °C u trajanju od 15 minuta doveo do stvaranja proteinskih nanocestica veoma malih
dimenzija (~60 nm). Nanocestice proteina kikirikija pripremljene su takode uz pomo¢ termickog
tretmana (100 °C, 120 min)(Ning et al., 2020). Hall and Moraru (2021) su koristili termicki tretman
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od 95 °C u trajanju od 15 minuta za pripremu nanocestica iz proteina graSka. Kada je proteinski
izolat pasulja bio podvrgnut termickom tretmanu (85 °C, 60 min), termalna agregacija je dovela do
stvaranja nanocestica dimenzija <100 nm (Zhang et al., 2010). Dokazano je da termicki tretman
nativnih biljnih proteina dovodi do specificnih konformacionih promena i stvaranja nanostruktura
(Abdelsalam et al., 2021).

Pored termickog tretmana, za pripremu proteinskih nanocestica koriste se i druge tehnike kao
Sto su emulgovanje, desolvatacija, suSenje rasprSivanjem, homogenizacija pod visokim pritiskom,
elektrorasprsivanje, od kojih svaka od njih ima svoje prednosti i nedostatke (De Frates et al., 2018;
Verma et al., 2018).

Emulgovanje. Kod tehnike emulgovanja, najjednostavnije receno, rastvor polimera ili vodeni
rastvor proteina u vodenom/organskom rastvaracu (W) se dodaje u neku uljanu fazu (O) u kojoj se
protein ne rastvara, kako bi se formirao sistem emulzije (W/O) u uslovima mehanickog meSanja ili
sonikacije. Zatim se vrSi uklanjanje rastvaraca/nerastvorne faze i preciS¢avanje u cilju dobijanja
stvorenih nanocestica. Ovi sistemi se smatraju kineticki stabilnim i mogu rezultirati novim
nanostrukturama sa unapredenim funkcionalnim i reoloskim svojstvima, pozeljnim za prehrambenu
industriju. Koncentracija proteina i odnos zapremina vodene i uljne faze (W:0) tokom emulgovanja
su kritiéni parametri u proizvodnji proteinskih nanocestica ovim metodom (Jain et al., 2018). Kada
je re€ o nanocesticama pripremljenim od proteina mahunarki, one su uspesno fabrikovane iz proteina
soje 1 graska metodom emulgovanja i koriS¢ene za enkapsulaciju likopena (Ho et al., 2017).

Desolvatacija. Proces desolvatacije je metod izbora za proizvodnju proteinskih nanocestica,
prvenstveno zbog svoje jednostavnosti 1 prednosti koja se ogleda u dobijanju nanocestica manjih
veli€ina. Princip ovog metoda predstavlja smanjenje rastvorljivosti proteina prisutnog u vodenom
rastvoru koriS¢enjem agenasa za desolvatovataciju kao Sto su alkoholi, ketoni i1 razliCite soli, $to
dovodi do razdvajanja faza. Dodavanje agensa za desolvataciju ima tendenciju da promeni
konformaciju proteina i smanji njegovu rastvorljivost, Sto dovodi do precipitacije u obliku
proteinskih nanoprecipitata. Ovakav proces je jedan od Siroko primenjivanih metoda koji se koriste
za pripremu proteinskih nanocestica (Jain et al., 2018). Teng et al. (2012) su koristili metod
desolvatacije pri proizvodnji nanocestica iz proteina soje, koje su se kasnije koristile kao nanonosaci
pri inkapsulaciji razlicitih bioaktivnih jedinjenja.

2.6.3. Unapredena primena proteinskih nanocestica

Imaju¢i u vidu porast svetske populacije, aktuelne ekoloske 1 klimatske probleme, nedostatak
izvora energije 1 smanjenje obradivih povrSina, upotreba savremenih tehnologija koje se baziraju na
poboljsanju proizvodnje hrane i unapredenju njenog kvaliteta dobija sve veci znacaj. IstraZzivanja u
polju nanotehnologije poseduju izuzetno visok potencijal za ostvarenje brojnih pogodnosti koje
mogu koristiti druStvu, s posebnim naglaskom na primenu u prehrambenoj industriji. Termin
,hanohrana“ opisuje hranu koja je proizvedena, obradena ili upakovana koriS¢enjem
nanotehnoloskih tehnika ili alata, ili u koju su dodati proizvedeni nanomaterijali (Joseph and
Morrison, 2006). Upotrebe nanotehnologije u najzastupljenijim sferama prehrambene industrije
prikazane su na slici 4.

Primena nanotehnologije u prehrambenoj industriji donosi brojne prednosti koje se
prvenstveno ogledaju u povecanoj bezbednosti, biodostupnosti, unapredenju nutritivnih 1 senzornih
svojstava, povecanju funkcionalnosti, produzetaku roka trajanja, kao i smanjenju troskova prilikom
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skladiStenja gotovih proizvoda (Zahra et al., 2022). Izrazita funkcionalna i nova svojstva materijala
za pakovanje postignuta su ukljuCivanjem nanocestica razli¢itih fizickih i hemijskih karakteristika.
Nanocestice pripremljene na bazi polisaharida, proteina i lipida umnogome pomazu da se ocuva i
produzi rok trajanja razliCitih prehrambenih proizvoda. Takode, ovako pripremljene nanocestice
mogu se koristiti za inkapsuliranje razli¢itih hidrofilnih, amfifilnih ili lipofilnih supstanci i aktivnih
funkcionalnih agenasa kao $to su antimikrobni agensi, agensi koji sprecavaju promenu boje
proizvoda, i antioksidanti. Ovakva upotreba nanotehnologije ima moguénost da poveca rok trajanja i
kvalitet proizvedene hrane i to naj¢eS¢e mesa, sira, voca i povréa, konditorskih i pekarskih proizvoda
1 brze hrane (Weiss et al., 2006).

PREHRAMBENA INDUSTRIJA

Procesi prerade Bezbednost hrane Strukturiranost hrane Proizvodi
Zagrevanje/transfer Nanocestice Transport bioaktivnih
mase . Nanoemulzije jedinjnja
Reakcije na nano nivou Nanosenzori Nanokompoyziti Pakovanje
Nanobiotehnologija Nanostrukturirani Skladistenje
materijali

Slika 4. Nanotehnologija u prehrambenoj industriji (Jahanshahi and Mehravar, 2009)

Nanocestice, pored toga, pokazuju veliki potencijal za poboljSanje biodostupnosti razli¢itih
bioaktivnih jedinjenja koja se Siroko koriste kao aktivni sastojci u raznim prehrambenim
proizvodima (Chen et al., 2006). Pored dimenzije, kao najvaZnije karakteristike koja ith ¢ini
posebnim u poredenju sa drugim sistemima za vezivanje 1 isporuku bioaktivnih jedinjenja,
interakcija nanocestica sa razliCitim bioloskim molekulima igra glavnu ulogu u njihovom
funkcionisanju kao nosaca.

Proteinske nanocestice imaju sposobnost da vezuju razli¢ite bioaktivne supstance specifi¢nim
ili nespecificnim interakcijama, ili da formiraju komplekse s drugim molekulima, $to ih ¢ini
pogodnim agensima za transport tih komponenata (slika 5). Poznato je da denaturacija proteina pod
odredenim uslovima (termicki tretman, isoljavanje, itd.) dovodi do povecanja njihove hidrofobnosti i
stvaranja mesta za vezivanje razli€itth hidrofobnih bioaktivnih komponenti. Tako su, na primer,
proteinske nanocestice dobijene termickim tretmanom f-laktoglobulina iz mleka i ovalbumina iz
belanceta pokazale povecan kapacitet vezivanja linolne kiseline (Fang et al., 2015; Perez et al.,
2015; Sponton et al., 2015b).

Poslednjih nekoliko decenija, naucnici su ispitivali potencijal transporta razli¢itih bioaktivnih
jedinjenja uz pomo¢ nanocestica pripremljenih od proteina iz razli¢itih izvora (tabela 2). Tokom
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pripreme nanocestica, veoma je bitno kontrolisati njihovu veli¢inu, povrsinu i1 druge karakteristike,
jer od toga zavisi s kakvim rezultatom ¢e ispuniti zadatak, odnosno oslobaditi aktivna jedinjenja sa
ciljem postizanja specificnog i/ili ciljanog delovanja (Hong et al., 2020).

O

proteinska nanocestica bioaktivno jedinjenje
adsorpcija inkapsulacija kovalentno vezivanje

Slika 5. Nacini interakcije bioaktivnih jedinjenja i nanocestica (Sripriyalakshmi et al., 2014)
Generalno, nanonosaci moraju imati odredene karakteristike u koje spadaju:
* netoksicnost, efikasnost 1 sigurnost pri upotrebi in vivo,
* prihvatljiv rok trajanja,
* visok zeta potencijal za spre¢avanje agregacije nanocestica,

» kontrolisana degradacija u cilju spre¢avanja neodgovaraju¢eg oslobadanja vezane
bioaktivne komponente,

* proizvodi razgradnje nanonosaca treba da budu netoksicni, da se lako metaboliSu i izbaciju
iztelai

* jednostavnost i isplativa proizvodnja (Jain et al., 2018).

Ocigledno je da se proteini iz razli¢itih izvora mogu koristiti za dobijanje nanocestica i to
koriS¢enjem relativno jednostavnih, ekonomi¢nih i ekoloski prihvatljivih postupaka sa manjom
upotrebom toksi¢nih hemikalija. Brojna istrazivanja se sprovode u cilju razvijanja i unapredenja
nanobiotehnologije zasnovane na proteinskim nanocesticama (7arhini et al., 2017). Ova istrazivanja
se pokazuju kao veoma bitna 1 omogucavaju joS vecu ekspanziju nanobiotehnologije i njenu
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prakti¢nu primenu u brojnim prehrambenim sistemima, kao i u sistemima za distribuciju brojnih

bioaktivnih jedinjenja od znacaja.

Tabela 2. Nanonosaci od proteina iz razli€itih izvora koriS¢eni za transport bioaktivnih jedinjenja

Bioaktivno

S Izvor proteina Metod PoboljSanje Referenca
jedinjenje
B-karoten grasak emulgovanje produzeno oslobadanje  Shao and
B-karotena Tang, 2016
vitamin C soja suSenje povecana efikasnost Nesterenko
rasprSivanjem mikroinkapsulacije etal., 2014
vitamin Ds emulgovanje stabilnost preko 30 dana Ferreira et
skladiStenja al., 2022
Ariyarathna
folna kiselina leblebija liofilizacija veca stabilnost and Nedra
Karunaratne,
2015
povecana in vitro
. . L gastrointestinalna Bhushani et
polifenoli kukuruz elektrorasprSivanje stabilnost i al., 2017
permeabilnost
emulgovanje veca stabilnost tokom ~ Wang et al.,
skladistenja i u 2011
. gastrointestinalnom
razlicita
. . traktu
lipofilna jeCam
Jedinjenja homogenizacija bolja zastita bioaktivnih ~ Yang et al.,
pod visokim jedinjenja i stabilnost 2014
pritiskom tokom skladiStenja
kurkumin orah elektrorasprsivanje povecana Asadi et al.,
antioksidativna 2021
aktivnost
kurkumin pirinac termicki tretman veca stabilnost i Peng et al.,
rastvorljivost 2017
kurkumin suncokret desolvatacija povecana stabilnost Mehryar et
al., 2021
kvercetin pSenica emulgovanje poboljsana rastvorljivost  Chen et al.,
1 biodostupnosti 2018
astaksantin krompir desolvatacija povecana biodostupnost  Edelman et
al., 2019
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3.1. Sirovina

Seme leblebije (Cicer arietinum L.) je predstavljalo polaznu sirovinu za pripremu proteinskih
izolata i frakcija. Seme leblebije vrste Kabuli je kupljeno u lokalnoj specijalizovanoj prodavnici. Do
pocetka eksperimentalnog dela, seme leblebije cuvano je u frizideru na temperaturi od 4 °C.

Na samom pocetku eksperimentalnog rada, seme leblebije je ociS¢eno od necistoca,
samleveno u elektricnom mlinu i1 prosejano kroz sito sa pre¢nikom otvora od 1 mm. U cilju
uklanjanja masnih materija iz ovako pripremljene sirovine, izvrSena je ekstrakcija etanolom i to pod
slede¢im uslovima - smesa samlevena leblebija:etanol = 1:5 (m/v) je meSana na sobnoj temperaturi 2
sata, 1 joS jednom ponovljena pod istim uslovima. Nakon zavrSetka ekstrakcije, Cvrsta faza je
odvojena centrifugiranjem na 3000xg tokom 15 min na 4 °C (Sorval RC-5B, Dupont Instruments).
Da bi se uklonio sav zaostali etanol, tretirana leblebija je suSena na 40 °C u trajanju od 36 h. Ovako
pripremljen materijal je koriS¢en u daljim eksperimentima.

3.2. Hemijski sastav sirovine

Hemijska karakterizacija materijala podrazumevala je odredivanje sadrzaja masti, proteina,
ukupnih, rastvorljivih i nerastvorljivih vlakana, skroba i pepela. Sadrzaj masti (pre procesa
obezmas¢ivanja) odreden je metodom po Weibull-Stoldt-u (Stoldt, 1949). Ostali metodi su
primenjeni u cilju ispitivanja hemijskog sastava obezmaS¢ene sirovine. Set za ispitivanje ukupnih
prehrambenih vlakana (7Total Dietary Fiber Assay Kit K-TDFR, Megazyme) je koriS¢en za ispitivanje
ukupnih (TDF), nerastvorljivih (IDF) i rastvorljivih (SDF) dijetetskih vlakana (AACC 32-05.1).
Sadrzaj proteina odreden je metodom po Kjeldahl-u (AOAC 991.20). Sadrzaj pepela odreden je
gravimetrijskim metodom, suSenjem na 550 °C do konstantne mase. Sadrzaj skroba odreden je
pomoc¢u komercijalnog kompleta za odredivanje ukupnog skroba (7Total starch kit K-TSTA,
Megazyme) (AACC 76-13-01).

3.3. Enzimski preparati i njihove aktivnosti

Za enzimski pretretman obezmaScene leblebije koriS¢eni su slede¢i enzimi: o-L-
arabinofuranozidaza (a-L-Arabinofuranozidase, Megazyme), endo-ksilanaza (NS22083, Novozymes),
koktel pektinaza (Vinozym, Novozymes), kompleks celulaza (Cellulase complex, NS22086,
Novozymes) 1 koktel enzima Enzim kompleks (Enzyme complex, NS22119, Novozymes).

Aktivnost enzimskog preparata a-L-Arabinofuranozidase iznosila je 300 U/ml 1 odredena je
prema McCleary et al. (2015). Jedinica aktivnosti a-L-arabinofuranozidaze (U) je definisana kao
koli¢ina enzima potrebna za oslobadanje jednog pmola p-nitrofenola u minuti iz p-nitrofenil-a-L-
arabinofuranozida pod definisanim uslovima (temperatura 40 °C, pH 4).

Celuloliticka aktivnost preparata Cellulase complex 1 Enzyme complex iznosila je 340
FPU/ml 1 30 FPU/ml, redom, i odredena je metodom po Ghose-u (1987). Jedna FPU jedinica je
definisana kao koli¢ina enzima potrebna za oslobadanje 2 mg redukujucih Secera iz 50 mg Whatman
br.1 filter papira za 1 h pod standardnim uslovima hidrolize (temperatura 50 °C, pH 4,8).

Ksilanazna aktivnost enzimskih preparata NS22083 1 Enzyme complex analizirana je prema
metodu Bailey et al. (1992) i utvrdeno je da iznosi 375 U/ml i 6 U/ml, redom. Jedna jedinica
aktivnosti ksilanaze (U) definisana je kao koli¢ina enzima koja oslobada 1 mmol ksiloze po minuti
pod definisanim uslovima (temperatura 50 °C, pH 5,3).
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Pektinoliticka aktivnost enzimskih preparata Vinozym i1 Enzyme complex analizirana je prema
metodu Patil and Dayanand (2006) 1 iznosila je na 7,8 U/ml i 1,1 U/ml, redom. Jedna jedinica
aktivnosti pektinaze (U) definisana je kao koli¢ina enzima koja katalizuje oslobadanje 1 mmol
galakturonske kiseline u minuti u definisanim uslovima (temperatura 45 °C, pH 4,5).

3.4. Priprema proteinskih izolata

Proteinski izolati pripremljeni su nakon alkalne i enzimima potpomognutih alkalnih
ekstrakcija obezmaScene leblebije, posle Cega je usledila izoelektri¢na precipitacija proteina i njihovo
susenje.

3.4.1. Alkalna ekstrakcija

Preliminarno ispitivanje trajanja alkalne ekstrakcije je izvedeno na pH 10,5 i 50 °C sa
odnosom ¢vrsta materija:te¢nost = 1:10 (m/v), uz konstantno mesanje tokom 1 h i 2 h. U svim
narednim eksperimentima alkalna ekstrakcija (ALK) je izvodena u trajanju od jednog sata, pod gore
navedenim uslovima pH, temperature i odnosa ¢vrsto:tecno.

3.4.2. Testiranje enzima za pretretman leblebije

Razli¢iti enzimi za hidrolizu polisaharida ¢elijskog zida biljaka — celulaze, pektinaze,
ksilanaza 1 arabinofuranozidaza (primenjenih pojedinac¢no ili u kombinaciji), kao 1 komercijalni
enzimski koktel testirani su za tretman leblebije pre alkalne ekstrakcije. Ekstrakcije su izvedene pod
definisanim uslovima pH i temperature, pri odnosu ¢vrsta materija:teCnost = 1:10 (m/v). Uslovi
ekstrakcija, kao i doze koriS¢enih enzima prikazani su u tabeli 3.

Kontrola (K) je sprovedena pod istim uslovima kao 1 enzimske ekstrakcije, s tim da je deo
koji je odgovarao enzimskom tretmanu izveden bez enzima (vodena ekstrakcija 30 min, pH 5.5, 50
°C) pracena alkalnom ekstrakcijom (1 h, pH 10,5, 50 °C).

Nakon ekstrakcije, suspenzije su centrifugirane na 9000xg tokom 15 minuta na 4 °C
Koncentracija ekstrahovanih proteina u supernatantima odredena je metodom po Bradfordu
(Bradford, 1976) sa BSA kao standardom.

3.4.3. Enzimima potpomognuta alkalna ekstrakcija u pripremi izolata

U enzimima potpomognutim ekstrakcijama za dobijanje odgovarajucih proteinskih izolata,
obezmascena leblebija je, pre alkalne ekstrakcije, tretirana individualnom arabinofuranozidazom, kao
1 kombinacijom celulaza i ksilanaze. Obezmascena leblebija suspendovana je u destilovanoj vodi u
odnosu 1:10 (m/v), uz podesavanje pH vrednosti na 5,5 sa 0,5 mol/l HCI. Zatim je u ekstrakciji
potpomognutoj arabinofuranozidazom dodato 0,06 U arabinofuranozidaze/gsy, dok je u ekstrakciji
uz pomo¢ ksilanaze i1 celulaza dodato 34 U ksilanaze kombinovane sa 17 FPU celulaze/ggy, 1
suspenzije su termostatirane na 50 °C tokom 30 min. Nakon isteka definisanog vremena enzimskog
tretmana, pH je podesen na 10,5 1 alkalna ekstrakcija je nastavljena tokom 1 h na 50 °C.
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Tabela 3 Enzimi i uslovi tretmana za potpomognutu alkalnu ekstrakciju leblebije

Ekstrakcija Oznaka Doza Uslovi
enzima/gsy
celulaze + alkalna tretman celulazama (30 min, pH 5,5, 50
.. C 17 FPU °C) + alkalna ekstrakcija (1 h, pH 10,5,
ekstrakcija
50 °C)
. tretman ksilanazom (30 min, pH 5,5, 50
ksil + alkal
srlanaza - a’Raina X 34U °C) + alkalna ckstrakcija (1 h, pH 10,5,
ekstrakcija
50 °C)
. tretman pektinazama (30 min, pH 5,5,
k + alkal
pe “;ﬁ:ak;.aa na p 04U 50 °C) + alkalna ekstrakcija (1 h, pH
J 10,5, 50 °C)
arabinofuranozidaza tretman arabinofuranozidazom (30 min,
4 alkalna ekstrakciia ARA 0,06 U pH 5,5, 50 °C) + alkalna ekstrakcija (1
J h, pH 10,5, 50 °C)
17 FPU +
3U L
Enzim kompeks + (ksilanaza) tretman Enzimskim kompleksom (30
z z )
- ekstfakci.a EC N min, pH 5,5, 50 °C) + alkalna
! ekstrakcija (1 h, pH 10,5, 50 °C)
0,5U
(pektinaze)
34
(ksilanaza-tcelulaze) (ksilan;a) N tretman kombinacijom ksilanaze 1
+ alkalna ekstrakcija X+c 17 FPU celulaza (30 min, pH 5,5, 50 °C ) +
J alkalna ekstrakcija (1 h, pH 10,5, 50 °C)
(celulaze)
4
(ksil ok ) (k 13 v )+ tretman kombinacijom ksilanaze 1
ilanaza inaz ilanaza
+Sa1kalna ei:trakci'z X+P : 04U pektinaza (30 min, pH 5,5, 50 °C) +
! » alkalna ekstrakcija (1 h, pH 10,5, 50 °C)
(pektinaze)

3.4.4. Izdvajanje i1 suSenje proteinskih izolata

Po zavrSetku alkalne 1 enzimima potpomognutih alkalnih ekstrakcija, suspenzije su
centrifugirane na 9000xg tokom 15 minuta na 4 °C. Sadrzaj proteina u ekstrakcionim ostacima je
odreden je metodom po Kjeldahl-u (AOAC 991.20).

Supernatanti su podvrgnuti izoelektricnoj precipitaciji podeSavanjem pH sa 1 mol/l HCI na
4,5. Proteinski talog je sakupljen nakon centrifugiranja (9000xg, 15 min, 4 °C) i rastvoren u
destilovanoj vodi na pH 7. Pripremljeni proteinski rastvori su podvrgnuti susenju u liofilizatoru
(Martin Crist Alpha LSC 2-4, Osterode, Nemacka) na - 45 °C tokom 48 h a nakon suSenja dobijeni
proteinski izolati su do upotrebe ¢uvani u eksikatoru. Proteinski izolati - ALK-izolat iz alkalne
ekstrakcije, ARA-izolat iz alkalne ekstrakcije potpomognute arabinofuranozidazom, 1 (X+C)-izolat
iz alkalne ekstrakcije potpomognute kombinacijom celulaza i ksilanaze, su dalje analizirani i
koris¢eni u eksperimentima.
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3.5. Priprema frakcija proteina
Frakcije proteina leblebije - albuminska, globulinska i glutelinska pripremljene su prema
metodu Chang et al. (2011), Sematski prikazanom na slici 6.

samlevena obezmascéena leblebija + destilovana voda =1:4 (m/v)

mesanje 2 h
centrifugiranje
9000xg 20 min
|
ostatak + 5% S ant
rastvor NaCl=1:4 upernatan
| mesanje 2 h |
izoelektri¢na

centrifugiranje precipitacija pH 4.1

9000xg 20 min

ostatak + 0.1 mol/l |

Supernatant

izoelektri¢na
precipitacija pH 4.3

centrifugiranje
9000xg 20 min

sakupljanje
taloga

liofilizacija

GLOBULIN

rastvor NaOH=1:4

centrifugiranje
9000xg 20 min
mesanje 2 h |
centrifugiranje sakupljanje
9000xg 20 min taloga
| |
izoelektri¢na
precipitacija pH 4.8 liofilizacija
| |
centrifugiranje
9000xg 20 min ALBUMIN
|
sakupljanje
taloga

liofilizacija

GLUTELIN

Slika 6. Sema izdvajanja frakcija proteina leblebije
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Proteinski talozi su sakupljeni nakon centrifugiranja 1 rastvoreni u destilovanoj vodi na pH 7.
Pripremljeni rastvori frakcija proteina su suseni liofilizacijom na - 45 °C tokom 48 h a nakon suSenja
dobijene frakcije (albuminska - ALB, globulinska - GLO 1 glutelinska - GLU) su ¢uvane u eksikatoru
do analiza 1 kori$¢enja u eksperimentima. Izoelektricne tacke dobijenih frakcija odredene su
merenjem zeta () potencijala rastvora ovih frakcija u opsegu pH 1 - 9, na uredaju Zetasizer Nano
ZS90 (Malvern Instruments Ltd., UK).

3.6. Hemijski sastav proteinskih izolata i frakcija proteina

Sadrzaj suve materije odreden je suSenjem do konstantne mase na temperaturi od 105+0.5 °C.
Sadrzaj pepela odreden je gravimetrijskim metodom, suSenjem na 550 °C do konstantne mase.
Sadrzaj proteina odreden je metodom po Kjeldahl-u (AOAC 991.20). Sadrzaj skroba odreden je
pomoc¢u komercijalnog kompleta za odredivanje ukupnog skroba (Total starch kit K-TSTA,
Megazyme) (AACC 76-13-01).

3.7. Preparativna hromatografija sa hidrofobnim interakcijama

Preparativna hromatografija sa hidrofobnim interakcijama (eng. Hydrophobic interaction
chromatography — HIC) radena je na HPLC sistemu Agilent 1290 Infinity I sa kolonom BioSuite
Phenyl (Preparative, 21,5x150 mm, 10 um, Waters). Eluiranje je vrSeno u gradijentnim koracima
dobijenim meSanjem mobilnih faza A 1 B, gde je faza A predstavljala 1 mol/l amonijum-sulfat u 25
mmol/l Tris-HCI puferu, pH 9, dok je faza B predstavljala 25 mmol/l Tris-HCI pufer pH 9. Protok
mobilne faze je iznosio 1 ml/min, eluiranje je vrSeno smanjenjem koncentracije soli prema
gradijentnim koracima — 100% A (I), 80% A (II), 60% A (III), 40% A (IV) i 0% A (V), na
temperaturi od 25 °C uz detekciju proteinskih frakcija na 280 nm (Agilent DAD).

U preparativnom razdvajanju proteina koriS¢en je proteinski izolat dobijen iz alkalne
ekstrakcije potpomognute a-L-arabinofuranozidazom. Uzorak je rastvoren u 1 mol/l amonijum-
sulfatu koji je prethodno rastvoren u 25 mmol/l Tris-HCI puferu, pH 9, a zatim filtriran kroz filter
0,45 pm, da bi 5,35 mg proteina rastvorenih u 5 ml bilo injektovano preko Rheodyne 7010/7125
injektora (Thermo Fisher Scientific, USA).

Sve eluirane frakcije su podvrgnute ultrafiltraciji u cilju njihovog koncentrisanja
(ultrafiltraciona ¢asa Amicon stirred cell (model 8010, Millipore, USA), membrana (Biomax®,
Millipore, USA) cut-off 5 kDa, natpritisak 2,5 bara, temperatura 4 °C, meSanje 30 o/min, faktor
koncentrsanja u rasponu od 14 do 28).

3.8. Analiti¢ki metodi

3.8.1 Infracrvena spektroskopija sa Furijeovom transformacijom (FTIR)

FTIR spektri proteinskih izolata, frakcija proteina i frakcija eluiranih sa kolone snimani su na
Bruker ALPHA spektrofotometru (Bruker, Nemacka) sa ATR dijamantskim modulom, koji je bio
povezan sa racunarom zbog softverske obrade podataka. Spektri su snimani u opsegu talasnog broja
od 4000 do 400 cm™, pri rezoluciji od 4 cm™.

Sadrzaj sekundarnih strukturnih elemenata (a-heliks, B-ploc¢a, nasumicni kalemovi, -zavoji)
odreden je preko dobijenih spektara u intervalu od 1600 cm™ do 1700 cm™. Spektri su fitovani
Gausovom krivom raspodele u programu Origin (OriginLab Corporation, SAD) a primenom drugog
izvoda odredeni su polozaji pikova koji su kasnije bili osnova za izraCunavanje procentualnog
sadrzaja elemenata sekundarne strukture.
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3.8.2. Aminokiselinski sastav

Aminokiselinski sastav proteinskih izolata i1 frakcija proteina odreden je koriS¢enjem
automatskog aminoanalizatora Biochrom 30+ (Biochrom, Cambridge, UK), prema metodu
Spackman et al. (1958). Razdvajanje aminokiselina izvrSeno je primenom hromatografije sa
izmenom katjona, prac¢ene bojenom reakcijom sa ninhidrinom i fotometrijskom detekcijom na 570
nm (za sve aminokiseline osim prolina) i 440 nm (za prolin). Uzorci proteinskih izolata i frakcija
proteina su prvobitno hidrolizovani 6 mol/l HCI ili 4,2 mol/l NaOH (za odredivanje triptofana) na
110 °C tokom 24 h, a zatim ohladeni na sobnu temperaturu. Posle hidrolize, uzorci su filtrirani kroz
PTFE filter sa veli¢inom pora od 0,22 mm (Plano, Teksas, SAD) i dopunjeni do 25 ml natrijum-
citratnim puferom (pH 2,2). Nakon ovog koraka, uzorci su ponovo filtrirani kroz PTFE filter i
analizirani. Rezultati su izraZeni kao masa aminokiseline (g) u 100 g suve materije uzorka (Tomici¢
et al., 2020).

3.8.3. Natrijum-dodecilsulfat poliakrilamid gel elektroforeza

Izolati iz alkalnih 1 kombinovanih enzimskih 1 alkalnih ekstrakcija, kao 1 frakcije proteina
leblebije 1 uzorci razdvojeni preparativnom HIC su analizirani natrijum-dodecilsulfat poliakrilamid
gel elektroforezom (SDS-PAGE). Elektroforeza je vodena na 12% TruPAGE gelovima (Sigma
Aldrich, Taufkirhen, Nemacka) pod redukuju¢im uslovima (Laemmli, 1970). Uzorci od 10 pL
(koncentracije 2 mg/ml) su aplikovani u prostore predvidene za nanosenje uzoraka na gelu, a proces
razdvajanja se vr§io pri naponu 180 V 1 jacini struje 100 mA tokom 45 min u omniPAGE Vertical
Electrophoresis System (model CVS10DSYS, Cleaver Scientific Ltd., UK). Nakon elektroforetskog
razdvajanja, gelovi su obojeni u rastvoru Coomassie Blue R250. Posle obezbojavanja u
bidestilovanoj vodi, relativne molekulske mase proteinskih traka odredivane su uporedivanjem sa
proteinskim markerima molekulskih masa u opsegu od 7 do 240 kDa (SERVA Electrophoresis,
Heidelberg, Nemacka).

3.8.4. Rastvorljivost

Uzorci proteinskih izolata 1 frakcija proteina koncentracije 10 mg/ml (C)) su dispergovani u
destilovanoj vodi. Vrednost pH je podeSena na 9 sa 1 mol/l NaOH 1 odrZzavana konstantnom tokom
celokupnog procesa rastvaranja. Rastvor je meSan na magnetnoj mesSalici na sobnoj temperaturi 4 h i
ostavljen preko no¢i na 4 °C radi bolje hidratacije proteina. Da bi se uklonile Cestice poreklom od
nerastvorenog proteinskog uzorka, rastvor je centrifugiran na 9000xg tokom 10 minuta na 4 °C.
Koncentracija proteina u supernatantu (C) je analizirana Bradford metodom (1976) sa govedim
serum albuminom (BSA) kao standardom i koriS¢ena je za izraCunavanje rastvorljivosti prema
jednacini (1):

Rastvorljivost (%) = % 100 (1)
1

3.8.5. Kapaciteti zadrzavanja vode i ulja

Kapacitet zadrzavanja vode (WHC) 1 kapacitet zadrzavanja ulja (OHC) proteinskih izolata 1
frakcija proteina odredeni su prema metodu 7Tan et al. (2014). Uzorcima (0,1 g) su dodati po 1,5 ml
destilovane vode ili suncokretovog ulja (gustina 0,912 g/ml) 1 vorteksirani su u trajanju od 1 minuta.
Nakon 30 mina na sobnoj temperaturi, uzorci su centrifugirani na 5000xg tokom 30 min. Dobijeni
supernatanti su pazljivo dekantovani a masa taloga izmerena. WHC i OHC su izrazeni kao gram
zadrzane vode/ulja po gramu uzorka.
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3.8.6. Kapaciteti pene 1 stabilnost pene

Kapacitet pene (FC) i stabilnost pene (FS) odredeni su rastvaranjem proteinskih uzoraka u
destilovanoj vodi kako bi se pripremio rastvor kona¢ne koncentracije 5 mg/ml. Nakon $to je pH
podesen na 9 koris¢enjem 1 mol/l NaOH, rastvori su homogenizovani aparatom Ultra-Turrax (T-25,
IKA) 10 minuta na 25 °C i 15000 o/min. Zabelezena je ukupna zapremina pre i posle
homogenizovanja, kao i ukupna zapremina pene i zapremina preostale pene nakon 30 min. Kapacitet
pene i stabilnost pene su izra¢unati prema jednac¢inama (2) i (3), redom:

zapremina nakon homogenizovanja — zapremina pre homogenizovanja

FC (%) =

100 )

zapremina nakon homogenizovanja

zapremina pene nakon 30 min

FS (%) = 100 3)

ukupna zapremina pene

3.8.7. Emulgujuca svojstva

Emulgujuca svojstva proteinskih izolata i frakcija proteina merena su metodom koju su
opisali Wu et al. (1998). Emulzije su pripremljene dispergovanjem smese suncokretovog ulja i
rastvora proteina (5 mg/ml, pH 7,0), u odnosu 1:6 (v/v), aparatom Ultra-Turrax T-25 na 18000 o/min
tokom 1 minuta. Porcije od 50 mikrolitara emulzija su pipetirane sa dna caSe odmah nakon
dispergovanja i u 10-om minutu nakon dispergovanja. Uzorci su razblazeni do 5 ml 0,1% rastvorom
SDS-a 1 apsorbance ovako razblaZenih emulzija su merene na 500 nm. Tako dobijene vrednosti
apsorbanci Ay 1 Ajo, za razblazen uzorak odmah nakon i 10 minuta nakon dispergovanja, redom, su
koriS€ene za izraCunavanje indeksa aktivnosti emulgovanja (EAI) 1 indeksa stabilnostu emulzije
(ESI) prema jednacinama (4) 1 (5), redom:

EAI (m?/g) = 2 X T x A, X faktor razblazenja/(C x ¢ x 10000) 4)

gde je T = 2,303; faktor razblazenja = 100, C = koncentracija proteina (g/ml) pre formiranja emulzije
i1 ¢ = zapreminski udeo ulja u emulziji.

ESI (min) = A, x At/AA 5)
gdeje At=10min i A4d = Ay — Ajo.

3.8.8. PovrSinska hidrofobnost

Povrsinska hidrofobnost uzoraka odredivana je preko koli¢ine vezanog bromfenol plavog
(BPB) za analiziani proteinski uzorak metodom koju su opisali Chelh et al. (2006). Dvesto pl
rastvora BPB (1 mg/ml BPB u destilovanoj vodi) je dodato u 1 ml rastvora proteina (2 mg/ml u 20
mmol/l fosfathom puferu, pH 7) i1 vorteksirano. Kontrolni uzorak je pripremljen sa 1 ml fosfatnog
pufera umesto rastvora proteina. Test 1 kontrolni uzorci su meSani 10 min na sobnoj temperaturi 1
centrifugirani (2000xg, 15 min). Apsorbanca supernatanata je merena na talasnoj duZini od 595 nm
sa fosfatnim puferom kao slepom probom. Masa vezanog BPB-a (od strane 2 mg proteina u analizi)
racunata je pomocu jednacine (6):

A—Aq
A

0

Vezani BPB (ug) = 200 (6)

gde 200 predstavlja masu BPB u analizi (ng), 4o 1 41 apsorbance kontrole i uzorka, redom.
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3.8.9. Sadrzaj ukupnih i rektivnih sulthidrilnih (SH) grupa

Sadrzaj ukupnih 1 reaktivnih sulthidrilnih grupa u uzorcima proteina odreden je
spektrofotometrijski uz pomo¢ Elmanovog reagensa (5,5'-(ditiobis-2-nitrobenzojeva Kkiselina,
DTNB), prema metodu Beveridge et al. (1974) sa izvesnim modifikacijama. Uzorci proteina su
rastvoreni u standardnom puferu (pH 8) tako da kona¢na koncentracija bude 0,5 mg/ml i
centrifugirani su na 9000xg u trajanju od 20 minuta na 4 °C. Standardni pufer se sastojao od 0,086
mol/l Tris baze, 0,09 mol/l glicina, 4 mmol/l EDTA i 8 mol/l uree (za analizu ukupnih SH) ili bez 8
mol/l uree (za analizu reaktivnih SH). Zatim je u 2,5 ml rastvora proteina dodato 0,025 ml
Elmanovog reagensa (4 mg DTNB/ml u standardnom puferu bez uree). Smesa je ostavljena da stoji
na sobnoj temperature tokom 1 h i apsorbanca je izmerena na 412 nm. Merenja su izvrSena u odnosu
na slepu probu koja je spremljena po istoj proceduri, samo se umesto uzorka koristio standardni
pufer bez uree (reaktivne grupe) ili sa ureom (ukupne grupe). Sadrzaj SH grupa je izraCunat pomocu
jednacine (7) koju su izveli Beveridge et al. (1974):

73.53%xA
C

Sadrzaj SH grupa (umol/g) = D (7)

gde je 4 - apsorbanca na 412 nm, C - koncentracija proteina (mg/ml) i D-faktor razblazenja (1,01).

3.8.10. In vitro antioksidativna aktivnost

Antioksidativna aktivnost uzoraka odredena je spektrofotometrijskim metodom prema Re et
al. (1999) uz izvesne modifikacije. ABTS reagens je pripremljen meSanjem vodenog rastvora ABTS
supstance (7 mmol/l) sa rastvorom kalijum-persulfata (2,45 mmol/l) u odnosu 1:1 (v/v). Smesa je
inkubirana 16 h na sobnoj temperaturi, u mraku. Posle inkubacije, ABTS reagens je razblazen
bidestilovanom vodom kako bi se postigla apsorbanca od 0,70 + 0,02 na 734 nm. Uzorak proteina je
rastvoren u slanom fosfatnom puferu (PBS), pH 7,0, da bi se dobila kona¢na koncentracija od 2
mg/ml. Alikvot uzorka od 50 pul je pomeSan sa 950 ul razblazenog rastvora ABTS reagensa,
vorteksiran 30 s 1 inkubiran na tamnom mestu i sobnoj temperaturi tokom 6 minuta. Kontrolni
rastvor (bez antioksidativne aktivnosti) je pripremljen od 50 pul PBS umesto uzorka proteina i 950 pl
razblaZenog rastvora ABTS, dok je sam PBS koriS¢en kao slepa proba. Apsorbanca je merena na 734
nm 1 in vitro ABTS antioksidativna aktivnost (%) je izraCunata koriS¢enjem jednacine (8):

A—A

ABTS (%) = a1 100 (8)

0

gde su 4,1 A, apsorbance kontrole i uzorka, redom.

3.9. Priprema proteinskih nanocestica

Liofilizovani proteinski izolati 1 frakcije proteina su dispergovani u 50 mmol/l NaCl 1 pH
vrednost je podeSena na 9 pomoc¢u 1 mol/l rastvora HCI. Rastvor natrijum-azida (0,02%, m/v) je
dodat u cilju sprecavanja mikrobioloske kontaminacije. MeSanje na magnetnoj mesalici je trajalo 8 h,
nakon cega su uzorci ostavljeni preko no¢i na 4 °C radi potpune hidratacije. Disperzije su, zatim,
centrifugirane na 10000 o/min tokom 10 min da bi se eliminisali nerastvoreni ostaci. Supernatanti su
odvojeni i1 sadrzaj proteina je odreden Bradfordovim metodom (Bradford, 1976) sa BSA kao
standardom.
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3.9.1. Termicki tretman

Za pripremu proteinskih nanocestica termickim tretmanom, supernatanti su razblazeni 50
mol/l rastvorom NaCl do postizanja koncentracije 0,1% 1 0,4% (m/v). pH vrednosti su podeSene na 7
1 9,3 koris¢enjem 0,5 mol/l NaOH i 0,5 mol/l HCI. Pripremljene disperzije su zagrevane u vodenom
kupatilu na 65 °C i 90 °C u trajanju od 10 i 20 min, a nakon toga hladene. Na ovaj nadin pripremljene
proteinske nanocestice su cuvane na 4 °C do daljeg analiziranja.

3.9.2. Ultrazvuéni tretman

Za pripremu proteinskih nanocestica ultrazvu¢nim tretmanom, supernatanti su razblazeni 50
mol/l rastvorom NaCl do postizanja koncentracije 0,1% 1 0,4% (m/v). pH vrednosti su podeSene na 7
19,3 i pripremljene disperzije su tretirane u ultrazvu¢nom kupatilu (UZ 4P, Iskra) u trajanju od 10 i
20 min, na sobnoj temperaturi, pod uslovima frekvencije 30 kHz i snage 500 W.

3.10. Karakterizacija proteinskih nanocestica

3.10.1. Mutnoca

Pojava mutnocée proteinskih disperzija pod uticajem termickog tretmana (90 °C) nakon 10 i
20 minuta je merena na 400 nm, po metodu Shen et al. (2017), uporedo sa merenjem mutnoce
netretiranog rastvora proteina. Merenja su vrSena na sobnoj temperaturi u kvarcnoj kiveti (duzina 1
cm). Rastvor NaCl koncentracije 50 mol/l je koris¢en kao slepa proba.

3.10.2. Raspodela veliCina Cestica
Odredivanje raspodele veli¢ine Cestica, njihovog srednjeg prec¢nika i indeksa polidisperznosti
(PdI) se zasnivalo na merenju dinamickog rasipanja svetlosti (DSL). Ovi parametri mereni su pre i
posle termalnog tretmana rastvora proteinskih izolata 1 frakcija proteina na uredaju Zetasizer Nano
7590 (Malvern Instruments Ltd., UK). Indeksi prelamanja za rastvara¢ i proteinske agregate iznosili
su 1,33 1 1,5, redom. Raspodela veli¢ina Cestica je prikazana graficki, gde je na x—osi predstavljen
interval precnika, a na y—osi udeo Cestica datog pre¢nika u ukupnom broju/zapremini svih Cestica.
Ostali parametri pripremljenih nanocestica su izracunati na osnovu srednjeg pre¢nika Cestica
(nm), uzimajuéi u obzir da su Cestice sfernog oblika (Sponton et al., 2016) 1 to:
= precnik nanocestice (d) — srednji precnik (nm)
» povrsina nanolestice (4) — 4  d*
=  zapremina nanogestice (V) — 1 d°/6
= odnos povrsine (4) i zapremine (V) = A/V
= odnos povrSinske hidrofobnosti (PH) 1 povrSine nanocestice (4) = PH/A

3.10.3. Stabilnost proteinskih nanocestica

Stabilnost pripremljenih nanocestica analizirana je pra¢enjem promena njihovog srednjeg
precnika 1 zeta potencijala neposredno nakon pripreme i1 nakon skladiStenja tokom 3, 5 1 7 dana na
temperaturi 4 °C, na uredaju Zetasizer Nano ZS90 (Malvern Instruments Ltd., UK).

3.10.4. Povrsinska hidrofobnost proteinskih nanocestica
Povrsinska hidrofobnost proteinskih nanocestica ispitana je prema metodu Chelh et al.
(2006), kao Sto je opisano u potpoglavlju 3.8.8.
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3.10.5. Kapacitet vezivanja linolne kiseline
Mogucénost vezivanja hidrofobnih supstanci od strane nanocestica pripremljenih od
proteinskih izolata i1 frakcija proteina leblebije odredena je sa linolnom kiselinom (LA) prema
metodu Sponton et al. (2020). Kapacitet vezivanja linolne kiseline (BC) je izraunat prema jednacini
(9):
BC (%) =100 x (ALa — Ara-p)/ALa )

gde su Ay A 1 Apap-apsorbance rastvora LA sa i bez proteinskih nanocestica, redom.

3.10.6. Kapacitet vezivanja askorbinske kiseline

Interakcija izmedu askorbinske kiseline (AA), kao hidrofilnog jedinjenja, i nanocestica
pripremljenih od proteinskih izolata i frakcija proteina odredena je metodom Maciel-a et al. (2013)
sa nekim modifikacijama (Zhong et al., 2004). Pripremljene disperzije proteinskih nanocestica su
razblazene 50 mmol/l rastvorom NaCl da bi se postigla konac¢na koncentracija od 0,05 mg/ml.
Rastvor AA je pripremljen rastvaranjem ovog jedinjenja u destilovanoj vodi na pH 3 do
koncentracija 0,1 mg/ml, 0,15 mg/ml, 0,2 mg/ml, 0,25 mg/ml i 0,5 mg/ml. Zapremina od 3,6 ml
disperzije proteinskih nanocestica je pomesana sa 57 pL rastvora AA razli¢itih koncentracija, nakon
cega je merena apsorbanca na 280 nm. Konstanta vezivanja AA je racunata prema Benesi-
Hildebrand jednacini (Maciel et al., 2013):

1 1 1

A—-Ap = K-e- CPCAA+ Cp-s (10)

odnosno, konstruisanjem grafika

1

=) (11)

Can

gde su C, 1 Caa - koncentracije proteina i askorbinske kiseline (mol/l), redom; & — molarni
ekstinkcioni koeficijent AA (I/mol-cm); 4 1 Ay - apsorbance disperzija proteinskih nanocestica sa 1
bez AA, redom; K - konstanta vezivanja askorbinske kiseline (1/mol).

3.11. Statisticka obrada eksperimentalnih podataka

Svi eksperimenti su izvedeni u tri ili viSe ponavljanja i rezultati su predstavljeni kao srednja
vrednost+standardna devijacija za svako merenje. Statisticka analiza je uradena koriS¢enjem
programa Statistica (TIBCO Sofivare Inc.). Analiza podataka obuhvatala je procenu statisticke
znacajnosti izmedu aritmetickih sredina rezultata koriS¢enjem jednostruke (One-way ANOVA)
analize varijanse prac¢ene naknadnim 7ukey testom. Razli¢ita slova u eksponentu nad rezultatima
predstavljaju statisticki znacajne razlike odredene prema Tukey-ovom testu sa nivoom znacajnosti od
0,05. Na osnovu statisticke analize, razlika u rezultatima je ocenjivana kao znacajna (p<0,05), veoma
znacajna (p<0,01) 1 visoko znacajna (p<0,001).
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4.1. Proteinski izolati leblebije i njihova svojstva

U ovom delu doktorske disertacije prikazani su rezultati dobijanja proteina postupcima
alkalne ekstrakcije leblebije, sa 1 bez upotrebe enzima, kao i odredivanja karakteristika i svojstava
dobijenih proteinskih izolata. Analizirani su hemijski sastav, aminokiselinski sastav, kao i
elektroforetski profili dobijenih proteinskih izolata. Takode, ispitane su i razli¢ite funkcionalne
osobine koje su vazne za potencijalnu primenu proteinskih izolata u prehrambenoj industriji.
Dobijenim proteinskim izolatima odredena je funkcionalnost u smislu njihove rastvorljivosti,
kapaciteta zadrzavanja vode i ulja, emulgujucih karakteristika i mogucnosti stvaranja pene. Osim
toga, analizirane su i njihove bioloske osobine u pogledu posedovanja in vitro antioksidativne
aktivnosti. Dobijeni proteinski izolati poredeni su medusobno kako bi se utvdio uticaj enzimskih
pretretmana na njihov sastav i osobine.

4.1.1. Karakterizacija polazne sirovine

Pre samog postupka ekstrakcije, sirovina iz koje ¢e protein biti dobijen je okarakterisana u
pogledu hemijskog sastava. U prvom koraku, seme leblebije Kabuli tipa samleveno je u
laboratorijskom mlinu i prosejano kroz laboratorijsko sito. U ovako pripremljenoj sirovini odreden je
sadrzaj masti koji je u 100 g suve materije iznosio 3,75 + 0,01 g. Zbog toga je izvrSeno
obezmasc¢ivanje sirovine uz pomo¢ dvostepene ekstrakcije. U cilju izbegavanja Stetnih efekta koje
ima heksan kao najzastupljeniji rastvara¢ za obezmasc¢ivanje (Russin et al., 2011), kori§¢en je etanol.
Hemijski sastav ovako pripremljenog brasna leblebije, iz koje ¢e se vrSiti ekstrakcija proteina,
prikazan je u tabeli 4.

Tabela 4. Hemijski sastav obezmasSc¢ene leblebije nakon dvostepene ekstrakcije etanolom

Komponenta Sadrzaj g/100 gsm
proteini 23,06+0,05
ukupna vlakna (TDF) 16,40+0,53
nerastvorljiva vlakna (IDF) 14,80+0,05
rastvorljiva vlakna (SDF) 1,60+0,48
skrob 34,54+1,02
pepeo 3,254+0,07

Rezultati su pokazali da je sadrzaj sirovih proteina u obezmasé¢enom brasnu leblebije iznosio
23,06 = 0,05 g/100 g, Sto je u dobroj saglasnosti sa rezultatima koji su ranije objavljeni za brasno iz
semena Kabuli tipa 1 koji su varirali u opsegu od 17,8 do 24,5 g/100 g (Ghribi et al., 2015; Perez-
Hidalgo et al., 1997, Rincon et al., 1998).

Sadrzaj ukupnih (TDF) i nerastvorljivih (IDF) prehrambenih vlakana u obezmaS¢enom
brasSnu leblebije je ukazao na njihov dominantan udeo u odnosu na rastvorljiva (SDF) dijetetska
vlakna. Dobijeni rezultati su u skladu sa prethodno objavljenim vrednostima za TDF (15 — 19,5
g/100 g) 1 IDF (12,5 — 15,3 g/100 g) za seme leblebije Kabuli tipa, dok je, sa druge strane, sadrzaj

33



Doktorska disertacija Milica Perovié

rastvorljivih prehrambenih vlakana pokazao nesto manju vrednost nego Sto je objavljeno u literaturi -
od 2,5 do 12 g/100 g (Perez-Hidalgo et al., 1997; Rincon et al., 1998; Ghribi et al., 2015). Poznato je
da se dijetetska vlakna u semenu mahunarki mogu podeliti na ona tzv. “unutrasnja” i1 “spoljasnja”
(Meuser, 2001; Tosh and Yada, 2010). “Spoljasnja“ vlakna poti¢u iz omotaca semena, koji sadrzi u
velikoj meri polisaharide nerastvorljive u vodi (celuloza, hemiceluloza), dok “unutras$nja” vlakna
¢ine polisaharidi ¢elijskog zida kotiledona, koji imaju razlicit stepen rastvorljivosti (Tosh and Yada,
2010). Kada je re¢ o leblebiji, omota¢ semena se uglavnom sastoji od celuloze i hemiceluloze, sa
manjim udelom pektina (Zhong et al., 2018), dok u polisaharide u ¢elijskim zidovima kotiledona
spadaju celuloza, ksiloglukan, arabinan i pektin (Wood et al., 2018a). Bitno je napomenuti da na
sadrzaj neskrobnih polisaharida u semenu leblebije uti¢e genotip, ali i klimatski uslovi kojima je
biljka izloZzena tokom kultivacije (Wood et al., 2018a).

Skrob predstavlja glavni polisaharid prisutan u kotiledonima semena leblebije i njegove
vrednosti variraju u opsegu od 30,8% do 37,9% suve materije (Kaur and Prasad, 2021a). Sadrzaj
skroba u obezmasc¢enom brasnu leblebije od 34,54+1,02 g/100 g je bio u skladu sa ovim literaturnim
podatkom. Takode, sadrzaj pepela, 3,254+0,07%, je bio u skladu sa vrednostima koje su objavljene u
literaturi (Igbal et al., 2006; Ozer et al., 2010).

4.1.2. Alkalna i enzimima potpomognuta alkalna ekstrakcija proteina leblebije

S obzirom na ¢injenicu da leblebija predstavlja vazan izvor proteina, njihova ekstrakcija iz
ove biljne sirovine predstavlja znacajan izazov u pogledu ostvarivanja §to veceg prinosa. Ekstrakcija
proteina iz leblebije vrSena je u alkalnim uslovima, §to predstavlja uobicajen (konvencionalan)
postupak za ekstrakciju biljnih proteina, i u unapredenom postupku koji je podrazumevao enzimski
tretman sirovine pre alkalne ekstrakcije. Vazno je napomenuti da ekstrakcija proteina iz leblebije kao
biljne sirovine u enzimski potpomognutom procesu nije do sada ispitivana.

4.1.2.1. Testiranje enzima za tretman leblebije pre alkalne ekstrakcije

Razli¢iti enzimi za razgradnju celijskog zida biljaka — celulaze, pektinaze, ksilanaza i
arabinofuranozidaza (primenjeni pojedinacno ili u kombinaciji), kao 1 komercijalni koktel enzima, su
testirani u tretmanu obezmascene leblebije pre alkalne ekstrakcije proteina. Kao merilo njihovog
ucinka, odredivana je koncentracija rastvorljivih proteina u tecnoj fazi nakon faze alkalne
ekstrakcije. Dobijeni rezultati su prikazani na slici 7, uporedo sa rezultatima koncentracije proteina iz
postupaka alkalne ekstrakcije 1 kontrolne potpomognute alkalne ekstrakcije (faza pretretmana bez
enzima).

Dobijeni rezultati su pokazali da nije bilo statisticki znacajne razlike u koncentraciji proteina
izmedu kontrole (30 minuta vodena + 1 h alkalna ekstrakcija) 1 alkalne ekstracije (1 h), na osnovu
cega se moglo zakljuciti da bi eventualno povecanje koncentracije proteina u enzimima
potpomognutim alkalnim ekstrakcijama bilo isklju¢ivo posledica delovanja enzima.

Pretretmani pojedinacnim preparatom pektinaza i komercijalnim enzimskim koktelom nisu
doveli do znacajnijeg povecanja koncentracije proteina u te¢noj fazi nakon alkalne ekstrakcije
sirovine. Nasuprot tome, primena svih ostalih testiranih enzima u pretretmanu leblebije je pokazala
znacajno povecanje koncentracije ekstrahovanih proteina leblebije u odnosu na alkalnu i kontrolnu
ekstrakciju. Medu njima, najvece vrednosti merenog pokazatelja efikasnosti pretretmana ostvarene
su u ARA, X+C i X postupcima, sa znacajnom razlikom (p < 0,001) u odnosu na ALK 1 K. Na
osnovu dobijenih rezultata moze se zakljuciti da je upotreba pojedinacne arabinofuranozidaze i
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ksilanaze, kao i kombinovanih pojedina¢nih preparata ksilanaze 1 celulaza, u tretmanu koji je
prethodio alkalnoj ekstrakciji, dovela do poboljSane razgradnje celijskog zida i1 olakSane ekstrakcije
proteina iz leblebije.

(X+P) —— bc
(X+C) ab
EC e

ARA a

ALK €

0 5 10 15 20 25

Koncentracija proteina (mg/ml)

K - kontrola, ALK - alkalna ekstrakcija, C - alkalna ekstrakcija potpomognuta celulazama, X - alkalna ekstrakcija
potpomognuta ksilanazom, P - alkalna ekstrakcija potpomognuta pektinazama, ARA - alkalna ekstrakcija potpomognuta
arabinofuranozidazom, EC - alkalna ekstrakcija potpomognuta komercijalnim enzimskim koktelom, X+C - alkalna
ekstrakcija potpomognuta kombinacijom ksilanaze i celulaza, X+P - alkalna ekstrakcija potpomognuta kombinacijom
ksilanaze i pektinaza. Razli¢ita slova predstavljaju statisti¢ki znacajne razlike odredene prema Tukey-ovom testu na nivou
p <0,05.

Slika 7. Koncentracija proteina u te€noj fazi dobijena alkalnom i enzimima potpomognutim alkalnim
ekstrakcijama obezmascéene leblebije

U cilju odredivanja najpogodnijeg enzima za pretretman leblebije, proteinskim izolatima iz
prethodno opisanih enzimima potpomognutih alkalnih ekstrakcija dodatno su odredene neke
funkcionalne osobine (rastvorljivost, kapacitet zadrzavanja vode 1 ulja, emulgujuée osobine) koje su,
pored prinosa, zna€ajne za upotrebu u prehrambenoj industriji (rezultati nisu prikazani). Pokazalo se
da je proteinski izolat dobijen iz ekstrakcije potpomognute ksilanazom posedovao loSiju
rastvorljivost, nizi kapacitet vezivanja vode i slabije emulgujuce karakteristike u odnosu na
proteinske isolate iz ARA 1 (X+C) postupaka. Na osnovu svih merenih pokazatelja, u daljim
eksperimentima enzimima potpomognutih alkalnih ekstrakcija koriS¢eni su preparat individualne
arabinofuranozidaze i kombinacija preparata ksilanaze i celulaza.
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4.1.2.2. Efekasnost alkalne i enzimima potpomognutih alkalnih ekstrakcija proteina
leblebije

Rezultati preliminarnih ispitivanja trajanja alkalne ekstrakcije su pokazali da nije bilo razlike
u koncentraciji proteina u supernatantu nakon jednocasovnog (16,28+0,81 mg/ml) i dvocasovnog
postupka (16,38+0,24 mg/ml), te je narednim eksperimentima alkalna ekstrakcija trajala jedan sat.
Prinos i efikasnost ekstrakcije su izracunati na osnovu sadrzaja proteina u polaznoj sirovini i
ekstrakcionom ostatku, odredenih Kjeldahl metodom. Rezultati prinosa proteina iz obezmascene
leblebije dobijeni alkalnom ekstrakcijom (ALK), kao i1 alkalnim ekstrakcijama potpomognutim
arabinofuranozidazom (ARA) i kombinacijom ksilanaze i celulaza (X+C) prikazani su u tabeli 5.

Tabela 5. Prinos proteina ekstrahovanih iz obezmaScene leblebije alkalnom ekstrakcijom sa ili bez
enzimskog pretretmana

Ekstrakcija Prinos (g/100 gswm) Efikasnost ekstrakcije (%)
ALK 15,76 +£0,57° 68,36 % 11,44°
ARA 21,59 £ 0,32° 93,62 + 6,48"

X+C 21,42 +£0,06" 92,89 +1,28°

Razlicita slova predstavljaju statisti¢ki znacajne razlike odredene prema Tukey-ovom testu na nivou p < 0,05

Rezultati su pokazali da je alkalnim postupkom ekstrahovano priblizno 16 g proteina/100 g
suve materije, odnosno da je njegova efikasnost bila 68,36+11,4%, Sto znaci da je iz obezmaséenog
semena leblebije ekstrahovano priblizno dve tre¢ine ukupnih proteina. Dobijeni rezultati za prinos
proteina iz leblebije alkalnom ekstrakcijom su u saglasnosti sa rezultatima drugih istraZivaca.
Papalamprou et al. (2009) su pokazali da je prinos alkalne ekstrakcije proteina iz leblebije na pH 9
pracene izolektricnom precipitacijom, bio 54%. Takode, alkalna ekstrakcija proteina iz leblebije
Kabuli tipa ispitana je 1 u istraZzivanjima Boye et al. (2010b), na osnovu ¢ega je utvrdeno da ovaj
nacin ekstrakcije ima efikasnosti od 69%.

Kada je primenjen enzimski pretretman, bez obzira da 1li je koriS¢ena pojedinacna
arabinofuranozidaza ili kombinacija celulaza i ksilanaze, postignuta su veoma znacajna poboljSanja
prinosa proteina u poredenju sa alkalnom ekstrakcijom. Vise od 21 g proteina/100 gsy ekstrahovan je
nakon enzimskog pretretmana obezmaséenog materijala, $to je rezultiralo efikasnoS¢u ekstrakcije
iznad 90%. Shodno tome, primena arabinofuranozidaze ili kombinacije celulaza 1 ksilanaze dovela je
do skoro potpune ekstrakcije proteina iz obezmasc¢ene leblebije uz poboljSanje efikasnosti ekstrakcije
za viSe od 25% u poredenju sa alkalnom ekstrakcijom. Takode treba primetiti da su rezultati prinosa i
efikasnosti ekstrakcije proteina, dobijeni na ovaj nacin, bili konzistentni sa onima dobijenim tokom
testiranja enzima u pogledu procene efekta enzimskih pretretmana.

Povecana sposobnost izolovanja proteina u ekstrakcijama potpomognutim enzimima moze se
objasniti ulogom enzima u hidrolizi polisaharidnih komponenti ¢elijskog zida koja, posledi¢no,
dovodi do povecane dostupnosti proteina i njihove poboljsane ekstrakcije iz kotiledona, kao i iz
omotaca semena leblebije. Utvrdeno je da je udeo polisaharida ¢elijskog zida kotiledona u ukupnoj
suvoj masi semena leblebije relativno mali — od priblizno 5 - 6% (Wood et al., 2018b) do 13,7%
(Champ et al., 1986). lako se moze uciniti da su polisaharidi ¢elijskog zida zastupljeni sa malim
udelom u poredenju sa udelom skroba i proteina, bitno je napomenuti da polisaharidi ¢elijskog zida
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imaju vaznu ulogu u ekstrakcionim procesima (Wood et al., 2018b). Naime, dokazano je da su
arabinoza, galakturonska kiselina i glukoza najzastupljeniji Seceri u polisaharidima celijskog zida
kotiledona leblebije (Champ et al., 1986). Takode, a u saglasnosti sa ovim monosaharidnim
profilom, analiza glikozidnih veza je pokazala da su arabinan (54%), celuloza (12,9%) i ksiloglukan
(6,2%) glavni polisaharidi ¢elijskog zida prisutni u kotiledonima leblebije (Wood et al., 2018a).
Veliki udeo terminalne arabinoze i 5-vezane arabinoze ukazuje na znacajno prisustvo razgranatih
arabinanskih polisaharida u ¢elijskom zidu kotiledona leblebije; pored toga, utvrdeno je da je sadrzaj
arabinoze na drugom mestu medu monosaharidima i1 uronskim kiselinama u rastvorljivim i
nerastvorljivim vlaknima celog semena leblebije (Brummer et al., 2015).

Poznato je da je a-L-arabinofuranozidaza hidroliticki enzim koji deluje na bocni lanac
arabinoze prisutan na a-1,2-, a-1,3- i a-1,5-polozajima u hemicelulozama (Poria et al., 2020).
Budu¢i da je enzim odgovoran prvenstveno za uklanjanje grananja u polisaharidima, on se naj¢esée
smatra pomo¢nim enzimom koji pomaze drugim enzimima da efikasno hidrolizuju polisaharidne
lanace (Thakur et al., 2019). Pored toga, utvrdeno je da su veze izmedu Secera koji izgraduju
polisaharide vaznije od vrste SeCera, naroCito s aspekta povezivanja razliCitih polisaharida, $to
posledi¢no odreduje svojstva kompleksnog matriksa koji stvaraju (Morris, 2001). Dakle,
arabinofuranozidaza primenjena kao individualni enzim u tretmanu pre alkalne ekstrakcije bila je
podjednako uspesna kao i kombinacija celulaza i ksilanaze u poboljSanju ekstrakcije proteina iz
semena leblebije. Dobijeni rezultati su u skladu sa prethodno navedenim podacima vezanim za
znacaj arabinoze i arabinana, kao i interferirajuéih veza u matriksu ¢elijskog zida leblebije.

Pored leblebije, ispitivanja alkalne ekstrakcije potpomognute istim enzimskim preparatima u
cilju dobijanja proteinskih izolata vrSena su na jo$ jednoj mahunarki — soji. Rezultati su pokazali da
su komercijalni koktel 1 kombinacija individualnih karbohidraza bili najefikasniji u poboljSanju
prinosa proteina iz ove biljne sirovine (Perovi¢ et al., 2020). Uzimaju¢i, dakle, sve u obzir, moze se
zakljuciti da izbor enzima koji ¢e se primenjivati u pretretmanu sirovine pre alkalne ekstrakcije treba
da bude adekvatan materijalu koji se ekstrahuje, odnosno njegovim karakteristikama u pogledu
hemijskog sastava 1 strukture ¢elijskog zida.

4.1.3. Hemijski sastav proteinskih izolata leblebije

Proteinski izolati dobijeni iz alkalne 1 enzimima potpomognutih alkalnih ekstrakcija
okarakterisani su u pogledu osnovnog hemijskog sastava. Rezultati odredivanja sadrzaja proteina,
skroba i pepela (racunati na suvu materiju izolata) prikazani su u tabeli 6.

Tabela 6. Hemijski sastav proteinskih izolata dobijenih nakon alkalne 1 enzimima potpomognutih
alkalnih ekstrakcija leblebije

Sadrzaj (%) ALK-izolat ARA-izolat (X+C)-izolat
Proteini 84,35+2,28? 85,84+1,45° 87,28+0,65"
Skrob 0,01+0,00° 0,02+0,03° 0,15+0,00°
Pepeo 2,91+0,01° 3,58+0,17° 2,89+0,00°

Razlicita slova predstavljaju statisticki znacajne razlike odredene prema Tukey-ovom testu na nivou p < 0,05
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Poznato je da hemijski sastav proteinskih izolata osim od vrste biljke tj. biljne sirovine iz koje
je vrSena ekstrakcija, zavisi 1 od nacina i procesnih uslova koris¢enih tokom izolovanja (Shevkani et
al., 2019). Na osnovu dobijenih rezultata moze se zakljuciti da su svi proteinski izolati imali visok
(>80%) sadrzaj proteina; iako su se vrednosti sadrzaja proteina u izolatima razlikovale, ta razlika nije
bila statisticki znacajna. Visok sadrzaj proteina u svim dobijenim izolatima (>80%) je potvrdio da
pripadaju ovim proteinskim proizvodima (Akharume et al., 2021). Sli¢ni rezultati za sadrzaj proteina
objavljeni su u istrazivanjima drugih nau¢nih grupa i to za alkalne proteinske izolate leblebije
(Paredez-Lopez et al., 1991), graska (Gao et al., 2020), sociva (Suliman et al., 2006), soje (Wang et
al., 2004) 1 pirin¢a (Paraman et al., 2008).

Rezultati iz tabele 6 takode pokazuju da je izolat iz ekstrakcije potpomognute
arabinofuranozidazom imao najve¢i sadrzaj pepela, dok su alkalni izolat i izolat iz ekstrakcije
potpomognute kombinacijom celulaza i ksilanaze sadrzali manji ali priblizno jednak udeo pepela.
Sadrzaj pepela u ALK-izolatu je bio u saglasnosti sa literaturnim podatkom od 2,90 + 0,30%
(Sdnchez-Vioque et al., 1999). Sadrzaj skroba je bio nizak (< 1%) u svim proteinskim izolatima.
Poznato je da se varijacije u sadrzaju proteina mogu pripisati varijacijama u sadrzaju skroba; naime,
postoji negativna korelacija izmedu ova dva pokazatelja (Lam et al., 2018). Ovakva povezanost
sadrzaja proteina i skroba kod sva tri dobijena proteinska izolata leblebije nije postojala.

4.1.4. Sekundarna struktura proteinskih izolata leblebije

FTIR spektroskopija je, kao jedna od tehnika za procenu sekundarne strukture proteina,
koriS¢ena za analizu strukturnih karakteristika proteinskih izolata. Dobijeni FTIR spektri izolata
pripremljenih alkalnim i enzimima potpomognutim alkalnim ekstrakcijama obezmascéene leblebije su
prikazani na slici 8.

Poznato je da se tzv. amid I region (1600 — 1700 cm™) prvenstveno koristi za analizu
sekundarne strukture i konformacionih promena proteina. Intenzivne pozicije pikova oko 1654 cm™,
1633 cm™ (i 1684 cm™) i 1672 cm™ su karakteristi¢ne za a-helikse, B-ravni (B-lance) i B-zavoje,
redom, kao glavne elemente sekundarne strukture proteina (Shevkani et al., 2019). Dobijeni rezultati
su pokazali da su proteinski izolat dobijen nakon alkalne ekstrakcije i1 izolati iz enzimima
potpomognutih alkalnih ekstrakcija pokazali razlike u FTIR spektrima, kao odraz razlika u
sekundarnoj strukturi. Izolat iz alkalne ekstrakcije pokazao je relativno vecu apsorbancu na 1634 cm”
' u poredenju sa izolatima dobijenim uz pomo¢ enzima, dok je na 1650 cm™ apsorbanca bila veca
kod izolata dobijenih uz enzimski pretretman u poredenju sa alkalnim bez enzimskog tretmana.

Na osnovu FTIR spektara, izraunati su udeli elemenata sekundarne strukture u proteinskim
izolatima (tabela 7). Dobijene vrednosti udela razlicitih tipova sekundarne strukture proteina
potvrdili su razlike medu analiziranim proteinskim izolatima. Najvece razlike su se odnosile na
sadrzaj o-heliksa 1 B-ravni, i to kod proteinskih izolata ekstrahovanih uz pomo¢ enzimskog
pretretmana u poredenju sa alkalnim postupkom bez enzima.

Dobijeni rezultati su pokazali da je udeo a-heliksa u sekundarnoj strukturi proteina bio veci u
ARA- i (X+C)-izolatima i, suprotno, da je udeo B-ravni bio veci u sekundarnoj strukturi proteinskog
izolata dobijenog nakon samo alkalne ekstrakcije. Poznato je da su udeli a-heliksa 1 B-ravni u
sekundarnoj strukturi proteina u frakcijama albumina, globulina i glutelina kod mahunarki razli¢iti
(Makeri et al., 2017). Dakle, razlike u intenzitetima pikova na pozicijama FTIR spektara koje
odgovaraju razli¢itim elementima sekundarne strukture mogu ukazivati na razliCit sastav izolata u
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smislu odnosa izmedu albumina, globulina i glutelina u njima, kao rezultata razliCitih protokola
ekstrakcije.
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Slika 8. FTIR spektri ALK-, ARA- i (X+C)-proteinskih izolata leblebije

Tabela 7. Udeo elemenata sekundarne strukture proteinskih izolata leblebije
na osnovu FTIR analize

a-heliks (%) B-ravan (%)
ALK-izolat 17 59
ARA-izolat 26 41
(X+C)-izolat 29 40

4.1.5. Aminokiselinski sastav proteinskih izolata leblebije

Sa stanoviSta ishrane, biljni proteini mogu obezbediti dovoljne koli¢ine esencijalnih
aminokiselina za potrebe ljudskog organizma. Poznato je da svaki proteinski izolat ima jedinstven
aminokiselinski sastav koji odreduje njihova svojstva ali 1 njihov nutritivni kvalitet. Pored toga Sto
leblebija sadrzi dvostruko vecu koli¢inu proteina u poredenju sa Zitaricama, smatra se da moze
poboljsati nutritivhu vrednost ishrane zasnovane na njima zbog svog dobro izbalansiranog
aminokiselinskog sastava (Igbal et al., 2006). Aminokiselinski sastav proteinskih izolata leblebije,
dobijenih iz alkalne i enzimima potpomognutih alkalnih ekstrakcija, prikazan je u tabeli 8.
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Rezultati su pokazali da su u svim izolatima bile dominantno prisutne glutaminska (~11
g/100 gsm proteinskog izolata) 1 asparaginska kiselina (~7 g/100 gsm proteinskog izolata), koje su
literaturno potvrdene kao glavne aminokiseline proteina leblebije (Espinosa-Ramirez and Serna-
Saldivar, 2019; Igbal et al., 2006). Aminokiseline arginin i leucin su bile slede¢e po zastupljenosti,
Sto je uobicajeno kod proteina mahunarki (Osemwota et al., 2021).

Tabela 8. Aminokiselinski sastav proteinskih izolata leblebije dobijenih iz alkalne 1 enzimima
potpomognutih alkalnih ekstrakcija

Sadrzaj (g/100 gsm) ALK-izolat ARA-izolat (X+C)-izolat
Asparaginska kiselina 7,41+0,02° 7,23+0,09% 7,11+0,02°
Treonin 2,59+0,08" 2,58+0,00° 3,07+0,04°

Serin 3,3240,04 3,3240,00° 3,3440,01°
Glutaminska kiselina 11,91+£0,01° 11,5340,06° 11,05+0,01°¢
Prolin 2,12+0,04° 2,16+0,07" 2,09+0,01°
Glicin 2,96+0,01° 2,89+0,04° 3,0040,02°
Alanin 3,27+0,10°% 3,09+0,03 3,18+0,00°
Cistein 0,99+0,02° 0,92+0,08" 0,88+0,02°
Valin 3,46+0,01° 3,38+0,00° 3,35+0,00°
Metionin 1,21+0,00° 1,27+0,10° 1,14+0,02°
Izoleucin 3,9440,01° 3,954+0,09° 3,7240,04
Leucin 4,86+0,01% 4,91+0,09° 4,61+0,02°
Tirozin 2,94+0,00° 3,35+0,04° 3,28+0,05°
Fenilalanin 3,78+0,13% 4,03+0,07° 4,09+0,17%
Histidin 2,30+0,00° 2,47+0,02° 2,2440,00°
Triptofan 0,87+0,01° 0,77+0,00° 0,88+0,00°
Lizin 4,83+0,01° 4,68+0,06 4,21+0,04°
Arginin 7,32+40,01° 7,58+0,12° 6,70£0,02°
Ukupan sadrzZaj 70,12+0,12% 70,15+0,24* 67,98+0,10°

Razlicita slova predstavljaju statisticki znacajne razlike odredene prema Tukey-ovom testu na nivou p < 0,05

Zbirna vrednost sadrzaja aminokiselina koje sadrze sumpor (metionin i cistein) pokazala se
kao vrlo niska u svim dobijenim izolatima (~2 g/100 g), §to je u skladu sa postoje¢im saznanjima.
Poznato je, naime, da su ove aminokiseline limitiraju¢e aminokiseline u proteinu leblebije (Singh et
al., 1988). U niskim koncentracijama bile su prisutne takode i aminokiseline triptofan, histidin 1
prolin. Dobijeni rezultati aminokiselinskog sastava alkalnog proteinskog izolata su u saglasnosti sa
prethodno objavljenim istrazivanjima za proteinske izolate dobijene jednakim postupkom (Paredez-
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Lopez et al., 1991; Sanchez-Vioque et al., 1999). Enzimski tretman doveo je do veoma znacajnog
(»<0,01) povecanja sadrzaja tirozina i smanjenja sadrzaja glutaminske kiseline i valina u enzimski
ekstrahovanim proteinskim izolatima u odnosu na alkalni izolat. Na osnovu razlika u
aminokiselinskom sastavu moze se zakljuciti da su postojale razlike u proteinskom sastavu dobijenih
izolata, na koje je i ukazala FTIR analiza.

4.1.6. SDS poliakrilamidna gel elektroforeza proteinskih izolata leblebije

Izolati iz alkalne, kao i iz enzimima potpomognutih alkalnih ekstrakcija podvrgnuti su
elektroforezi sa ciljem uvida u njihov proteinski profil. Dobijeni elektroforetogram prikazan je na
slici 9 a molekulske mase date su uporedo sa stazom M u kojoj su razdvojeni standardi proteina.
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Slika 9. Proteinski profili standarda (staza M), ALK-izolata (staza 1), (X+C)-izolata (staza 2) 1 ARA-
izolata (staza 3) leblebije dobijeni SDS-poliakrilamidnom gel elektroforezom; u staze sa proteinskim
izolatima uneto je po 20 pg proteina

Sa dobijenog elektroforetograma moze se zakljuciti da su izolati pokazali slican
elektroforetski profil, sa izuzecima u nekim proteinskim trakama. U sva tri proteinska izolata
najizrazenije proteinske trake bile su one na ~22 kDa i ~32 — 35 kDa, koje se mogu pripisati a- 1 -
podjedinicama globulina tipa legumina, kao dominantne proteinske frakcije proteina leblebije (Singh
and Jambunathan, 1982). U poredenju sa izolatom iz alkalne ekstrakcije ¢ije su proteinske trake bile
u rasponu od ~10 kDa do ~100 kDa, molekulske mase proteinskih traka u izolatima iz enzimima
potpomognutih ekstrakcija kretale su se u opsegu od ~15 kDa do ~70 kDa. Odsustvo proteinskih
traka na ~10 kDa i ~100 kDa u uzorcima ekstrahovanim uz pomo¢ enzima moze biti posledica
njihovog manjeg udela u ovim izolatima (s obzirom na granicu detekcije primenjene procedure
bojenja 1 Cinjenicu da je uneta jednaka masa svih proteinskih izolata). Proteinska traka na
elektroforetogramu na ~10 kDa se moze pripisati 10 kDa podjedinici 2S albumina (Chang, 2006), a
ona na ~100 kDa lipoksigenazi ¢ija je molekulska masa 96 — 97 kDa (Sanz et al., 1992).
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Sa druge strane, u izolatima dobijenim nakon ekstrakcija potpomognutim enzimima,
proteinska traka na ~55 kDa bila je izrazenija u poredenju sa izolatom iz alkalne ekstrakcije; ova
traka se moze pripisati jednoj od podjedinica glutelina, ¢ija je molekulska masa 55 kDa (Chang,
2006). Njeno izrazenije prisustvo se moze objasniti poboljSanim oslobadanjem glutelinske frakcije iz
kotiledona i omotaca semena leblebije omoguéenim primenom enzima. Naime, glutelin ¢ini 18,1%
proteina celog semena leblebije i dominantna je proteinska frakcija u omotacu semena (33,2%), dok
u kotiledonima i embrionu priblizno 20% proteina pripada glutelinu (Singh and Jambunathan, 1982).
Na osnovu dobijenih rezultata moze se zakluciti da je hidroliza strukturnih polisaharida u semenu
leblebije pomocu kombinacije celulaza i1 ksilanaze, kao i1 individualnom arabinofuranozidazom,
pored ostalih, doprinela i povecanom prisustvu glutelinske frakcije u dobijenim proteinskim
izolatima.

4.1.7. Funkcionalne osobine proteinskih izolata leblebije

Funkcionalna svojstva proteina predstavljaju izuzetno vaznu osobinu koja u najve¢oj meri
odreduju njihovo ponasanje i ulogu u prehrambenim sistemima. Funkcionalna svojstva tri
pripremljena proteinska izolata odredena su u cilju sagledavanja moguceg uticaja enzimskih
pretretmana, §to bi moglo da bude znacajno za njihovu upotrebu u prehrambenom matriksu.

4.1.7.1. Rastvorljivost

Visoka rastvorljivost proteina olakSava njihovu inkorporaciju u prehrambene sisteme i
omogucava visoku funkcionalnost u primenama gde su potrebni procesi geliranja, emulgovanja i
penjenja. Dobijeni rezultati pokazali su znaajnu razliku u rastvorljivosti proteinskih izolata sa
zakljuckom da je veca rastvorljivost bila svojstvo izolata pripremljenih iz alkalnih ekstrakcija kojima
je prethodio enzimski tretman (slika 10a).

Uoceno je da (X+C)-izolat posedovao najvecu rastvorljivost od 93%, dok je ARA- i1 ALK-
izolate karakterisala slabija rastvorljivost od 86% 1 83%, redom. Primena individualne
arabinofuranozidaze, 1 kombinacije celulaza i ksilanaze u tretmanima koje su prethodili alkalnoj
ekstrakciji povecala je rastvorljivost proteinskih izolata za 5%, odnosno za 14%, redom, u poredenju
sa izolatom iz alkalne ekstrakcije. Treba napomenuti da je rastvorljivost alkalnog izolata bila veca
nego Sto je objavljeno za proteinski izolat leblebije, pripremljen uz pomo¢ alkalne ekstrakicije 1
izolektri€ne precipitacije, pri jednakim uslovima u pogledu pH 1 koncentracije proteina (Boye et al.,
2010b).

Poznato je da na rastvorljivost proteina najviSe uticu aminokiselinski sastav, svojstva
povrsine molekula proteina koja zavise od sadrzaja polarnih i1 nepolarnih grupa, kao 1 sama
konformacija proteinskog molekula (Zayas, 1997). Povecana rastvorljivost proteinskih izolata iz
enzimima potpomognutih ekstrakcija moze biti posledica razlika u sastavu proteinskih izolata,
odnosno razlika u udelima ekstrahovanih proteinskih frakcija, kao rezultat enzimskog pretretmana
leblebije.

Ovakva zapaZanja o razli¢itom sastavu proteinskih izolata u pogledu sadrzaja proteinskih
frakcija u dobroj su saglasnosti sa dobijenim rezultatima elektroforeze (slika 9). Poznato je, takode,
da se frakcije albumina, globulina i glutelina leblebije razlikuju prvenstveno po aminokiselinskom
sastavu ali 1 po sadrZaju hidrofobnih i hidrofilnih grupa (Singh and Jambunathan, 1982). Relativno
ve€i sadrzaj hidrofobnih aminokiselina (alanin, valin, glicin, prolin, leucin, izoleucin, metionin,
fenilalanin 1 triptofan) u alkalnom izolatu (tabela 8) i njegova povecana povrSinska hidrofobnost
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(slika 10a) u odnosu na izolate iz enzimima potpomognutih ekstrakcija su mogli ometati interakciju
sa molekulima vode, pa samim tim i rezultirati nizom rastvorljivos¢u ovog proteinskog izolata. I
obrnuto, niza izmerena hidrofobnost kod enzimski pretretiranih izolata u poredenju sa alkalnim (slika
10a) je mogla da bude uzrok njihove vece rastvorljivosti.
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Slika 10. Rastvorljivost, povrSinska hidrofobnost i sadrzaji ukupnih i reaktivnih sulthidrilnih grupa
kod ALK-, ARA- 1 (X+C)-izolata leblebije; razlicita slova predstavljaju statisticki znacajne razlike
odredene prema Tukey-ovom testu na nivou p < 0,05

Analiza ukupnih SH grupa je pokazala da je najveéi sadrZzaj bio u izolatu iz alkalne
ekstrakcije (slika 10b), Sto je bilo u skladu sa najveéim sadrZajem cisteina u ovom izolatu (tabela 8).
S druge strane, poznato je da je gubitak nativne konformacije proteina povezan sa povecanjem
izlozenosti SH grupa na povrsini molekula, odnosno s pove¢anjem sadrZaja reaktivnih sulfihidrilnih
grupa (Zhang et al., 2017). S tim u vezi a na osnovu rezulata (slika 10b) se moZe konstatovati da je
odnos izmedu sadrZaja reaktivnih i ukupnih sulfihidrilnih grupa kod svih izolata bio gotovo identi¢an
(oko 75%). Ovo je predstavljalo posredan pokazatelj da se stepen eventualne denaturacije proteina
medu izolatima nije razlikovao, §to se moZe objasniti jednakim uslovima kojima su protein bili
izloZzeni tokom alkalne ekstrakcije 1 alkalne faze ekstrakcije u enzimski potpomognutom protokolu.
Prema tome, razlika u rastvorljivosti izmedu ALK-izolata, s jedne, i ARA-izolata 1 (X+C)-izolata, s
druge strane, se ne moze pripisati razlikama u stepenu denaturacije, ve¢, prvenstveno razlikama u
sastavu izolata, odnosno u sadrzaju hidrofobnih aminokiselina ¢ije su bocne grupe tokom
denaturacije postale izlozenije, Sto je dovelo do razlika u povrSinskoj hidrofobnosti i, sledstveno,
rasvorljivosti.

Sli¢ni efekti enzimskog tretmana dobijeni su za proteinske izolate soje — prema rezultatima
(Perovic et al., 2020), ekstrakcija potpomognuta koktelom celulaza, ksilanaze i pektinaza veoma
znacajno je povecala rastvorljivost izolata (80%) u poredenju sa onim iz alkalne ekstrakcije (73%).
Treba takode istaci da je rastvorljivost proteina leblebije bila superiornija u poredenju sa rezultatima
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dobijenim za proteine soje, Sto bi moglo biti od interesa jer je soja glavni konkurent leblebiji sa
aspekta sirovine za dobijanje proteinskih izolata (Boye et al., 2010b).

4.1.7.2. Kapaciteti zadrzavanja vode i ulja

Kapaciteti zadrzavanja vode (WHC) povezan je sa sposobnoS¢u proteina da zadrzava vodu
(vezana voda, hidrodinamicka voda, kapilarna voda i fizicki zarobljena voda), i u najvecoj meri je
odreden karakteristikama samog molekula proteina, ali i faktorima koji poti¢u od medijuma u kom se
protein nalazi (Moure et al., 2006). Poznato je da na kapacitet zadrzavanja vode najviSe utice
koncentracija proteina, pH vrednost medijuma, jonska jaina, prisustvo drugih komponenata, kao $to
su hidrofilni polisaharidi, lipidi i soli, ali i temperatura i uslovi skladiStenja (Zayas, 1997). Rezultati
ispitivanja ove funkcionalne osobine pripremljenih proteinskih izolata su pokazali da je kapacitet
zadrZavanja vode onih iz enzimima potpomognutih alkalnih ekstrakcija bio zna¢ajno ve¢i od WHC
izolata iz alkalne ekstrakcije (slika 11).
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Slika 11. Kapaciteti zadrZzavanja vode (WHC) 1 ulja (OHC) proteinskih izolata iz alkalne 1 enzimima
potpomognutih alkalnih ekstrakcija leblebije; razlicita slova predstavljaju statisticki znacajne razlike
odredene prema Tukey-ovom testu na nivou p < 0,05.

Razlike u kapacitetu zadrzavanja vode mogu proisticati iz razlika u sastavu proteinskih
izolata, odnosno iz odnosa izmedu proteinskih frakcija u njima, koje ispoljavaju razliite
funkcionalne osobine. Na primer, ranije je pokazano da glutelinska frakcija indijskog oraha ima
superiorniji. WHC u poredenju sa drugim proteinskim frakcijama iz ove sirovine, zbog svoje
fleksibilne mikrostrukture koja poboljSava interakciju sa vodom (Liu et al., 2018). Dakle, vece
vrednosti WHC za ARA- 1 (X+C)-izolat mogu biti povezane sa povecanim prisustvom glutelinske
frakcije u njima, koja je efikasnije ekstrahovana nakon tretmana enzimima. Pored toga, rezultati
veceg WHC proteinskih izolata iz ekstrakcija potpomognutim enzimima u poredenju sa rezultatima
samo alkalne ekstrakcije su u skladu sa rezultatima njihove poboljSane rastvorljivosti.
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Kapacitet zadrzavanja ulja (OHC) je jos jedno funkcionalno svojstvo proteina od sustinskog
znacaja za kvalitet prehrambenih proizvoda, njihov rok trajanja i prihvatljivost od strane potrosaca.
Sva tri proteinska izolata pokazala su dobru sposobnost zadrzavanja ulja (slika 11), a rezultat
kapaciteta zadrzavanja alkalnog izolata je bio uporediv sa onima koji su ranije prijavljeni u literaturi,
bez obzira da li je polazna sirovina leblebija (Paredez-Lopez et al., 1991) ili druge mahunarke (Boye
et al., 2010b). Enzimski tretmani arabinofuranozidazom i kombinacijom celulaze i ksilanaze, koji su
prethodili alkalnoj ekstrakciji, veoma znacajno (»p<0,01) su povecali sposobnost proteinskih izolata
da zadrze ulje. Ovakav rezultat moze biti objasnjen zaklju¢cima ranijih istrazivanja koja su pokazala
da razlike u kapacitetu zadrzavanja ulja mogu biti posledica razlika u sastavu proteinskih izolata i
samih uslova ekstrakcionog procesa (Boye et al., 2010b; Paredez-Lopez et al., 1991), ali takode 1
razlika u strukturnim karakteristikama proteinskih frakcija (Liu et al., 2018). Stoga se moze zakljuciti
da su enzimima potpomognute ekstrakcije proteina iz leblebije omogucile dobijanje izolata koji su se
razlikovali u sadrzaju proteinskih frakcija, Sto se, opet, odrazilo na razlike u kapacitetu zadrzavanja
ulja.

4.1.7.3. Emulgujuca svojstva i penjenje

Svojstva emulgovanja i penjenja kod proteina odnose se na njihovu sposobnost da smanje
povrsinski napon izmedu dve faze i na taj nacin olaksaju formiranje stabilnog medupovrsinskog sloja
na granici faza ulje/voda, odnosno vazduh/voda. Rezultati emulgujucih karakteristika (indeksa
emulgujuce aktivnosti i stabilnosti) proteinskih izolata dobijenih alkalnom ekstrakcijom sa ili bez
upotrebe enzima prikazani su na slici 12.
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Slika 12. Indeks emulgujuce aktivnosti (EAI) i stabilnosti (ESI) ALK-, ARA- i (X+C)-proteinskih
izolata leblebije; razlicita slova predstavljaju statisti¢ki znacajne razlike odredene prema Tukey-ovom
testu na nivou p < 0,05.

Enzimski pretretmani individualnom arabinofuranozidazom i kombinacijom celulaza i
ksilanaze, koji su prethodili alkalnoj ekstrakciji, proizveli su proteinske izolate sa veoma znacajno
(»<0,01) povecanom emulguju¢om aktivnos¢éu u poredenju sa onim dobijenim alkalnom
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ekstrakcijom. Najveéu emulgujuéu aktivnost pokazao je (X+C)-izolat (33 m?/g) a zatim su ga sledili
ARA- i ALK-izolat (31 i 27 m*/g, redom). Poznato je da je povriinska aktivnost proteina sloZena
funkcija njihove konformacije, sposobnosti da se odvijaju na medufaznoj granici i odredenih faktora
kao Sto su fleksibilnost, prisustvo hidrofilnih i hidrofobnih ostataka u primarnoj strukturi, kao 1
faktora medijuma (Moure et al., 2006). Pored toga, rastvorljivost proteina u vodenoj sredini je blisko
povezana sa njegovom povrSinskom aktivno$éu (Kinsella, 1979). Superiornije emulgujuce
karakteristike proteinskih isolata iz enzimski potpomognutih alkalnih ekstrakcija su u dobroj
saglasnosti sa rezultatima njihove vece rastvorljivosti u poredenju sa ALK-izolatom (slika 10a).
Kada je reC o stabilnosti pripremljenih emulzija, najstabilnija je bila ona pripremljena sa (X+C)-
izolatom. Pored toga, rezultati indeksa emulgujuce aktivnosti i indeksa stabilnosti kod svih dobijenih
proteinskih izolata bili su ve¢i ili jednaki u poredenju sa onim iz leblebije 1 drugih mahunarki koje su
objavili Boye et al. (2010).

Sliéno kao kod emulgujuéih svojstava, svojstva penjenja proteinskih izolata iz alkalnih
ekstrakcija potpomognutih enzima su bila zna¢ajno poboljSana u poredenju sa onim alkalnog izolata
(slika 13). Proteini ekstrahovani nakon pretretmana arabinofuranozidazom, kao i kombinacijom
ksilanaze 1 celulaza pokazali su povecan kapacitet pene za 13% 1 24%, redom, u odnosu na alkalni
izolat. Stabilnost pene proteinskih izolata dobijenih iz obe enzimima potpomognute ekstrakcije bila
je povecana za priblizno 150% u odnosu na onu dobijenu sa alkalnim izolatom.

|:| Kapacitet pene

a
-Siabilnost ene T

= 250 — P a I

S~

o b -

c

[} T

Q. 200 T

@

o

=

o)

& 150 +

w

~

o

c

g

+ 100+

i)

g ; :

5]

v 50 b

[, . |
ALK-izolat ARA-izolat (X+C)-izolat

Slika 13. Kapacitet pene 1 stabilnost pene proteinskih izolata iz alkalne 1 enzimima potpomognutih
alkalnih ekstrakcije leblebije; razliCita slova predstavljaju statisticki znacajne razlike odredene prema
Tukey-ovom testu na nivou p < 0,05.

Dobijeni rezultati se mogu objasniti Cinjenicom da se proteinske frakcije, prisutne u
proteinskim izolatima u razli¢itim odnosima, razlikuju po sposobnosti formiranja emulzija 1 stvaranja
pene. Tako je npr. dokazano da su svojstva emulgovanja albumina i svojstva penjenja glutelina
superiornija u odnosu na ove osobine ostalih proteinskih frakcija indijskog oraha (Liu et al., 2018).
Takode treba imati u vidu da povrSinska aktivnost proteinskih izolata predstavlja sloZzenu a ne
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jednostavnu zbirnu funkciju pojedinacnih svojstava proteinskih frakcija jer je pokazano da
funkcionalna svojstva proteinskih izolata mogu biti bolja od zbirnih svojstava pojedinacnih frakcija
(Liu et al., 2018).

4.1.8. In vitro antioksidativna aktivnost proteinskih izolata leblebije

Osim osobine da poboljsaju funkcionalna svojstva prehrambenih proizvoda, proteini takode
imaju veliki potencijal kao antioksidanti jer poseduju sposobnost da uklone slobodne radikale
razli¢itim mehanizmima (Elias et al., 2008). Proteinski izolati dobijeni nakon alkalne ekstrakcije sa i
bez enzimskog pretretmana su analizirani ABTS metodom u cilju odredivanja njihove in vitro
antioksidativne aktivnosti, i rezultati su prikazani na slici 14.

70 c

60

50

40

th

30 4

Antioksidativna aktivnost (%)

20

10

ALK-izolat ARA-izolat (X+C)-izolat

Slika 14. In vitro antioksidativna aktivnost ALK-, ARA- i (X+C)-proteinskog izolata odredena
ABTS metodom; razli¢ita slova predstavljaju statisticki znacajne razlike odredene prema 7Tukey-
ovom testu na nivou p < 0,05.

Rezultati su pokazali da je enzimski pretretman veoma znafajno povecao antioksidativni
potencijal alkalnog proteinskog izolata tj. njegovu sposobnost da ukloni ABTS radikale. Pretretman
arabinofuranozidazom 1 onaj kombinacijom celulaza i ksilanaze poboljSao je antioksidativnu
aktivnost alkalnog izolata za 70%, odnosno za viSe od 100%, redom. Dobijeni rezultati se mogu
pripisati poboljSanoj ekstrakciji proteina ne samo iz kotiledona, ve¢ 1 iz omotac¢a semena leblebije,
Sto je kao posledicu imalo razliku u odnosima proteinskih frakcija u dobijenim izolatima koja bi
mogla biti uzrok njihove razli¢ite antioksidativne aktivnosti. Naime, pokazano je da su proteinske
frakcije albumina, globulina 1 glutelina, ekstrahovane iz kokosa imale razli¢ite antioksidativne
aktivnosti, koje su proistekle iz njihovog razli¢itog aminokiselinskog sastava, pri ¢emu je frakcija
glutelina pokazala superiorniju sposobnost uklanjanja ABTS radikala u odnosu na druge dve (Li et
al., 2018). Ovi zaklju€ci su u saglasnosti sa rezultatima dobijenim za antioksidativne aktivnosti
proteinskih izolata iz alkalnih ekstrakcija leblebije potpomognutim enzimima. PoboljSana
antioksidativna aktivnost ovih proteinskih izolata, dakle, moze se pripisati pove¢anom sadrzaju
glutelinske frakcije u njima, u odnosu na ALK-izolat.
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4.2. Nanocestice pripremljene iz proteinskih izolata leblebije

Za pripremu proteinskih nanocestica kori$éeni su izolati dobijeni iz alkalne i enzimima-
potpomognutih alkalnih ekstrakcija. Ispitivan je uticaj varijabli - vremena zagrevanja (10 i 20 min),
pH (7 1 9,3), temperature (65 1 90 °C), koncentracije proteina ( 0,1 i 0,4 %) 1 tretmana (termicki 1
ultrazvuéni) na najvaznije karakteristike i svojstva proteinskih nanocestica — njihovu veliCinu,
stabilnost tokom skladiStenja i1 hidrofobnost, kao i mutnocu nastalih disperzija. Pored toga,
analizirani su kapaciteti vezivanja hidrofilnih supstanci, na primeru askorbinske kiseline, i
hidrofobnih supstanci, na primeru linolne kiseline. Odredena je i in vitro antioksidativna aktivnost
pripremljenih nanocestica. Sve analizirane osobine sagledane su sa aspekta razlika u svojstvima
proteinskih izolata iz primenjenih ekstrakcionih protokola.

Dobijeni rezultati su pokazali da nije bilo znacajnih promena u mutno¢i i veli¢ini Cestica
tretiranih proteinskih rastvora u odnosu na nativne kada su primenjeni termicki tretman na 65 °C i
ultrazvucni tretman, kao i kada je koriS¢ena niZza koncentracija proteina od 0,1% (rezultati nisu
prikazani). Shodno tome, dalje analize su izvodene pripremanjem proteinskih nanocestica termickim
tretmanom rastvora proteinskih izolata koncentracije 0,4% na 90 °C u trajanju od 10 i 20 min, na
razli¢itim pH (7 1 9,3).

4.2.1. Mutno¢a disperzije proteinskih nanocestica

S obzirom da pH igra klju¢nu ulogu u procesu stvaranja proteinskih nanocestica (Wang et al.,
2010a), mutno¢a proteinskih disperzija je merena nakon termiCke obrade na dve razli¢ite pH
vrednosti - 7 1 9,3. Ove dve vrednosti pH izabrane su kao jedna relativno bliska, a druga udaljenija
od izoelektricne tacke (pl 4,5) proteina leblebije (Chang et al., 2012). Nakon preliminarnih
ispitivanja, termicki tretman je raden na 90 °C Sto, prema literaturnim podacima predstavlja
temperaturu denaturacije proteina leblebije (Withana-Gamage et al., 2011). Vizuelni prikaz 1
vrednosti mutnoce proteinskih disperzija zagrevanih na 90 °C tokom 10 i 20 min, na pH 7 1 9,3
prikazani su na slici 15 1 u tabeli 9. Rezultati su pokazali da je, kada su rastvori proteina podvrgnuti
termickom tretmanu, pH vrednost uticala na promene u mutno¢i proteinskih disperzija. Nativni
proteinski rastvori koji nisu bili izloZeni zagrevanju su bili blago zamuceni pri pH 7 1 bistri na pH
9,3.

Tabela 9. Mutnoca disperzija ALK-, ARA- i (X+C)-izolata leblebije u vodi

Mutnoca (A400)

ALK-izolat ARA-izolat (X+C)-izolat
pH 7 0,35+0,05" 0,49+0,00° 0,25+0,01°
pH 7, 10 min, 90 °C 0,80+0,01° 0,93+0,01° 0,39+0,00*
pH 7, 20 min, 90 °C 0,86+0,00" 0,92+0,01° 0,39+0,00*
pH 9,3 0,19+0,01° 0,16+0,01° 0,21+0,00°
pH 9,3, 10 min, 90 °C 0,25+0,00" 0,29+0,00* 0,23+0,01*
pH 9,3, 20 min, 90 °C 0,24+0,01° 0,24+0,00 0,24+0,00°

Uslovi termickog tretmana: 90 °C tokom 10 i 20 min na pH 7 i 9,3. Rezultati su prikazani kao aritmetic¢ka sredina +

standardna devijacija (n = 3). RazliCita slova predstavljaju statisticki znacajne razlike odredene prema Tukey-ovom testu
na nivou p < 0,05.
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Slika 15. Vizuelni prikaz disperzija ALK-, ARA- i (X+C)-izolata leblebije; termicki tretman: 90 °C,
10120 min, pH 719,3

Povecanje zamucenja proteinskih disperzija na obe pH nakon zagrevanja objasnjava se
formiranjem proteinskih agregata izazvanih toplotnim tretmanom, kao S§to je ranije opisano
(Bengoechea et al., 2011). Drugim re¢ima, kada se rastvori proteina zagrevaju, dolazi do
denaturacije 1 odvijanja proteinskog molekula, Sto je Cesto praceno neposrednom agregacijom usled
izlaganja hidrofobnih bo¢nih grupa aminokiselina 1 njthovog u¢es¢a u intermolekulskim hidrofobnim
interakcijama (Wang et al., 2010a). Najveéa mutnoca zabelezena je u disperziji nanocestica
dobijenih iz ARA-izolata, zatim ALK- i (X+C)-izolata pri pH 7, a isti trend mutnoce disperzije je
uocen nakon termickog tretmana na pH 9,3. Kao §to se moze videti sa slike 15, povecanje mutnoce
disperzija je bilo izraZenije pri niZoj ispitivanoj pH vrednosti, §to je verovatno bilo posledica
intenzivnije agregacije proteina na pH blizoj izoelektri¢noj tacki.
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Dobro je poznato da zagrevanje proteina dovodi do promene strukture ovih molekula.
Medutim, termicki tretman razli¢ito uti¢e na razliCite tipove sekundarnih struktura, npr. B-ravni su
sklonije termickoj denaturaciji u odnosu na a-helikse (Wang et al., 2014). Upravo u ovome moze
lezati razlog zasto su ispitivani izolati proteina razli¢ito reagovali na toplotni tretman. Naime, razlika
u mutno¢i disperzija nakon termickog tretmana proteinskih izolata iz alkalnih i1 enzimski-
potpomognutih alkalnih ekstrakcija moze biti posledica razlika u odnosima proteinskih frakcija u
njima, tj. razli¢itim procentima a-heliksa i B-ravni/B-zavoja u njihovim sekundarnim strukturama,
kao $to je prethodno i1 utvrdeno (tabela 7).

Svi izolati su pokazali veoma znacajno povecanje mutnoce na obe vrednosti pH, uz zapazanje
da je porast zamucenja bio manji pri viSoj vrednosti pH. S tim u vezi, nize vrednosti mutnoce
proteinskih disperzija pri visim vrednostima pH mogu biti povezane sa veéim elektrostatiCkim
odbijanjem izmedu proteinskih molekula (pH>>pl) i, povezano sa tim, manjom agregacijom
proteinskih molekula. S druge strane, iz prikazanih rezultata se moze videti da produZenje vremena
zagrevanja nije pokazalo dalje povecanje zamucenja kod svih izolata na obe ispitivane pH vrednosti.
Treba, takode, primetiti i da su dobijeni rezultati za veéu mutnocu proteinskih disperzija bili
usaglaSeni sa rezultatima za veli¢inu proteinskih nanocestica (ve¢e nanocestice su dobijene na nizem
pH) koji ¢e biti prikazani u narednom potpoglavlju (4.2.2).

4.2.2. Raspodela veli¢ina proteinskih nanocestica

Dobro je poznato da su veli¢ina 1 indeks polidisperznosti (Pdl) medu najvaznijim
karakteristikama pripremljenih nanocestica (Soleimanifar et al., 2020). Raspodela veli¢ina molekula
proteina u netretiranim rastvorima, kao i raspodela veli¢ina cestica (PSD) u disperzijama nakon
termickog tretmana rastvora ALK-, ARA- 1 (X+C)-izolata prikazane su na slici S1. Kada su rastvori
proteina, nakon §to je pH vrednost podeSena na 7 1 9,3, podvrgnuti termi¢kom tretmanu, doslo je do
zamucenja zbog formiranja Cestica, kao posledica intenzivne agregacije proteina. Kao §to je ranije
objasnjeno, tokom procesa zagrevanja neke od vodoni¢nih veza koje stabilizuju sekundarnu strukturu
proteina pocinju da se kidaju, nakon ¢ega dolazi do delimi¢nog ,,odmotavanja*“ molekula proteina,
Sto za posledicu ima izlaganje hidrofobnih boc¢nih grupa aminokiselina, koje favorizuje njihovu
agregaciju (Juarez et al., 2009). Na osnovu dobijenih rezultata moze se pretpostaviti da je ucesce P-
ravni u konformacionim promenama sekundarne strukture igralo vaznu ulogu i to prvenstveno u
formiranju agregata. Kao $to je ve¢ napomenuto, poznato je da su a-heliksi stabilniji od B-ravni
tokom termickog tretmana (Wang et al., 2014). Kako su se proteinski izolati razlikovali po sadrzaju
elemenata sekundarne strukture (a-heliks, B-ravan/B-zavoj), termicki tretman ovih struktura u
izolatima je mogao dovesti do razlika u pripremljenim proteinskim nanocesticama 1 njihovim
veli¢inama.

Rezultati su pokazali da je monomodalni PSD bio prisutan u svim uzorcima (netretirani
rastvori proteinskih izolata i pripremljene nanocestice) na obe vrednosti pH, sa izuzetkom
bimodalnog PSD nakon 10 minuta zagrevanja na pH 7 za ALK- i ARA-izolat (slike Sla i S1b).
Pojava bimodalne raspodele veli¢ine Cestica mogla bi ukazati da proces agregacije u datom vremenu
nije bio potpun (Ferrado et al., 2019).

Kao rezultat razli¢itog vremena trajanja termiCkog tretmana i vrednosti pH na kom su
pripremane, dobijene su nanocestice razli¢itih veli¢ina u rasponu od 28 do 290 nm (tabela 10).
Srednji precnik Cestica i mutnoca (tabela 9) su porasli tokom prvih 10 minuta zagrevanja, Sto ukazuje
da se tokom ovog perioda deSavala intenzivna agregacija proteina. U narednih 10 minuta termi¢kog
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tretmana 1 veliCina Cestica 1 mutnoca su ostali relativno konstantni, Sto sugeriSe da u ovom
vremenskom okviru nije bilo vaznijih promena u karakteristikama nanocestica.

Obicno se raspodela veliCine Cestica analizira zajedno sa indeksom polidisperznosti (PdI).
IzraCunavanje PdI uzima u obzir srednju veli¢inu Cestice, indeks prelamanja rastvaraca, ugao
merenja i varijansu distribucije (Gaumet et al., 2008). Rezultati za vrednosti indeksa polidisperznosti
(PdI) su pokazali smanjenje u poredenju sa rastvorima netretiranih proteina (<0,4) Sto je ukazalo na
umerenu polidisperznost pripremljenih proteinskih nanocestica (Li et al., 2007; Sponton et al., 2017).

Tabela 10. Parametri veli¢ine nanocCestica dobijenih termi¢kim tretmanom*

ALK-, ARA- i (X+C)-izolata leblebije

Pik 1 (nm) Pik 2 (nm) Srednji pre¢nik (nm) PdI

ALK-izolat

pH 7 17+2 - 63+4 0,493+0,015
pH 7, 10 min, 90 °C 292+1 (51%) 110+£5 (49%) 165+8 0,212+0,003
pH 7, 20 min, 90 °C 137£10 - 13740 0,235+0,043
pH 9.3 15+1 - 53+3 0,554+0,007
pH 9.3, 10 min, 90 °C 47+1 - 121+6 0,434+0,007
pH 9.3, 20 min, 90 °C 48+1 - 82+5 0,242+0,035
ARA-izolat

pH 7 2340 - 138+1 0,474+0,057
pH 7, 10 min, 90 °C 251+£8 (70%) 54+0 (30%) 166+5 0,228+0,025
pH 7, 20 min, 90 °C 17142 - 149+1 0,226+0,033
pH 9.3 18+0 - 72+4 0,479+0,022
pH 9.3, 10 min, 90 °C 38+5 - 73+4 0,366+0,017
pH 9.3, 20 min, 90 °C 47+4 - 88+2 0,388+0,000
(X+C)-izolat

pH 7 13£2 - 117+6 0,490+0,006
pH 7, 10 min, 90 °C 34+2 - 81+8 0,367+0,068
pH 7, 20 min, 90 °C 46+3 - 83+10 0,358+0,014
pH 9.3 14+0 - 59+2 0,537+0,012
pH 9.3, 10 min, 90 °C 28+1 - 65+1 0,471+0,002
pH 9.3, 20 min, 90 °C 3243 - 65+1 0,408+0,025

* termicki tretman: 90 °C, 10 1 20 min, pH 71 9,3

Ispitivanja efekata termickih tretmana na strukturu proteina soje su pokazala znacajno
smanjenje udela B-ravni, odnosno povecanje udela a-heliksa (Wang et al., 2014). Takode, rezultati
objavljeni u radu Long et al. (2015) su ukazali da zagrevanje proteina soje u trajanju od 20 minuta na
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120 °C izaziva zna¢ajno smanjenje udela B-ravni i poveéanje udela o-heliksa. Stavise, promene u
sadrzaju elemenata sekundarne strukture proteina (smanjenje udela B-ravni) su bile prisutne 1 u
proteinima iz drugih izvora nakon primene termickog tretmana (Choi and Ma, 2007; Mills et al.,
2001; Wang et al., 2014; Ye et al., 2017).

Rezultati dobijeni analizom udela sekundarnih struktura u nanocesticama pripremljenim od
proteinskih izolata leblebije su pokazali da je termicki tretman izazvao povecanje udela struktura a-
heliksa i smanjenje udela B-ravni u poredenju sa netretiranim proteinskim izolatima. Pokazano je da
je tokom termickog tretmana doSlo do smanjenja sadrzaja B-ravni za 13% 1 18% u alkalno
ekstrahovanom proteinskom izolatu, za 6 1 13% u izolatu proteina dobijenom uz pomoc
arabinofuranozidaze, i za 6 1 10% u izolatu dobijenom uz pomoc¢ celulaza i ksilanaze, pri pH 7 i pH
9,3, redom, u odnosu na odgovarajuce izolate bez tretmana (tabela 11).

Tabela 11. Udeo komponenata sekundarne strukture u proteinskim nanocesticama pripremljenim
termickim tretmanom izolata leblebije na osnovu FTIR analize

Bez tretmana pH 7, 10 min, 90 °C pH 9,3, 20 min, 90 °C
a-helix B-ravan a-helix B-ravan a-helix B-ravni
ALK-izolat 17 59 18 48 20 52
ARA-izolat 26 41 37 36 34 38
(X+C)-izolat 29 40 31 36 35 37

Promena udela B-ravni nakon termickog tretmana moze se povezati sa ulogom ovih
sekundarnih struktura u formiranju agregata i to preko intermolekulskih interakcija polipeptidnih
lanaca. Kako se P-ravni uvek nalaze u unutraSnjosti proteinskog molekula, delimi¢ni gubitak
strukture B-ravni ukazuje na odvijanje strukture proteina i izlaganje hidrofobnih mesta koja mogu da
interaguju jedno sa drugim i izazovu agregaciju. Moze se uociti povezanost izmedu smanjenja udela
B-ravni 1 veli€ine pripremljenih nanocestica. Nanocestice najvece veli€ine pripremljene su iz ALK-
izolata a upravo je ovaj izolat imao najveci udeo B-ravni u svojoj sekundarnoj strukturi pre tretmana,
kao 1 njegovo najintenzivnije smanjenje nakon tretmana. Upravo zbog toga veci precnici
pripremljenih nanoCestica kod ALK-izolata su bile posledica veceg gubitka p-ravni, §to je,
posledicno, moglo imati uticaj na intenzitet agregacije, odnosno veli¢inu proteinskih Cestica.
Proteinske nanocestice najmanjih prec¢nika su pripremljene od (X+C)-izolata, verovatno zbog
relativno veceg udela stabilnijih a-heliksa prisutnih u njegovoj strukturi i stoga manjeg sadrzaja f3-
ravni.

4.2.3. Stabilnost proteinskih nanocestica tokom skladiStenja

Razli¢ita primena proteinskih nanocestica u prehrambenim sistemima u velikoj meri zavisi od
njihove stabilnosti koja se ogleda u smanjenoj ili odsutnoj sedimentaciji ili rastvaranju tokom
vremena. Da bi se ispitala stabilnost nanocestica pripremljenih od proteinskih izolata leblebije,
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mereni su prosecni precnik 1 zeta potencijal u periodu od 7 dana tokom skladiStenja na 4 °C a
dobijeni rezultati su predstavljeni na slici 16.

Pri pH 7, nakon 7 dana skladiStenja na 4 °C, nanocestice pripremljene iz svih ispitivanih
proteinskih izolata su pokazale povecanje srednjeg precnika u poredenju sa nultim danom, §to moze
ukazati na konformacione promene u njihovoj strukturi. Najveée uveéanje srednjeg pre¢nika od 20%
zabeleZeno je kod nanocestica pripremljenih od alkalnog izolata, dok su nanocestice pripremljene od

izolata dobijenih uz pomo¢ enzima pokazale manje uvecanje tokom ispitivanog vremena
skladiStenja.

_m— ALK-izolat pH 7, 10 min, 90 °C

a) —&— ALK-izolat pH 7, 20 min, 90 °C
—&— ALK-izolat pH 9,3, 10 min, 90 °C
¥ AlLK-izolat pH 9,3, 20 min, 90 °C

—m— ARA-izolat pH 7, 10 min, 80 °C
b) —e— ARA-izolat pH 7, 20 min, 90 °C

—&— ARA-izolat pH 9,3, 10 min, 90 °C

—¥— ARA-izolat pH 9.3, 20 min, 90°C

°)

—m— (X+C)-izolat pH 7, 10 min, 90 °C
—e— (X+C)-izolat pH 7, 20 min, 90 °C
—A— (X+C)-izolat pH 9,3, 10 min, 90 °C
—¥— (X+C)-izolal pH 9.3, 20 min, 90 °C
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Slika 16. Srednji pre¢nik i zeta potencijal proteinskih nanocestica pripremljenih termickim
tretmanom a) AKL-izolata, b) ARA-izolata i ¢) (X+C)-izolata leblebije, mereni u periodu od 7 dana
tokom skladistenja na 4 °C

Nanocestice pripremljene od (X+C)-izolata pokazale su povecanje srednjeg precnika od 17%,
dok su nanocestice od ARA-izolata imale najmanji porast ove veli¢ine od 7%. Dobijeni rezultati su
bili u saglasnosti sa promenama u zeta potencijalu; veoma znacajno (p < 0,01) povecanje negativnog
povrsSinskog naelektrisanja je izmereno kod nanocestica iz ALK-izolata (dobijenim nakon 20 minuta
tretmana na pH 7), ARA-izolata (nakon 20 min na pH 7) i (X+C)-izolata (nakon 10 min na pH 7)
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posle 7 dana skladiStenja. Ovakva zapazanja mogu se objasniti promenama u strukturi proteinskih
nanocCestica koje su dovele do izlaganja naelektrisanih aminokiselina a s tim i ve¢im vrednostima
zeta potencijala, kao Sto je to prethodno objasnjeno (Fan et al., 2021). Na visoj pH vrednosti, 9,3,
utvrdeno je veoma znacajno smanjenje srednjeg prec¢nika (9 - 16%) za nanocestice pripremljene od
alkalnog izolata (»p < 0,01). Nanocestice dobijene iz proteinskih izolata ekstrahovanih uz pomo¢
arabinofuranozidaze, i kombinacije celulaza i ksilanaze nisu pokazale znacajnu (p > 0,05) promenu u
srednjem pre¢niku, potvrdujuéi da su ove koloidne disperzije ostale relativno stabilne u pogledu
konformacionih promena, agregacije ili rastvaranja Cestica, odnosno da su pokazale vecu stabilnost
tokom skladiStenja. Pored toga, nije bilo znacajne razlike (p > 0,05) u zeta potencijalu kod ovih
nanocestica ni nakon 7 dana skladiStenja (rezultati nisu prikazani).

Na osnovu dobijenih rezultata moze se zakljuciti da su stabilnije nanocestice proizvedene od
proteinskih izolata dobijenih iz alkalnih ekstrakcija potpomognutih enzimima nego od alkalnog
izolata, i to pri viSim pH vrednostima. Ovo se moze dovesti u vezu sa razlikama u proteinskom
sastavu izolata, odnosno udelima elemenata sekundarne strukture, nastalim kao rezultat enzimskog
tretmana pre alkalne ekstrakcije. Pokazano je, takode, da su nanocestice pripremljene od proteinskih
izolata iz enzimima potpomognutih ekstrakcija bile stabilne, Sto predstavlja dobar preduslov za
njihovu dalju upotrebu kao nanonosaca razli¢itih bioloskih jedinjenja.

4.2.4. Povrsinska hidrofobnost proteinskih nanocestica

Poznato je da proteini poseduju Sirok spektar funkcionalnih grupa na svojoj povrsini koje im
omogucavaju interakciju sa nizom razliCitth molekula (Fathi et al., 2018). Takode, prisustvo
hidrofobnih grupa i povecana povrsinska hidrofobnost molekula proteina mogu imati znatan uticaj na
brojne karakteristike ovih molekula na nafin da se prvenstveno smanji njihova rastvorljivost,
ograniCi difuzivnost, olakSaju interakcije protein-protein i podstakne njihova agregacija putem
stvaranja hidrofobnih interakcija. Rezultati povrSinske hidrofobnosti pripremljenih nanocestica
prikazani su na slici 17, uporedo sa rezultatima povrSinske hidrofobnosti rastvora nativnih
proteinskih izolata leblebije na odgovaraju¢im pH vrednostima.

Prikazani rezultati pokazuju da je povrSinska hidrofobnost nanocestica iz sva tri ispitivana
izolata nakon termickog tretmana bila veoma znacajno (p<0,01) povecana u poredenju sa onom
netretiranih proteina. Generalno, termicki tretman je prouzrokovao porast povrSinske hidrofobnosti
Sto se moze objasniti odvijanjem molekula proteina 1 izlaganjem hidrofobnih domena koji se u
nativnom molekulu nalaze u unutraSnjosti (Sponton et al., 2015b). Poznato je da je povrSinska
hidrofobnost povezana sa promenama u elementima sekundarne strukture i to P-ravni nakon
termickog tretmana; delimi¢ni gubitak strukture B-ravni tokom zagrevanja rezultira izlaganjem
hidrofobnih domena, $to moze izazvati povecanje hidrofobnosti kod molekula proteina (Wang et al.,
2014). Najvece vrednosti povrSinske hidrofobnosti za nanocestice pripremljene od alkalnog izolata
na oba ispitivana pH mogu se objasniti najveim sadrZzajem PB-ravni u ovom izolatu. Razlike u
rezultatima povrSinske hidrofobnosti pripremljenih nanocestica mogu se povezati sa razlicitim
udelima elemenata sekundarne strukture (a-heliksa, B-ravni/B-zavoja) u ekstrahovanim proteinskim
izolatima, kao 1 u samim nanocesticama. Dobijeni rezultati za povecanje povrSinske hidrofobnosti
pod uticajem termickog tretmana su u skladu sa literaturnim navodima (Chen et al., 2019; Peng et
al.,2016; Wang et al., 2019, Wang et al., 2014).
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Slika 17. PovrSinska hidrofobnost proteinskih nanocestica pripremljenih iz ALK-, ARA- 1 (X+C)-
1zolata; termicki tretman: 90 °C tokom 10 1 20 min na pH 7 1 9,3. Rezultati su prikazani kao
aritmetiCka sredina + standardna devijacija (n = 3). Razlicita slova predstavljaju statisticki znacajne
razlike odredene prema Tukey-ovom testu na nivou p < 0,05.

4.2.5. In vitro antioksidativna aktivnost proteinskih nanocestica

Kao Sto je ve¢ reCeno, pored primene u raznim prehrambenim proizvodima u cilju
poboljSanja njihovih nutritivnih i funkcionalnih karakteristika, proteini imaju odli¢an potencijal 1 kao
antioksidanti. Zato je bilo interesantno ispitati kakav efekt termiCki tretman ima na ovu vaznu
bioloSku aktivnost. Rezultati antioksidativne aktivnosti pripremljenih nanocestica prikazani su na
slici 18, uporedo sa antioksidativhom aktivno$¢u odgovaraju¢ih proteinskih izolata iz alkalnih
ekstrakcija sa ili bez enzimskog tretmana. Termicki tretman doprineo je povecanju antioksidativnog
potencijala svih pripremljenih nanocestica, odredenog njihovom sposobnos¢u da uklone ABTS
radikale. Nanocestice su pokazale povecanje antioksidativne aktivnosti za 5 - 9% pri pH 7,1 za 11 -
18% pri pH 9,3 u poredenju sa proteinskim izolatima koji nisu bili podvrgnuti termickom tretmanu.
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Najizrazenije povecanje ABTS aktivnosti od 18% izmereno je kod nanocestica dobijenih iz ARA-
izolata nakon termickog tretmana na pH 9,3 u trajanju od 20 min, Sto je predstavljalo visoko
znacajnu (p < 0,001) razliku u poredenju sa odgovaraju¢im nativnim izolatom.
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Slika 18. In vitro antioksidativna aktivnost proteinskih nanocestica pripremljenih iz ALK-, ARA- 1

(X+C)-izolata odredena ABTS testom. Rezultati su prikazani kao aritmeticka sredina + standardna

devijacija (n = 3). Razlidita slova predstavljaju statisticki znacajne razlike odredene prema Tukey-
ovom testu na nivou p < 0,05.

Dobijeni rezultati su u skladu sa rezultatima Zili¢ et al. (2012), koji su pokazali da je termicki
tretman (10 min na 80 °C) proteina kukuruza povecao njegovu antioksidativnu aktivnost za 12% u
poredenju sa proteinom koji nije bio podvrgnut termiCkom tretmanu. Ukupna antioksidativna
aktivnost proteina moze se poboljSati otvaranjem njegove tercijarne strukture kako bi se povecala
dostupnost rastvara¢a bo¢nim grupama aminokiselina koje mogu da uklone slobodne radikale (Elias
et al., 2008), ¢ime se mogu objasniti dobijeni rezultati.

4.2.6. Kapacitet proteinskih nanocestica za vezivanja linolne kiseline

Brojni proteini imaju sposobnost da vezuju razli¢ite hidrofobne/hidrofilne bioaktivne
supstance, bilo specificnim ili nespecifi¢énim interakcijama, ili formirajem kompleksa, $to moze biti
od velikog znacaja za poboljSanje njihovog inkorporiranja u hranu (Wan et al., 2015). Proteinske
nanocestice mogu pruZziti razliite mogucénosti za modifikaciju i vezivanje razli€itih jedinjenja.
Kapacitet nanocestica pripremljenih od ALK-, ARA- i (X+C)-proteinskih izolata da vezu hidrofobne
supstance analizirana je sa linolnom kiselinom (LA) i dobijeni rezultati su prikazani na slici 19,
uporedo s kapacitetom odgovarajucih nativnih izolata.
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Slika 19. Kapacitet proteinskih nanocestica dobijenih termickim tretmanom ALK-, ARA- 1 (X+C)-
izolata za vezivanje LA; termicki tretman: 90 °C tokom 10 1 20 min na pH 7 1 9,3; Rezultati su
prikazani kao aritmeticka sredina + standardna devijacija (n = 3). Razli¢ita slova predstavljaju

statisti¢ki znacajne razlike odredene prema Tukey-ovom testu na nivou p < 0,05.

Nanocestice pripremljene iz sva tri izolata pokazale su veoma znacajno (p < 0,001) povecanje
kapaciteta vezivanja LA u poredenju sa termicki netretiranim proteinima. Najveci kapacitet
vezivanja imale su nanocestice pripremljene od ARA-izolata na obe ispitivane pH vrednosti (58% na
pH 7 1 69% na pH 9,3). Povecani kapacitet vezivanja LA proteinskih nanoc¢estica moZze biti povezan
sa ¢injenicom da tokom termic¢kog tretmana dolazi do izlaganja hidrofobnih aminokiselina i stvaranja
novih mesta za vezivanje hidrofobnih molekula. Parametri veli¢ine Cestica (povrSina, zapremina,
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odnos povrsina/zapremina), kao i odnos povrSinska hidrofobnost/povrsina nanocestica odredivani su
sa ciljem objasnjenja uticaja procesnih uslova na parametre povrSinske hidrofobnosti a samim tim 1
na kapacitet vezivanja LA (tabela 12).

Tabela 12. Parametri veli¢ine nanoestica i odnos povrsinska hidrofobnost/povrsina nanocestica™**
pripremljenih od ALK-, ARA- 1 (X+C)-izolata

A (nm”) V (nm’) A/V(1/nm)  PH/A (ug BPB/nm®)

ALK-izolat

pH 7, 10 min, 90 °C 3,43x10° 23,66x10° 0,14 3,1x107
pH 7, 20 min, 90 °C 2,36x10° 13,47x10° 0,17 5,0x107
pH 9,3, 10 min, 90 °C 1,84x10° 9,30x10° 0,20 6.8x10
pH 9,3, 20 min, 90 °C 8,37x10* 2,85x10° 0,29 1,710
ARA-izolat

pH 7, 10 min, 90 °C 3,48x10° 24,11x10° 0,14 2.4x107
pH 7, 20 min, 90 °C 2,78x10° 17,21x10° 0,16 3.9x107
pH 9,3, 10 min, 90 °C 6,63x10* 2,01x10° 0,33 1,710
pH 9,3, 20 min, 90 °C 9,77x10* 3,59x10° 0,27 1,1x10™
(X+C)-izolat

pH 7, 10 min, 90 °C 8,34x10" 2,83%x10° 0,29 8.8x107
pH 7, 20 min, 90 °C 8,68x10* 3,00x10° 0,29 9.4x107
pH 9,3, 10 min, 90 °C 5,37x10* 1,46x10° 0,37 1,6x10™
pH 9,3 20 min, 90 °C 5,36x10* 1,46x10° 0,37 1,2x10™*

* povrSina — 4; zapremina — V; odnos povrSina/zapremina - A/V;

** odnos povrsinska hidrofobnost/povrSina nanocestica — PH/A.

Generalno, dobijeni rezultati su ukazali da se na viSoj pH vrednosti stvaraju manje
nanocestice (4), za koje je karakteristican ve¢i odnos povrsine 1 zapremine (A4/V). To znaci da je udeo
hidrofobne povrSine u nanocesticama manjih dimenzija ve¢i nego kod nanocestica ve¢ih dimenzija
(PH/A) (Sponton et al., 2017). Shodno tome, kod svih pripremljenih nanocestica uoceno je da se na
vecoj vrednosti pH termickim tretmanom formirale manje nanocestice koje je odlikovala veca
hidrofobnost a samim tim i povecan kapacitet vezivanja linolne kiseline.

Analiza uticaja vremena zagrevanja na kapacitet vezivanja LA pokazala je da je na pH 7
postignut maksimalni kapacitet nakon 10 min zagrevanja kod proteinskih nanocestica iz svih izolata,
jer produzetak termickog tretmana na 20 min nije izazvao bitnije promene. Ipak, pri pH 9,3
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maksimalni kapacitet vezivanja LA je postignut nakon 20 min zagrevanja. Ovaj rezultati moze se
objasniti povecanjem broja mesta vezivanja LA podstaknut konformacionim promenama proteina
tokom zagrevanja na visoj pH vrednosti. Dobijeni rezultati su u saglasnosti sa istrazivanjima koje su
pokazala da proteinske nanocestice dobijene uz pomo¢ termickog tretmana imaju povecan kapacitet
vezivanja linolne kiseline (Fang et al., 2015; Perez et al., 2015; Sponton et al., 2015b).

4.2.7. Kapacitet proteinskih nanocestica za vezivanja askorbinske kiseline

Askorbinska kiselina (vitamin C) predstavlja glavni antioksidant neophodan za razlicite
bioloske funkcije u organizmu jer, izmedu ostalog, deluje i kao primarna odbrana od Stetnog uticaja
slobodnih radikala (Shahraki et al., 2018). Upravo zbog toga je ispitivana mogucnost vezivanja ovog
vitamina za proteinske nanocestice pripremljene od ALK-, ARA- i (X+C)-proteinskih izolata. U
ekperimentima su kori§¢ene nanocestice koje su imale najveée (pH 7, 10 min, 90 °C) i najmanje (pH
9,3 10 min, 90 °C) dimenzije, kao 1 odgovarajuci izolati u nativnom stanju. Rezultati konstanti
vezivanja vitamina C od strane pripremljenih nanocestica prikazani su u tabeli 13, uporedo sa
rezultatima konstanti vezivanja odgovaraju¢ih termicki netretiranih proteinskih izolata.

Iz poredenja konstanti vezivanja askorbinske kiseline od strane proteinskih izolata i
odgovaraju¢ih nanocestica pripremljenih termic¢kim tretmanom, moze se videti da je primenjeni
tretman izazvao smanjenje kapaciteta vezivanja ovog jedinjenja. Ovi rezultati se mogu objasniti
¢injenicom da je termicki tretman proizveo proteinske nanocCestice sa vecom povrSinskom
hidrofobnos¢u i dodatnim hidrofobnim regionima na povrsini molekula. Te konformacione promene
u strukturi proteina mogu da dovedu do smanjenog vezivanja askorbinske kiseline verovatno zbog
njene izraZene hidrofilne prirode. U isto vreme, ovi rezultati su u skladu sa onim dobijenim za
kapacitet vezivanja hidrofilnog molekula linolne kiseline. Iz pregleda dostupne literature moze se
zakljuciti da do sada nisu vrSena ispitivanja vezivanja askorbinske kiseline za proteinske nanocestice
pripremljene upotrebom termickog tretmana. Suprotno naSim rezultatima, Voci et al. (2022) su
pokazali dobro vezivanje askorbinske kiseline za nanocestice pripremljene metodom desolvatacije od
glijadinske frakcije proteina pSenice.

Tabela 13. Konstanta vezivanja askorbinske kiseline od strane proteinskih nanocestica pripremljenih
termickim tretmanom ALK-, ARA- 1 (X+C)-izolata

Konstanta vezivanja (I/mol)

ALK-izolat ARA-izolat (X+C)-izolat
pH7 6,28x10° 2,29x107 6,37x10°
pH 7, 10 min, 90 °C 2,48x10° 2,20x10? 4,00x107
pH 9.3 3,32x10? 8,43x10' 8,25%10°
pH 9,3, 20 min, 90 °C 2.32x107 1,25%10° 1,23x10°

Rezultati su prikazani kao aritmeticka sredina + standardna devijacija (n = 3). Razli¢ita slova
predstavljaju statisticki znacajne razlike odredene prema 7ukey-ovom testu na nivou p < 0,05.
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4.3. Razdvajanje proteina leblebije preparativnom hromatografijom sa hidrofobnim
interakcijama

Razdvajanje proteina leblebije uradeno je preparativnom hromatografijom sa hidrofobnim
interakcijama a dobijene frakcije, eluirane sa kolone u gradijentnim koracima, su analizirane u
pogledu sastava proteina i udela elemenata sekundarne strukture, kao i in vitro antioksidativne
aktivnosti. Izabran je proteinski izolat iz alkalne ekstrakcije potpomognute arabinofuranozidazom,
kao onaj sa najve¢im prinosom i dobrim funkcionalnim osobinama. Detekcija proteinskih frakcija
vrSena je na talasnoj duzini od 280 nm. Dobijeni hromatogram prikazan je na slici 20, dok su
elucioni podaci primenjenog hromatografskog razdvajanja proteina ARA-izolata prikazani u tabeli
14.

Tabela 14. Elucioni podaci za razdvajanje proteina ARA-izolata preparativnom HIC tehnikom i
faktori koncentrisanja frakcija ultrafiltracijom

Frakcija Gradijentni korak (mol/l)  Faktor koncentrisanja Masa proteina (mg)
I 1,0 14 3,16
II 1,0-0,8 25 0,46
I 0,8-0,6 28 0,29
v 0,6-0,4 25 0,27
\Y 0,4-0,0 22 0,95

* izrazen kao koncentracija amonijum-sulfata
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Slika 20. Hromatogram proteina ARA-izolata eluiranih u gradijentnim koracima sa BioSuite Pheny!
preparativne HIC kolone
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Opadaju¢om koncentracijom amonijum-sulfata u gradijentnim koracima, proteini ARA-
izolata su eluirani sa kolone u frakcijama, ¢iji bi redosled, teorijski, trebalo da bude po rastucoj
hidrofobnosti. Najveci proteinski pik je eluiran pri najvecoj koncentraciji soli, Sto bi moglo da ukaze
da je relativno najhidrofilnija priroda povrSine bila karakteristika dominantnog masenog udela
proteina, nesto manje od 60% (m/m). U naredne tri frakcije sa kolone su, u koracima smanjenja
koncentracije soli po 0,2 mol/l, eluirani relativno niski maseni udeli proteina u opsegu od ~8% do
~10%. Poslednja frakcija proteina koja je eluirana mobilnom fazom bez soli sadrzala je neSto veci
maseni udeo proteina, gotovo 18%. Dobijeni rezultati koji su bili posledica razliite
hidrofilnosti/hidrofobnosti proteina ARA-izolata u skladu su sa ¢injenicom da se, generalno, proteini
leblebije medusobno razlikuju po aminokiselinskom sastavu, odnosno sadrzaju hidrofobnih i
hidrofilnih bo¢nih grupa (Singh and Jambunathan, 1982) kao jedne od determinanata karakteristika
povrsine.

Koncentrisane frakcije ARA-izolata leblebije su analizirane SDS PAGE tehnikom u pogledu
proteinskog profila, FTIR spektroskopijom u pogledu udela elemenata sekundarne strukture, kao i
ABTS testom kako bi im se odredila in vitro antioksidativna aktivnost.

4.3.1. SDS PAGE frakcija dobijenih preparativnom HIC tehnikom

Identifikacija proteina u frakcijama dobijenim nakon hromatografije sa hidrofobnim
interakcijama izvrSena je SDS PAGE tehnikom i dobijeni elektroforetogram je prikazan na slici 21.
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Slika 21. Proteinski profili frakcija ARA-izolata, razdvojenih preparativnom HIC tehnikom, dobijeni
SDS-poliakrilamidnom gel elektroforezom; marker (staza M), ARA-izolat proteinski izolat (staza A),
Frakcija I (staza 1), Frakcija Il (staza 2), Frakcija III (staza 3), Frakcija IV (staza 4) 1 Frakcija V
(staza 5).

Sa dobijenog elektroforetograma moze se zakljuciti da se ARA-izolat, koji je bio podvrgnut
frakcionisanju HIC-om, sastojao od proteinskih traka ¢ije su se molekulske mase kretale u opsegu od
15 do 70 kDa. Jasno se moze uociti nekoliko glavnih traka sa molekulskim masama koje su imale
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priblizne vrednosti 20 kDa, 35 kDa, 45 kDa, 55 kDa i 70 kDa, kao 1 manje izrazenih traka nizih
molekulskih masa, koje su tipi¢ne za proteinske izolate leblebije (Chang et al., 2012). Vazno je
napomenuti da u rastvoru visoke koncentracije soli (1 mol/l (NH4),SO4), u kom je vrSeno rastvaranje
ARA-izolata pre uvodenja u kolonu, nije ostvarena njegova potpuna rastvorljivost, pa je stoga
nedostatak nekih proteinskih traka, vidljivih na slici 15, opravdan. Zato su dobijeni proteinski profili
frakcija eluiranih sa kolone (slika 21) poredeni sa proteinskim profilima albuminske, globulinske i
glutelinske frakcije proteina leblebije koje su rastvarane pod jednakim uslovima kao i ARA-izolat
(slika S2). Uporedna analiza elektroforetograma je ukazala da bi dominantne proteinske trake sa
molekulskim masama od ~35 kDa i 20 kDa u ARA-izolatu mogle da predstavljaju podjedinice
globulina legumina (11S) (Singh and Jambunathan, 1982) ali i podjedinice sli¢nih molekulskih masa
albumina 1 glutelina leblebije. Manje dominantne proteinske trake sa molekulskim masama od ~55
kDa i ~70 kDa mogle bi da odgovaraju podjedinicama globulina vicilina (7S), a one oko 55 kDa i
podjedinicama koje su bile prisutne u albuminskoj frakciji rastvorenoj u 1 mol/l (NHy4),SO,. Frakcija
I koja je prva eluirana sa kolone, je pokazala da su dominantne trake na pozicijama od ~ 20 i 35 kDa,
tipicne za B- i a-podjedinice legumina, redom, kao i manje izrazena traka (~55 kDa) koja se mogla
pripisati 1 albuminima i globulinima leblebije, prema rezultatima HIC-a imale relativno najvecu
hidrofilnost. Nije primecena bitna razlika izmedu proteinskih traka kod Frakcija II 1 III koje su
takode odlikovale trake od ~20 kDa 1 ~35 kDa. Kod Frakcije IV moglo se uociti je postojanje trake
~45 kDa, koja nije eluirana u prethodnim koracima, a koja je bila prisutna u albuminskoj frakciji
rastvorenoj u amonijum-sulfatu, a i prema literaturi se moze identifikovati kao protein ove frakcije
(Chang et al. 2011; Chang et al., 2012). Proteinski profil eluirane frakcije V, kao frakcije relativno
najvece hidrofobnosti prema HIC-u, pokazao je trake na ~70 kDa (podjedinica vicilina), kao 1 na 45
kDa, 30 kDa, 17 kDa i 15 kDa, od kojih bi one nizih molekulskih masa mogle da se identifikuju kao
polipeptidni lanci albuminske frakcije proteina leblebije.

4.3.2. FTIR spektri frakcija dobijenih preparativnom HIC tehnikom

Infracrvena spektroskopija sa Furijeovom transformacijom se Siroko koristi u strukturnoj
karakterizaciji proteina, dok istovremeno moze da sluzi 1 za proucavanje veze izmedu strukture
proteina i njihove povrSinske hidrofobnosti. Spektri dobijenih frakcija razdvojenih preparativnom
HIC tehnikom prikazani su na slici 22, u opsegu talasnog broja 1400 - 1700 cm.

Dobijeni rezultati sa slike 22 su ukazali na razlike u spektrima frakcija eluiranih sa HIC
kolone, i to narotito u oblasti Amid I (1600 - 1700 cm™) tj. oblasti karakteristi¢noj za sekundarnu
strukturu proteina. Originalni spektri razli¢itih frakcija proteinskog ARA-izolata razdvojenih
tehnikom preparativne HIC koristili su se za dobijanje drugih izvoda. Njihova dalja analiza i
izracunavanje udela elemenata sekundarne strukturne ukazali su na razlike u sadrZaju a-heliksa 1 -
ravni medu eluiranim proteinskim frakcijama (tabela 15).

Rezultati iz tabele 15 su pokazali povecanje sadrZaja -ravni po slede¢em redosledu: Frakcija
I < Frakcija II < Frakcija III < Frakcija IV < Frakcija V. Analizirano sa aspekta hidrofobnosti, moze
se zakljuciti da je ve¢i sadrzaj PB-ravni izracunat za frakcije koje su sa kolone eluirane pri niZim
koncentracijama soli. Tako su Frakcije IV 1 V poslednje eluirane sa kolone, $to ukazuje na njthovu
relativno najvecu hidrofobnost, a takode je u saglasnosti sa ve¢im sadrzajem B-ravni u njihovoj
sekundarnoj strukturi u odnosu na ostale frakcije. ObjaSnjenje se moze pronaci u ¢injenici da visok
sadrzaj B-ravni dovodi do izlozenosti hidrofobnih mesta na povrSini molekula proteina u ve¢oj meri,
¢ine¢i odredenu proteinsku frakciju hidrofobnijom. Wang et al. (2011) su takode izvestili o
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pozitivnoj korelaciji izmedu sadrzaja B-ravni 1 povrSinske hidrofobnosti molekula proteina. Dakle, na
ovaj nacin je i potvrdeno da je razdvajanje proteina ARA-izolata leblebije bilo mogucée na osnovu
razlika u njihovoj hidrofobnosti koje su proistekle iz razlika u udelima elemenata sekundarne
strukture proteina.
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Slika 22. FTIR spektri frakcija proteina leblebije dobijenih preparativnom HIC tehnikom

Tabela 15. Udeo elemenata sekundarne strukture u proteinskim frakcijama, dobijenih preparativnom
HIC tehnikom, na osnovu FTIR analize

Frakcijal Frakcijall Frakcijalll FrakcijaIV ~ Frakcija V
B-ravan (%) 40 43 49 50 59
a-heliks (%) 24 23 20 21 21

4.3.3. In vitro antioksidativna aktivnost frakcija dobijenih preparativnom HIC tehnikom

Proteini 1 proteinske frakcije ispoljavaju razlicite bioloske aktivnosti medu kojima su i
antioksidativna svojstva koja prvenstveno zavise od aminokiselinskog sastava, sekvence,
hidrofobnosti 1 duzine lanaca proteina (Karimi et al., 2020). Potencijalne razlike u in vitro
antioksidativnoj aktivnosti izmedu eluiranih frakcija odredene su ABTS testom i dobijeni rezultati su
prikazani na slici 23.
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Slika 23. In vitro antioksidativna aktivnost frakcija dobijenih preparativnom HIC tehnikom; razli¢ita
slova predstavljaju statisticki znacajne razlike odredene prema Tukey-ovom testu na nivou p < 0,05

Kao sto se moze zakljuciti sa slike 23, frakcije eluirane pri nizim koncentracijama amonijum-
sulfata (Frakcije IV 1 V) pokazale su vece antioksidativne aktivnosti u odnosu na ostale. Najvecu
antioksidativnu aktivnost od 17% pokazala je Frakcija V koja je i poslednja eluirana sa kolone (slika
20), dok su najmanje vrednosti dobijene za Frakcije II 1 I, redom (bez statisticki znaajne razlike).
Objasnjenje ovakvih rezultata moZe se pronac¢i u Cinjenici da eluirane proteinske frakcije vece
hidrofobnosti mogu da ostvaruju jac¢e hidrofobne interakcije, a pokazano je da se ostvarivanjem ovih
interakcija poboljSava interakcija sa slobodnim radikalima olakSavaju¢i njihovo uklanjanje
(Phongthai and Rawdkuen, 2020). Slicni rezultati dobijeni su u istraZzivanjima Tang and Zhuang
(2014), prema kojima su proteinske frakcije zeina, koje odlikuje povecana hidrofobnost, pokazale
izraZzeniju antioksidativnu aktivnost. Na osnovu ranijih istrazivanja zaklju¢eno je da hidrofobni
aminokiselinski ostaci igraju glavnu ulogu u uklanjanju slobodnih radikala i da su odgovorni za
visoka antioksidativna svojstva proteina (Chen et al., 1996; Shahidi and Zhong, 2010), sa ¢ime su u
saglasnosti dobijeni rezultati za antioksidativnu aktivnost proteinskih frakcija ARA-izolata leblebije
razdvojenih HIC tehnikom.

4.4. Frakcije proteina leblebije 1 njihova svojstva

Predmet ovog dela istraZivanja predstavljalo je izdvajanje frakcija proteina leblebije, njihova
karakterizacija i odredivanje funkcionalnih osobina, sa ciljem dubljeg razumevanja karakteristika 1
svojstava proteinskih izolata dobijenih alkalnim i enzimima potpomognutim alkalnim ekstrakcijama
kao njihovih smesa. Sekvencijalnom ekstrakcijom vodom, i vodenim rastvorima natrijum-hlorida 1
natrijum-hidroksida iz leblebije su izdvojene proteinske frakcije albumina, globulina 1 glutelina,
redom. Odredivani su hemijski sastav, aminokiselinski sastav, kao 1 elektroforetski profili dobijenih
frakcija proteina. Funkcionalnost albuminske, globulinske 1 glutelinske frakcije proteina evaluirana
je odredivanjem njihove rastvorljivosti, kapaciteta zadrzavanja vode i ulja, emulgujucih i osobina
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penjenja. Takode, analizirane su 1 njihove bioloSke osobine u pogledu ispoljavanja in vitro
antioksidativne aktivnosti.

4.4.1. Sekvencijalna ekstrakcija frakcija proteina leblebije

Prema Osbornovoj klasifikaciji (Osborne, 1907), biljni proteini se dele na osnovu
rastvorljivosti na cCetiri glavne grupe - albumine (rastvorljive u vodi i razblaZzenim puferima),
globuline (rastvorljive u rastvorima soli), prolamine (rastvorljive u 70 - 90% etanolu) 1 gluteline
(rastvorljive u razblazenim kiselinama ili bazama). Sekvencijalnom ekstrakcijom obezmascéenog
semena leblebije razliitim rastvara¢ima dobijene su albuminska, globulinska 1 glutelinska frakcija u
prinosima predstavljenim u tabeli 16.

Tabela 16. Prinos i efikasnost ekstrakcije proteinskih frakcija iz obezmas¢éenog brasna leblebije

Prinos (g/100 gsm) Efikasnost ekstrakcije”
(%, m/m)
ALB 1,91+0,05 15,96+0,41
GLO 2,20+0,21 3,93+0,37
GLU 2,01+0,02 11,19+0,11

“efikasnost ekstrakcije je ra¢unata u odnosu na literaturne podatke o sadrzaju frakcija u semenu
leblebije Kabuli tipa (Boukid (2021); Chang et al. (2011); Dhawan et al. (1991))

Ekstrakcija leblebije vodom, rastvorom soli 1 rastvorom baze rezultirala je prinosom od 1,91
g albumina, 2,20 g globulina i 2,01 g glutelina, redom, iz 100 g suve materije obezmaS¢enog semena
leblebije. Sli¢ni rezultati dobijeni su u istrazivanjima Singh et al. (2008) gde je ostvaren prinos
albuminske frakcije od 1,8 g/100 g obezmaSc¢ene leblebije Kabuli tipa. Poznato je da proteini
leblebije sadrze globulin kao glavni rezervni protein (~56%), zatim glutelin (~18%), albumin
(~12,0%) 1 prolamin (~3%) (Boukid, 2021,Singh and Jambunathan, 1982). Shodno tome, efikasnost
ekstrakcije proteinskih frakcija iznosila je 16% za albuminsku frakciju, 4% za frakciju globulina 1
11% za frakciju glutelina. Uzimaju¢i u obzir sadrzaj masti u semenu leblebije, dobijeni rezultati su
uporedivi sa rezultatima istraZivanja Da Silva et al. (2001) koji su postigli efikasnost ekstrakcije
albumina i glutelina iz leblebije od 16% 1 10% redom (Makeri et al., 2017). Nizak prinos globulinske
frakcije, ekstrahovane rastvorom NaCl, u skladu je sa rezultatima Liu et al. (2008) koji su takode
pokazali relativno nisku efikasnost ekstrakcije ove frakcije proteina (7%). Ovakvi rezultati se mogu
objasniti promenama faza tokom sekvencijalne ekstrakcije koje mogu dovesti do unutraSnjih
interakcija protein-protein, §to dovodi do smanjenja ili povecanja rastvorljivosti proteinskih frakcija
a samim tim i razlika u efikasnosti njihove ekstrakcije, odnosno prinosa (Adebiyi et al., 2007).

4.4.2. Hemijski sastav frakcija proteina leblebije

U cilju odredivanja hemijskog sastava dobijenih frakcija proteina leblebije, analizirani su
sadrZaji proteina, pepela i skroba, i dobijeni rezultati, izraZzeni kao g/100 g suve materije, prikazani
su u tabeli 17.

Analiza dobijenih rezultata je pokazala da se globulin leblebije u pogledu odredivanih
kategorija hemijskog sastava znacajno razlikovao od albuminske i glutelinske frakcije. Naime,
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sadrzaji proteina i skroba su bili znac¢ajno veci a sadrzaj pepela znacajno manji od onih u ostale dve
frakcije. Poznato je da kiseline i baze koje se koriste za podeSavanje pH vrednosti za/tokom procesa
ekstrakcije mogu doprineti stvaranju soli, odnosno povecanju sadrzaja pepela kod ekstrahovanih
proteina (Wu et al., 2009). Takode, dobro je poznato da ugljeni hidrati poseduju visok afinitet prema
albuminima mahunarki (Genovese and Lajolo, 1998). Stoga, moguée je da su neki od ugljenih
hidrata leblebije jonskom ili kovalentnom vezom povezani za albumin, $to je u saglasnosti sa
mogucénoscéu da je u ovoj frakciji prisutnan veéi sadrzaj ugljenih hidrata (pod pretpostavkom da
ugljeni hidrati, ne racunaju¢i skrob, Cine razliku do 100% ukupnog sadrzaja proteinskih frakcija
(tabela 17)). Rezultati nizeg sadrzaja proteina kod frakcije glutelina su u skladu sa prethodno
objavljenim rezultatima Chang (2010) o relativno niskom sadrzaju proteina u frakciji glutelina iz
semena leblebije. Veci (pretpostavljeni) sadrzaj ugljenih hidrata (ne racunajuci skrob) kod frakcije
glutelina moze biti objasnjen Cinjenicom da je ova frakcija proteina ekstrahovana poslednja tokom
postupka sekvencijalne ekstrakcije $to je moglo doprineti vecoj istovremenoj ekstrakciji ugljenih
hidrata u odnosu na prethodne frakcije, kao sto je predlozeno u literaturi (Chang, 2010).

Tabela 17. Hemijski sastav albuminske, globulinske i glutelinske frakcije proteina leblebije

Sadrzaj (g/100 gsnm) Albumin Globulin Glutelin
Protein 74,93+1,16° 90,89+ 0,96 73,57+ 0,89
Skrob 0,26:0,03" 0,69+0,01° 0,19+0,01°
Pepeo 7,7240,32° 5,73+0,04" 7,64+0,20°
razli¢ita slova predstavljaju statisticki znacajne razlike odredene prema Tukey-ovom testu na
nivou p < 0,05

4.4.3. Sekundarna struktura frakcija proteina leblebije

Frakcije albumina, globulina i glutelina ekstrahovane iz leblebije su pokazale neke razlike u
FTIR spektrima (slika 24), kao posledicu razlika u sekundarnim strukturama.

Kao §to veé reeno, amid I (1700-1600 cm™) region je najvazniji za analiziranje sekundarne
strukture proteina. Regioni talasnih brojeva koji odgovaraju B-ravni (~1620 cm™, ~1629 cm™ i ~1638
cm™), o-heliksu (<1650 cm™ — 1660 cm™), nasumi¢nim kalemovima (~1643 cm™ -1648 cm™) i B-
zavojima (~1670 cm™ - 1680 cm™) (Carbonaro and Nucara, 2010; Shevkani et al., 2019) koris¢eni
su za izracunavanje komponenata sekundarne strukture. Poznato je da udeli a-heliksa i B-ravni/fB-
zavoja variraju izmedu frakcija albumina, globulina i glutelina kod mahunarki (Makeri et al., 2017).
Uopsteno govore€i, najve¢i udeo komponenata sekundarne strukture kod svih izolovanih frakcija
proteina leblebije Cinile su B-ravni, dok je uceS¢e a-heliksa, B-zavoja 1 nasumicnih kalemova u
sekundarnoj strukturi bilo manje (tabela 18).

Pa, ipak, dobijeni rezultati su pokazali da su se frakcije proteina leblebije medusobno
razlikovale po udelima svih izracunatih elemenata sekundarne strukture. Tako je u albumiskoj
frakciji bio dominantan udeo B-ravni (oko 60%), koji je bio prac¢en priblizno jednakim udelima a-
heliksa 1 B-zavoja, dok prisustvo nasumi¢nih kalemova nije potvrdeno. Nesto niZi ali takode najveci
udeo B-ravni bio je karakteristika i globulina leblebije, uz nesto veci udeo a-heliksa (gotovo 30%) u
odnosu na ALB, ali 1 sa prisutnim strukturnim elementom nasumi¢nih kalemova. Ovi rezultati su bili
u saglasnosti sa rezultatima Chang et al. (2022) za globulinsku frakciju izolovanu iz leblebije.

S druge strane, medusobni odnosi analiziranih elemenata sekundarne strukture proteina su za
glutelinsku frakciju leblebije bili uo€ljivo razli€iti u odnosu na druge dve frakcije. Naime,

66



Doktorska disertacija Milica Perovié

sekundarna struktura glutelinske frakcije je sadrzala a-helikse i B-ravni u gotovo jednakom procentu
(31% 1 33%, redom), 1 dosta veéi sadrzaj nasumicnih kalemova (20%) u odnosu na druge dve
frakcije proteina.
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Slika 24. FTIR spektri albuminske, globulinske 1 glutelinske frakcije proteina leblebije

Tabela 18. Udeli elemenata sekundarne strukture frakcija proteina leblebije na osnovu FTIR analize

nasumicni kalemovi

a-heliks (%) B-ravan (%) %) B-zavoji (%)
0
ALB 23 57 - 20
GLO 27 52 5 16
GLU 31 33 20 14

Moze se, dakle, konstatovati da je postojala primetna razlika u sadrzaju i B-ravni i nasumic¢nih
kalemova izmedu ekstrahovanih frakcija - glutelinska frakcija je sadrzala vec¢i procenat nasumicnih
kalemova a manji B-ravni $to sugeriSe da je doSlo do promene u strukturi proteina ove frakcije. Ovo
se verovatno moglo desiti kao posledica alkalnih uslova tokom njene ekstrakcije, Sto se kao moguci
uzrok spominje u literaturi (Du et al., 2012a; Zhu et al., 2010). Takode, istrazivanja Abugoch et al.
(2003) su pokazala da je alkalni tretman modifikovao strukturu glutelinske frakcije iz amaranta, koja
je postala delimi¢no odvijena. Veéi udeo nasumicnih kalemova (29%) u odnosu na ostale frakcije
naden je i u sekundarnoj strukturi glutelina pirin¢a (Xu et al., 2016).

Poznato je da se ravnoteza sila koje drZe podjedinice proteina na okupu menja tokom
ekstrakcije, Sto zauzvrat moze uticati na neka svojstva izolovanih biomolekula (Papalamprou et al.,
2009). Karakteristike nasumi¢nih kalemova sustinski zavise od karakteristika polipeptidnog lanca, 1
to najviSe od hidrofobnih 1 hidrofilnih ostataka koji se nalaze na povrsSini proteinskog molekula
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(Smith et al., 1996). Ve¢i sadrzaj nasumic¢nih kalemova mogao bi da ukaze na povecanje neuredenih
struktura u glutelinskoj frakciji, pa time i moguce povecanje njegove fleksibilnosti. Ovo je vazno
naglasiti s obzirom da je poznato da postoji dobra podudarnost izmedu strukture proteina i njegove
funkcionalnosti; odvijanje, konformaciona fleksibilnost proteina, kao i promene u strukturi mogu
umnogome uticati na razli¢ita svojstva ovih molekula (Du et al., 2012b).

4.4.4. Aminokiselinski sastav frakcija proteina leblebije

Kvalitet proteina a samim tim i nutritivna vrednost prehrambenog proizvoda zavise od
sadrzaja prisutnih aminokiselina, kao i od fizioloSke iskoris¢enosti odredene aminokiseline nakon
njenog unosa u organizam (Elharadallou et al., 2015). Aminokiselinski sastav proteinskih frakcija
albumina, globulina i glutelina leblebije prikazan je u tabeli 19.

Tabela 19. Aminokiselinski sastav albuminske, globulinske i1 glutelinske frakcije proteina leblebije

Sadrzaj (g/100 gsm) ALB GLO GLU
Asparaginska kiselina 7,31 +0,06" 7,52 +0,01% 6,92 +0,11°
Treonin 2,28 +0,04° 2,36 +0,02° 3,25 +0,08°

Serin 3,08 +0,04° 3,36 +0,02° 3,30 + 0,06
Glutaminska kiselina 11,62 + 0,08° 12,13 +£0,01° 10,63 + 0,08°
Prolin 2,29 +0,01° 2,11 +0,03° 2,34+ 0,01

Glicin 2,70 £ 0,06° 3,04 +£0,01° 3,08 +£0,01°
Alanin 2,82 +0,04° 3,33 +0,00° 3,48 +0,02°
Cistein 0,89 + 0,03° 0,94 + 0,06 1,01 +0,04°

Valin 3,26 + 0,06° 3,44 +0,02° 3,95 + 0,03
Metionin 1,62 + 0,09 1,30 £ 0,05° 1,57 +0,01°
Izoleucin 3,76 £ 0,04° 3,91 +0,05° 4,44 + 0,05
Leucin 5,16 £0,11% 4,77 +0,07° 5,42 + 0,04
Tirozin 2,54 +0,08° 3,10 +£0,02° 421 +0,05°
Fenilalanin 4,17 + 0,06 3,94 +0,05° 429 +0,01°
Histidin 2,12 +0,14° 2,39 +0,02° 2,38 +0,05°
Triptofan 0,89 +0,01° 0,74 +0,01° 0,98 +0,01°
Lizin 5,68 + 0,067 4,16 £ 0,04° 4,72 0,03
Arginin 6,40 +0,12° 8,65 + 0,02° 6,33 +0,04°
Ukupan sadrzaj 68,63 +0,25°¢ 71,22 +0,14° 72,37 £ 0,04°

razli¢ita slova predstavljaju statisticki znacajne razlike odredene prema Tukey-ovom testu na

nivou p < 0,05
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Rezultati analize aminokiselinskog sastava su pokazali da su glutaminska i1 asparaginska
kiselina bile dominantno prisutne u svim ispitivanim frakcijama proteina leblebije, uz statisticki
znacajno manji sadrzaj obe aminokiseline u glutelinu. Veéi sadrzaj glutaminske i1 asparaginske
kiseline u ovim frakcijama leblebije u odnosu na ostale aminokiseline bile su i rezultat istrazivanja
Tavano et al. (2008). S druge stane, cistein je bio najmanje zastupljena aminokiselina u svim
frakcijama, S§to je u skladu sa cinjenicom da su proteini mahunarki deficitarni u sadrzaju
aminokiselina koje sadrze sumpor (Duranti and Scarafoni, 1999). lako su neka istrazivanja ukazala
na veci sadrzaj cisteina u albuminskoj u odnosu na globulinsku i glutelinsku frakciju (Chang, 2006;
Murray and McC. Roxburgh, 1984), to nije bio rezultat i ovog ispitivanja; naprotiv, sadrzaj ove
aminokiseline je bio najveci u glutelinskoj frakciji, iako bez statisticki znacajne razlike u odnosu na
druge dve. Analiza je pokazala da su postojale znaCajne razlike u sadrzaju tirozina i lizina u
albuminima, globulinima i glutelinima leblebije. Albuminska frakcija je imala ve¢i sadrzaj lizina u
poredenju sa globulinskom, $to je u saglasnosti sa ranije objavljenim rezultatima (Liu et al., 2008).

Ukupni sadrzaj hidrofobnih aminokiselina (alanin, valin, leucin, izoleucin, metionin,
fenilalanin, prolin, glicin i triptofan) je bio ve¢i u glutelinu u poredenju sa onim kod globulina i
albumina. Sli¢an rezultat je dobijen u istraZivanjima Liu et al. (2018) - glutelinska frakcija indijskog
oraha je imala veci sadrzaj hidrofobnih aminokiselina u poredenju sa druge dve proteinske frakcije.
Upravo ova karakteristika glutelina bi mogla da ukaZe na razliku u odredenim interakcijama ove u
odnosu na druge dve frakcije leblebije, Sto bi moglo da dovede i do razlika u nekim njihovim
funkcionalnim svojstvima.

4.4.5. SDS-PAGE frakcija proteina leblebije

Nakon izoelektricne precipitacije 1 suSenja liofilizacijom, albuminska, globulinska 1
glutelinska frakcija proteina leblebije analizirane su tehnikom SDS-PAGE 1 dobijeni
elektroforetogram prikazan je na slici 25.

Elektroforetski profili albuminske, globulinske i glutelinske frakcije pokazali su jedinstvene
podjedinice, karakteristicne za svaku od njih, u rasponima molekulskih masa od ~7 do ~90 kDa,
zatim od ~20 do ~70 kDa i od ~20 do ~90 kDa, redom. Proteinska traka od ~ 90 kDa u albuminskoj
frakciji moZe se dodeliti lipoksigenazi prisutnoj u leblebiji (92 kDa). Postojanje proteinskih traka sa
najmanjom molekulskom masom od ~7 1 ~25 kDa prisutnih u albuminskoj frakciji moze se pripisati
podjedinicama 2S albumina i tripsin-inhibitorima (Clemente et al., 2000). Najizrazenije trake
globulina, molekulskih masa 20 kDa i1 35 kDa, predstavljaju a- i B-podjedinice 11S legumina
leblebije. Clemente et al. (2000) su takode u svojim istrazivanjima prikazali postojanje globulinskih
podjedinica leblebije u intervalima molekulskih masa od oko 40 kDa do 46,5 kDa, 1 od 23 do 25
kDa. Takode, traka sa molekulskom masom od oko 50 kDa karakteristicna je za 7S frakciju vicilina.
Pored toga, traka na ~55 kDa u stazi glutelina predstavlja tipicnu podjedinicu ove frakcije (Chang,
2006). Vecina uocenih proteinskih traka kod frakcije glutelina leblebije moze se uporediti sa
podjedinicama glutelina pirinca (Agboola et al., 2005; Takaiwa et al., 1999) s obzirom na dokazanu
homologost proteina ove dve biljne vrste (Chang et al., 2011). Elektroforetski profili ALB i GLU
proteinskih frakcija u saglasnosti su sa rezultatima drugih istrazivackih grupa dobijenim za ove dve
frakcije (Chang et al., 2011; Singh et al., 2008).
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Slika 25. Elektroforetogram frakcija proteina leblebije; standard (staza M), ALB (staza 1), GLO
(staza 2) 1 GLU (staza 3); u staze sa frakcijama uneto je po 20 pg proteina

4.4.6. Funkcionalne osobine frakcija proteina leblebije

Poznato je da se proteini mogu inkorporirati u razli¢ite prehrambene proizvode kako bi se
povecala njthova nutritivna vrednost 1/ili se obezbedile njihove specifi¢ne 1 Zeljene karakteristike
(Singhal et al, 2016). Funkcionalne osobine albumina, globulina i glutelina leblebije odredivane su u
cilju njihovog moguceg koriS¢enja za razliCite primene u prehrambenoj industriji. Kao i za
proteinske izolate, tako je i za frakcije proteina funkcionalnost analizirana odredivanjem njihove
rastvorljivosti, kapaciteta zadrzavanja vode i ulja, emulgujucih svojstava i sposobnosti penjenja.

4.4.6.1. Rastvorljivost frakcija proteina leblebije

Rastvorljivost proteina predstavlja veoma vaznu osobinu s aspekta njihove primene u
prehrambenoj industriji. Dobijeni rezultati za rastvorljivost frakcija albumina, globulina i glutelina
leblebije predstavljeni su na slici 26.

Dobijeni rezultati su pokazali da su postojale znacajne razlike u rastvorljivosti izolovanih
frakcija leblebije. Tako je na pH 9, najveca rastvorljivost (oko 85%) izmerena za frakciju globulina
dok je najmanja rastvorljivost (oko 65%) zabeleZena za frakciju glutelina. Slican rezultat zapazen je
u istrazivanjima Chang et al. (2022) u kom je frakcija globulina leblebije pokazala visoku
rastvorljivost (>90%) u alkalnim uslovima (pH 9 i1 10). Takode, dobijeni rezultati rastvorljivosti
frakcija proteina leblebije se slazu sa literaturnim podacima o rastvorljivosti odgovarajucih frakcija
proteina iz biljnih izvora i to glutelina pirinca (Agboola et al., 2005), globuline ovsa i pasulja (Ma
and Harwalkar, 1984; Mundi and Aluko, 2012) i albumine prosa i lanenog semena (4dkharume et al.,
2020; Nwachukwu and Aluko, 2018).
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Slika 26. Rastvorljivost 1 povrSinska hidrofobnost kod ALB, GLO i GLU frakcija proteina leblebije;
razliCita slova predstavljaju statisti¢ki znacajne razlike odredene prema Tukey-ovom testu na nivou p
<0,05

Kao glavni faktori koji uti¢u na rastvorljivost proteina izdvajaju se aminokiselinski sastav,
fleksibilnost i1 raspodela hidrofilnih i hidrofobnih ostataka na povrSini molekula proteina.
Hidrofilne/hidrofobne grupe u velikoj meri uticu na rastvorljivost proteina 1 igraju glavnu ulogu u
povecanju/smanjenju ove osobine. Niza rastvorljivost glutelina mozZe biti povezana 1 objaSnjena
sadrzajem hidrofobnih aminokiselina u ovoj frakciji, koji je dat u prethodnom poglavlju (4.4.4).
Naime, pokazalo se da glutelinska frakcija ima veci sadrZzaj hidrofobnih aminokiselina u odnosu na
albuminsku 1 globulinsku, §to se moglo odraziti na interakcije proteina sa molekulima vode, a samim
tim uticati 1 na rastvorljivost. Takode, rezultati niZe rastvorljivosti glutelina su u dobroj saglasnosti 1
sa rezultatima za povrSinsku hidrofobnost (slika 26) - ova frakcija je imala ¢ak pet puta vecu
povrsinsku hidrofobnost u odnosu na albuminsku, dok je u odnosu na globulinsku bila skoro
dvostruko veca. Veca neuredenost molekula proteina glutelinske frakcije, koja se ogledala 1 u ve¢em
sadrzaju nasumicnih kalemova prisutnih u sekundarnoj strukturi (tabela 18), verovatno je doprinela 1
vecoj hidrofobnosti ove u odnosu na ostale frakcije. Posledicno, povecanje povrSinske hidrofobnosti
moglo je takode da rezultira spreCavanjem interakcija protein-voda a samim tim 1 smanjenjem
rastvorljivosti.

4.4.6.2. Kapaciteti zadrzavanja vode i ulja frakcija proteina leblebije

Zadrzavanje vode/ulja, kao osobina proteina, umnogome uti¢e na karakteristike i kvalitet
gotovih prehrambenih proizvoda. Rezultati kapaciteta zadrzavanja vode (WHC) i ulja (OHC)
izolovanih frakcija proteina leblebije prikazani su na slici 27.

Izolovane frakcije proteina leblebije su pokazale razli¢itu sposobost zadrZavanja vode i ulja, a
statistiCka analiza dobijenih rezultata je ukazala na znacajnost ovih razlika. Najve¢i WHC je imao
glutelin 1 to viSe od 2,5 puta ve¢i od onog albuminske frakcije. Slicni rezultati dobijeni su i za
kapacitet zadrzavanja ulja; 1 za ovaj pokazatelj je glutelin imao najvecu vrednost, koja je bila nesto
vise od dvostruko veca u odnosu na, u ovom slucaju, globuline koji su imali najmanji OHC.
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Slika 27. Kapaciteti zadrzavanja vode (WHC) i ulja (OHC) ALB, GLO i GLU frakcija proteina
leblebije; razlicita slova predstavljaju statisticki znacajne razlike odredene prema Tukey-ovom testu
na nivou p < 0,05

Poznato je da struktura proteina ima veliki uticaj na njihovu funkcionalnost (Hui, 2006). Kao
Sto je ve¢ objasnjeno, povecan sadrzaj nasumicnih kalemova u sekundarnoj strukturi glutelina bi se
mogao objasniti odvijanjem/otvaranjem i1 povecanom fleksibilno$¢u molekula ove frakcije proteina
leblebije. Ovakve konformacione promene verovatno su uticale na povecanu izlozenost boc¢nih
lanaca aminokiselina prema okruZenju, §to je samim time uticalo na kapacitete WHC/OHC. Stoga se
najvece vrednosti kapaciteta zadrzavanja vode/ulja glutelinske frakcije mogu posmatrati kao usko
povezane sa njegovom fleksibilnijom strukturom i izlaganjem polarnih/nepolarnih bo¢nih grupa koje
posledi¢no povecavaju broj mesta za vezivanje vode 1 ulja 1 omogucavaju dobru sposobnost
zadrzavanja, kao S$to je predlozeno u literaturi (Mustafa and Reaney, 2020).

Generalno, dobijeni rezultati sugeriSu da su sve izolovane frakcije proteina leblebije imale
dobre vrednosti zadrzavanja vode/ulja, pozeljne za njihovu upotrebu u prehrambenoj industriji.
Dodatno, moze se zapaziti dobro slaganje vec¢ih vrednostt WHC 1 OHC za glutelin sa rezultatima
kapaciteta zadrZzavanja vode/ulja kod proteinskih izolata; naime, proteinski izolati dobijeni uz pomo¢
enzimskog pretretmana pokazali su vece vrednosti WHC/OHC u odnosu na izolat iz samo alkalne
ekstrakcije, sto je u skladu sa pretpostavkom o ve¢em udelu glutelinskih proteina u njima.

4.4.6.3. Emulgujuca svojstva i svojstva penjenja frakcija proteina leblebije

Rezultati indeksa emulgujuée aktivnosti (EAI) i emulgujuée stabilnosti (ESI) izolovanih
frakcija proteina leblebije prikazani su na slici 28, na osnovu kojih su uo¢ene znacajne varijacije ovih
svojstava medu ispitivanim uzorcima.

EAI glutelina bio je znacajno (p < 0,001) veci od rezultata dobijenih za albumin 1 globulin.
Poznato je da EAI i ESI proteina u najve¢oj meri zavise od konformacionih faktora kao S§to su
fleksibilnost molekula 1 izbalansiran hidrofobno-hidrofilni odnos (Li et al., 2019). Naime,
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konformacione promene i izlaganje aminokiselinskih ostataka koji su se nalazili u unutrasnjosti
molekula omogucavaju proteinu da interaguje sa fazom ulja zbog njegove hidrofobne prirode, a u
isto vreme 1 sa fazom vode zbog njegove hidrofilne prirode (Lam and Nickerson, 2013). Zato se
proteini sa fleksibilnijom strukturom lakse adsorbuju na granici faza ulje-voda i stoga imaju bolje
emulgujuce karakteristike (Jiang et al., 2015). Dobijeni rezultat za najve¢i EAI glutelina je u skladu
sa rezultatima njegove sekundarne strukture koja je pokazala najve¢i sadrzaj nasumi¢nih kalemova.
Veca fleksibilnost molekula glutelina kao moguca posledica ovoga, rezultirala je povecanom
povrsinskom hidrofobnoscu ove frakcije (slika 26), Cime se moze objasniti njena bolja interakcija sa
uljanom fazom (4jibola et al., 2016), odnosno, ve¢i EAI. Karaca et al. (2011) su utvrdili da su
vrednosti EAI nize za proteine dobijene iz ekstrakcije rastvorima soli, Sto sugeriSe da su takvi
proteini manje efikasni kao emulgatori. Takvo zapazanje je u skaldu sa najmanjim rezultatom EAI
dobijenim za globulinsku frakciju proteina leblebije. Takode, treba ista¢i da su EAI frakcija glutelina
i albumina bili znatno veéi od onih dobijenih za proteinske izolate iz soje (L’Hocine et al., 2006),
proteinske frakcije graska (Akharume et al., 2020) i iz ljuski pirinc¢a (Adebiyi et al., 2007).

Rezultati za stabilnost emulzija ispitivanih frakcija leblebije su pokazali drugaciji trend u
odnosu na indeks emulgujuce aktivnosti. Znacajno veci rezultati za stabilnost emulzija dobijeni su za
globulinsku 1 albuminsku frakciju u poredenju sa frakcijom glutelina. Veca stabilnost emulzija kod
albuminske frakcije moze se objasniti ¢injenicom da ova frakcija ima proteine i1 nizih molekulskih
masa u odnosu na druge dve, ali, prema literaturi, i moguci ve¢i procenat vezanih polisaharida koji
doprinose stabilnosti emulzija (Lam and Nickerson, 2013). To je u skladu sa rezultatima dobijenim
SDS PAGE tehnikom koji su pokazali ve¢i broj proteinskih traka nizih molekulskih masa (slika 25),
kao 1 pretpostavljenim ve¢im sadrzajem ugljenih hidrata (tabela 17) u albuminskoj frakciji u odnosu
na druge dve. Sli¢ni rezultati dobijeni su u istrazivanjima Akharume et al. (2020) po kojima je
albuminska frakcija iz prosa pokazala ve¢u emulgujucu stabilnost od ostalih frakcija.
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Slika 28. Indeks emulgujuce aktivnosti (EAI) i stabilnosti (ESI) ALB, GLO i GLU frakcija proteina
leblebije; razlicita slova predstavljaju statisticki znacajne razlike odredene prema Tukey-ovom testu
na nivou p < 0,05
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Svojstva penjenja su odredena sposobnoS¢u proteina da se brzo adsorbuju na granici faza
vazduh-tecnost tokom homogenizacije i formiraju kohezivne viskoelasticne filmove oko mehuric¢a
vazduha putem intermolekularnih interakcija (Mine, 1995). 1zolovane frakcije proteina leblebije su
okarakterisane u pogledu kapaciteta pene (FC) i stabilnosti pene (FS) i dobijeni rezultati su prikazani
na slici 29. Rezultati FC i1 FS su pokazali da su svojstva penjenja glutelina leblebije bila bolja u
poredenju sa ovim svojstvima albumina i globulina.

Dobro je poznato da karakteristike povrSine molekula proteina igraju kljuénu ulogu u
formiranju 1 stabilizaciji pene. Proteini vece fleksibilnosti i veée povrSinske hidrofobnosti su
pogodniji za formiranje pene (German et al., 1983; Townsend and Nakai, 1983). Delimi¢no
odvijeni/odmotani molekuli proteina se udruzuju da bi formirali stabilizuju¢i film oko mehuri¢a
vazduha, §to je neophodno za stvaranje i stabilnost pene (Lomakina and Mikova, 2006). Prethodno
prikazani rezultati ispitivanja sekundarne strukture su pokazali da frakcija glutelina leblebije ima
veéi sadrzaj nasumicnih kalemova $to ukazuje na fleksibilniju i1 viSe odvijenu/odmotanu strukturu
ove frakcije u odnosu na druge dve ispitivane. Veéi rezultati za FC i1 FS ostvareni kod glutelina mogu
biti povezani sa njegovom sekundarnom strukturom koja bi mogla dovesti do veée adsorpcije i
boljeg preuredivanja na granici faza vazduh-voda. Stavise, rezultati svojstva penjenja glutelina bili su
u skladu sa njegovom vec¢om hidrofobnosc¢u, kao $to su prethodni rezultati pokazali.
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Slika 29. Svojstva penjenja ALB, GLO 1 GLU frakcija proteina leblebije; razliCita slova predstavljaju
statisticki znacajne razlike odredene prema Tukey-ovom testu na nivou p < 0,05

Dodatno, moZze se zapaziti dobro slaganje superiornijih rezultata za emulgujuce osobine i
svojstava penjenja kod glutelinske frakcije sa rezultatima za ova svojstva proteinskih izolata; naime,
proteinski izolati dobijeni alkalnom ekstrakcijom nakon enzimskog pretretmana pokazali su vece
vrednosti ovih funkcionalnih osobina u odnosu na izolat iz samo alkalne ekstrakcije, §to je u skladu
sa pretpostavkom da je u njima prisutan vec¢i udeo glutelina.
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4.4.7. In vitro antioksidativna aktivnost frakcija proteina leblebije

Pored funkcionalnih i1 nutritivnih svojstava, proteini imaju potencijal da uklone slobodne
radikale i zbog toga dodatno blagotvorno uticu na zdravlje ljudi. Upravo iz tog razloga odredivana je
in vitro antioksidativna aktivnost frakcija albumina, globulina i glutelina leblebije i to ABTS testom
a dobijeni rezultati prikazani su na slici 30.

Dobijeni rezultati su pokazali da je albuminska frakcija pokazala najvecu antioksidativnu
aktivnost, dok je u odnosu i na nju i na glutelinsku, globulinska frakcija pokazala statisticki znacajno
nizi rezultat. Visoka antioksidativnha aktivnost direktno je povezana sa jedinstvenim
aminokiselinskim sastavom, strukturom i karakteristikama bo¢nih grupa aminokiselina u molekulu
proteina (Matemu et al., 2021). Ranija istrazivanja su potvrdila vezu izmedu sadrzaja hidrofobnih
aminokiselina i moguénosti uklanjanja ABTS radikala; tako je wveci sadrzaj hidrofobnih
aminokiselina u glutelinskoj frakciji proteina pirinca rezultirao ve¢om antioksidativnom aktivnoscu
ove frakcije (Wang et al., 2016). Sli¢ni rezultati za dobru antioksidativnu aktivnost glutelinske
frakcije potvrdeni su i u istrazivanjima (Li et al., 2018), prema kojima je glutelin kokosa pokazao
bolju antioksidativnu aktivnost u odnosu na albuminsku i globulinsku frakciju. Pa ipak, iako je
ukupni sadrzaj hidrofobnih aminakiselina 1 udeo nasumiénih kalemova u glutelinu leblebije bio
najveci, antioksidativna aktivnost albumina je u ovim istrazivanjima pokazala najve¢i potencijal za
uklanjanje ABTS™ radikala, §to se moZe objasniti veéom ratvorljivo§éu ove frakcije u odnosu na
glutelinsku. Poznato je, naime, da je veca rastvorljivost proteina povezana sa njihovom vecom
antioksidativnom aktivno$c¢u, s obzirom da je na ovaj na¢in omogucen olaksan kontakt i interakcije
izmedu antioksidanta i reaktivnih radikalskih vrsta (Zou et al., 2016).
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Slika 30. /n vitro antioksidativna aktivnost albuminske, globulinske i glutelinske frakcije proteina
leblebije odredena ABTS metodom; razlicita slova predstavljaju statisticki znacajne razlike odredene
prema Tukey-ovom testu na nivou p < 0,05
4.5. Nanocestice pripremljene iz frakcija proteina leblebije

Jedan deo ispitivanja odnosio se na pripremu nanocestica od frakcija albumina, globulina i
glutelina leblebije primenom termickog tretmana i njihovu karakterizaciju, a dobijeni rezultati su
prikazani u narednim poglavljima. Analiziran je uticaj varijabli - vremena zagrevanja (10 1 20 min) i
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pH (7 1 9,3) na najvaznije karakteristike proteinskih nanocestica i to veli¢inu Cestica, stabilnost
tokom skladistenja 1 hidrofobnost, kao i na mutnocu nastalih disperzija. Odredeni su i kapaciteti
vezivanja hidrofilnih supstanci, na primeru askorbinske kiseline, i hidrofobnih supstanci, i to linolne
kiseline. Takode, izmerena je i in vitro antioksidativna aktivnost pripremljenih nanocestica. Sve
analizirane osobine sagledane su sa aspekta razlika u karakteristikama i svojstvima proteinskih
frakcija iz primenjenih ekstrakcionih protokola.

4.5.1. Mutnoc¢a disperzija proteinskih nanocestica

Vizuelni prikaz i vrednosti zamudcenja disperzija frakcija proteina leblebije zagrevanih na 90
°C tokom 10 i 20 min, na pH 7 i 9,3 prikazani su na slici 31 i tabeli 20. Ove dve vrednosti pH
izabrane su kao jedna bliska, a druga udaljena od izoelektri¢nih tacki frakcija albumina (pI 3.4),
globulina (pI 4,7) 1 glutelina (pl 4,4) koje su prethodno eksperimentalno odredene.

Tabela 20. Mutnoca disperzija ALB, GLO i GLU frakcija proteina leblebije u vodi

Mutnoca (4400 nm)

ALB GLO GLU
pH 7, bez tretmana 0,133+0,006" 0,189+0,016° 0,424+0,029°
pH 7, 10 min, 90 °C 0,319+0,001° 0,536+0,030° 0,712+0,002°
pH 7, 20 min, 90 °C 0,328+0,008" 0,533+0,033° 0,725+0,004

pH 9,3, bez tretmana 0,149+0,001° 0,136+0,015° 0,141+0,012°
pH 9,3, 10 min, 90 °C 0,169+0,001° 0,214:+0,004* 0,205+0,006"
pH 9,3, 20 min, 90 °C 0,174+0,001° 0,219+0,003? 0,207+0,007%

Uslovi termickog tretmana: 90 °C tokom 10 i 20 min na pH 7 i 9,3. Rezultati su prikazani kao aritmeticka sredina +
standardna devijacija (n = 3). Razlicita slova predstavljaju statisti¢ki znacajne razlike odredene prema Tukey-ovom testu
na nivou p < 0,05.

Rezultati su pokazali da je pH vrednost u velikoj meri uticala na intenzitet zamucenja
proteinskih disperzija nakon Sto su rastvori albumina, globulina i glutelina podvrgnuti termickom
tretmanu. Najvec¢e zamucenje je zabeleZeno kod nanocestica dobijenih iz GLU, zatim GLO i ALB
pri pH 7, dok je na pH 9,3 uocen sli¢an trend. Nakon termickog tretmana, sve proteinske frakcije su
pokazale veoma znaCajno povecanje zamucenja na obe vrednosti pH, uz zapazanje da je porast
zamucenja, u odnosu na rastvor bez tretmana, bio manji na viSoj pH vrednosti. Kao §to se moze
videti sa slike 31, povecanje zamucenja disperzija frakcija proteina leblebije pri nizem pH je bilo
uocljivije, kao moguca posledica intenzivnije agregacije proteina.

Poznato je da pod uticajem povisenih temperatura dolazi do otvaranja strukture proteina i
izlaganja hidrofobnih grupa na povrSinu molekula koje posledi¢no ucestvuju u hidrofobnim
interakcijama i1 dovode do agregacije proteina (Wang et al., 2010a). Najmanje vrednosti zamucenja
izmerene su kod albuminskih nanocestica, Sto se moZe objasniti ¢injenicom da je izolektri¢na tacka
ove proteinske frakcije najvise udaljena od pH vrednosti na kojima je izvoden termicki tretman.
Takode, poznato je da termicki tretman razli¢ito uti¢e na razliite tipove sekundarnih struktura u
molekulu proteina, pa se stoga razlike u mutno¢i mogu pripisati razli¢itom uticaju termickog
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tretmana na o-helikse 1 B-ravni/B-zavoje u sekundarnim strukturama albuminske, globulinske 1
glutelinske frakcije. U tom smislu postoji dobro slaganje izmedu vrednosti zamucenja i veli¢ine
stvorenih nanocestica, koje ¢e biti opisane u slede¢em poglavlju (4.5.2). Iz prikazanih rezultata se
takode moze zapaziti da produzetak termiCkog tretmana uglavnom nije doveo do vec¢ih promena u
mutno¢i kod svih pripremljenih nanocestica i na obe ispitivane vrednosti pH.

ALB

GLO

GLU

0 10 20 0 10 20

Slika 31. Vizuelni prikaz disperzija ALB, GLO 1 GLU leblebije; termicki tretman: 90 °C, 10 1 20
min, pH 719,3

4.5.2. Raspodela veli¢ina proteinskih nanocestica

Da bi se bolje okarakterisale pripremljene nanocestice 1 objasnile potencijalne razlike u
promeni strukture proteinskih frakcija nakon zagrevanja, pored mutnoce analizirana je i veli¢ina
Cestica 1 indeks polidisperznosti (PdI) svih pripremljenih nanostruktura. Raspodela veli¢ine Cestica
(PSD) netretiranih i termicki tretiranih rastvora proteinskih frakcija prikazana je na slici S3. Rezultati
PSD-a pokazuju da je toplotni tretman izazvao povecanje srednjeg precnika svih proteinskih frakcija
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1 omogucio stvaranje nanostruktura sa pre¢nikom manjim od 100 nm. Kao $to je poznato, termicki
tretman uzrokuje intenzivnu agregaciju proteina (Mession et al., 2013; Tang et al., 2019), koja je u
ovom ekperimentu bila pra¢ena stvaranjem proteinskih nanocestica ve¢ih dimenzija u odnosu na
dimenzije molekula proteina u rastvorima frakcija pre termiCkog tretmana 1 stoga veéim
zamucenjem. Kao §to je bio slucaj kod proteinskih izolata, tako je i kod frakcija proteina leblebije
zagrevanje iznad temperature denaturacije verovatno dovelo do delimi¢nog razvijajanja strukture
proteina i izlaganja hidrofobnih grupa na povrSinu molekula, $to je moglo favorizovati njihovu
agregaciju. Variranjem vremena termickog tretmana i vrednosti pH dobijene su nanocestice razlicitih
veli¢ina u rasponu od 23 do 405 nm (tabela 21). Razlike u veli¢ini nanocCestica pripremljenih od
frakcija proteina leblebije mogu se objasniti razlikama u sadrzaju sekundarnih strukturnih
komponenata (a-heliksa, B-ravani/B-zavoja) jer razgradnja ovih struktura moze dovesti do razlika u
pripremljenim nanocesticama i njihovim veli¢inama.

Tabela 21. Parametri veli¢ine nanocCestica pripremljenih termickim tretmanom ALB, GLO i GLU
frakcija proteina leblebije

Pik 1 (nm) Pik 2 (nm) Srednji prec¢nik (nm) PdI

ALB

pH 7, bez tretmana 11+0 - 74+3 0,552+0,009
pH 7, 10 min, 90 °C 59+11 - 105+4 0,171+0,005
pH 7, 20 min, 90 °C 56+8 - 85+2 0,173+0,006
pH 9,3, bez tretmana 1141 - 64+5 0,541+0,036
pH 9.3, 10 min, 90 °C 27+2 - 7642 0,467+0,003
pH 9.3, 20 min, 90 °C 26+2 - 70+1 0,401+0,011
GLO

pH 7, bez tretmana 18+0 - 872 0,515+0,037
pH 7, 10 min, 90 °C 79+1 - 97+4 0,241+0,004
pH 7, 20 min, 90 °C 75+4 - 100+6 0,260+0,004
pH 9,3, bez tretmana 1240 - 7440 0,566+0,015
pH 9,3, 10 min, 90 °C 40+1 - 7142 0,275+0,032
pH 9,3, 20 min, 90 °C 35+2 - 77+2 0,416+0,012
GLU

pH 7, bez tretmana 2742 - 164+1 0,466+0,025
pH 7, 10 min, 90 °C 83+3 (54%) 405+16 (46%) 166+3 0,280-+0,008
pH 7, 20 min, 90 °C 84+6 (50%) 377+25 (48%) 176+3 0,315+0,026
pH 9,3, bez tretmana 14+0 - 4042 0,532+0,023
pH 9,3, 10 min, 90 °C 2443 - 66=+1 0,290-+0,033
pH 9,3, 20 min, 90 °C 26+2 - 66+1 0,232+0,010

Uslovi termickog tretmana: 90 °C tokom 10 i 20 min na pH 71 9,3.
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Najvece Cestice su pripremljene iz GLU na pH 7, Sto se moze objasniti relativno najvecim
udelom nasumic¢nih kalemova u sekundarnoj strukturi ove frakcije, za koje se moze pretpostaviti da
su se transformisali tokom termickog tretmana u B-ravni (tabela 22), kao §to je prethodno sugerisano
(Lin et al., 2004, 2002). Proteinske nanocestice najmanjeg precnika su takode pripremljene od GLU
frakcije ali na pH 9,3, verovatno zbog stabilnijih a-heliksa prisutnih u njegovoj strukturi i dodatno
manjeg gubitka sadrzaja B-ravni, u skladu sa prethodnim istrazivanjima (Wang et al., 2014). Pored
nanocCestica pripremljenih iz glutelina, na viSoj ispitivanoj pH dobijene su i manje veli¢ine
nanocCestica pripremljenih iz ALB frakcije, moguce je i zbog toga Sto je ovu frakciju proteina
odlikovalo prisustvo proteina nizih molekulskih masa u netretiranom rastvoru (slika 25).

Tabela 22. Udeo komponenata sekundarne strukture u proteinskim nanocesticama pripremljenim
termickim tretmanom frakcija proteina leblebije na osnovu FTIR analize

a-heliks B-ravan nasumic¢ni kalemovi B-zavoji
ALB
pH 7, bez tretmana 23 57 - 20
pH 7, 10 min, 90 °C 37 33 18 12
pH 9.3, 10 min, 90 °C 29 33 23 16
GLO
pH 7, bez tretmana 27 53 5 16
pH 7, 10 min, 90 °C 31 43 9 15
pH 9.3, 10 min, 90 °C 30 39 17 13
GLU
pH 7, bez tretmana 31 33 20 14
pH 7, 10 min, 90 °C 29 42 16 12
pH 9.3, 10 min, 90 °C 19 31 29 20

Monomodalni PSD je dobijen za sve uzorke (pripremljene nanocestice, kao i za sve
netretirane rastvore frakcija proteina) na obe vrednosti pH, sa izuzetkom bimodalnog PSD nakon 10 1
20 minuta zagrevanja na pH 7 glutelinske frakcije proteina. Rezultati za vrednosti Pdl su pokazali
smanjenje u poredenju sa rastvorima netretiranih proteina (<0,4), Sto ukazuje na umerenu
polidisperznost (Sengupta and Sarkar, 2022). Srednji precnik Cestica 1 zamucenje su porasli tokom
prvih 10 minuta zagrevanja, Sto ukazuje da se tokom ovog perioda deSavala ubrzana agregacija
proteina. Veli¢ina Cestica 1 zamucenje su ostali relativno konstantni u narednih 10 minuta termickog
tretmana (od 10 do 20 min), Sto sugeriSe da nije bilo dalje promene ove karakteristike Cestica.

Kao §to je ve¢ diskutovano, termicki tretman je imao efekta na sekundarnu strukturu
albuminske, globulinske i glutelinske frakcije leblebije. Generalno, termicki tretman je doveo do
smanjenja sadrzaja B-ravni 1 -zavoja, i povecanja sadrzaja a-heliksa i nasumi¢nih kalemova (tabela
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22). Poznato je da globulinska frakcija biljnih proteina termostabilnija, odnosno da poseduje visu
temperaturu denaturacije u odnosu na druge dve ispitivane frakcije (Gorinstein et al., 1996). Stoga je
bilo razumljivo da se izrazitije povecanje sadrzaja nasumicnih kalemova, kao razmotanijih oblika
sekundarne strukture, dogodilo u albuminskoj i glutelinskoj frakciji.

Kao 1 kod proteinskih izolata, tako je i kod svih pripremljenih nanocestica iz frakcija proteina
leblebije bilo prisutno smanjenje sadrzaja B-ravni $to se moze objasniti njihovim ucestvovanjem u
formiranju agregata putem stvaranja intermolekularnih B-ravni (Fink, 1998; Nowick, 2008). Kako se
one uvek nalaze u unutra$njosti proteinskog molekula, delimi¢ni gubitak strukture f-ravni ukazuje
na odvijanje strukture proteina i izlaganje hidrofobnih mesta koja mogu da interaguju jedno sa
drugim i izazovu agregaciju (Wang et al., 2014). S tim u vezi, pokazano je da povecanje sadrzaja

nasumic¢nih kalemova umnogome doprinosi povecanju hidrofobnosti proteinskih nanocestica (Wang
etal.,2011).

4.5.3. Stabilnost proteinskih nanocestica tokom skladistenja

Na osnovu podataka o stabilnosti nanoCestica moze se pretpostaviti da 1i ¢e pripremljene
nanocestice ostati stabilne ili se degradirati tokom odredenog vremena, §to je od velike vaznosti za
njihovu primenu. Da bi se ispitala stabilnost pripremljenih nanocestica, srednji precnik i zeta
potencijal mereni su u periodu od 7 dana tokom skladiStenja na 4 °C i dobijeni rezultati su
predstavljeni na slici 32.
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Slika 32. Srednji precnik 1 zeta potencijal proteinskih nanocestica pripremljenih iz a) ALB b) GLO 1
¢) GLU frakcija proteina leblebije, mereni u periodu od 7 dana tokom skladistenja na 4 °C
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Pri pH 7, nakon 7 dana skladiStenja na 4 °C, sve nanocCestice pripremljene iz proteinskih
frakcija pokazale su postojanu stabilnost 1 male promene u veli¢ini Cestica. Ove promene su bile
uocljivije kod nanocestica pripremljenih termickim tretmanom u trajanju od 20 min nego kod onih
dobijenih nakon 10 min zagrevanja. Kod GLO I GLU nanocestica uoceno je povecanje srednjeg
pre¢nika od 5% 1 15%, redom, dok kod ALB nanocestica povecanje srednjeg prec¢nika nije bilo
statisticki znacajno. Dobijeni rezultati su u saglasnosti sa promenama u zeta potencijalu; veoma
znacajno (p < 0,01) povecanje negativnog povrsinskog naelektrisanja bilo je izmereno za nanocestice
iz GLU 1 GLO frakcija, dok kod ALB nanocestica nije doSlo do promena u zeta potencijalu.
Povecanje negativnog povrsinskog naelektrisanja desava se usled odvijanja proteinskih nanocestica i
promena u njihovom srednjem precniku koji dovode do izlaganja naelektrisanih aminokiselina i s tim
povecanja vrednosti zeta potencijala (Fan et al., 2021).

Pri pH 9,3 nisu uocene statisticki znacajne promene u srednjem precniku kod ALB i GLU
nanocestica dobijenih termi¢kim tretmanom nakon 10 min i 20 min, $to je ukazalo na njihovu veliku
stabilnost. Kod GLO proteinske frakcije uoc¢eno je smanjenje srednjeg precnika od 28% i 10% kod
nanocestica pripremljenih zagrevanjem u intervalu od 10 min i 20 min, redom. Ovi rezultati bili su
praceni razlikama u zeta potencijalu; kod GLO nanocestica doSlo je do smanjenja negativnog
povrsinskog naelektrisanja, §to je bilo u skladu sa pretpostavkom da su stvorene Cestice izgubile deo
svoje nanostrukture (Freitas and Miiller, 1998).

4.5.4. Povrsinska hidrofobnost proteinskih nanocestica

Pored povrSinskog naelektrisanja, povrSinska hidrofobnost proteina takode predstavlja vazan
parametar koji utice na njihovu ukupnu funkcionalnost (Liu and Tang, 2013). Rezultati povrSinske
hidrofobnosti rastvora nativnih frakcija proteina leblebije 1 pripremljenih nanocestica prikazani su na
slici 33. Dobijeni rezultati pokazuju da je povrSinska hidrofobnost nanoCestica iz sve tri ispitivane
frakcije nakon termickog tretmana bila znacajno (p < 0,05) povecana u poredenju sa netretiranim
rastvorima frakcija. Kao S$to je i ranije napomenuto, termicki tretman dovodi do odmotavanja
tercijerne strukture i izlaganja hidrofobnih ostataka (koji se generalno nalaze u unutraSnjosti
molekula), §to posledi¢no utice na povecanje povrsinske hidrofobnosti molekula proteina.

Najvece vrednosti povrSinske hidrofobnosti dobijene su za nanocestice pripremljene od GLU
1 ALB na pH 9,3. Ovakvi rezultati mogu se objasniti veCom povrSinskom hidrofobnosS¢u nativne
glutelinske frakcije (slika 26), ali 1 termickim tretmanom koji je doprineo razmotavanju strukture
proteina ove frakcije, pa time i pove¢anju ove osobine njihovih povrsina. Sto se ti¢e albuminske
frakcije, uoCeno je povecanje sadrzaja nasumicnih kalemova kao elemenata sekundarne strukture
nakon termickog tretmana (tabela 22), $to je verovatno doprinelo fleksibilnijoj strukturi i veéim
vrednostima povrSinske hidrofobnosti kod ovih nanocestica. Povecanje vrednosti povrSinske
hidrofobnosti kod albuminske frakcije u saglasnosti je sa rezultatima 7ang et al. (2019) koji su
takode pokazali da se zagrevanjem povecala povrSinska hidrofobnost albuminske frakcije dobijene iz
ljuski pirin¢a. Ve¢ izneta konstatacija da povecanje sadrzaja nasumic¢nih kalemova umnogome
doprinosi povecanju hidrofobnosti kod proteinskih nanocestica (Wang et al., 2011) je u saglasnosti
sa rezultatima povecanjog sadrzaja nasumi¢nih kalemova (tabela 22) sa vecom povrSinskom
hidrofobnos¢u kod pripremljenih nanocestica iz albuminske 1 glutelinske frakcije.
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Slika 33. PovrSinska hidrofobnost proteinskih nanocestica pripremljenih iz ALB, GLO i GLU
leblebije; termicki tretman: 90 °C tokom 10 1 20 min na pH 7 1 9,3; Rezultati su prikazani kao
aritmeticka sredina + standardna devijacija (n = 3). Razlic¢ita slova predstavljaju statisticki znacajne
razlike odredene prema Tukey-ovom testu na nivou p < 0,05.

4.5.5. Kapacitet proteinskih nanocestica za vezivanja linolne kiseline

Sposobnost proteina da vezuju razli¢ita bioaktivna jedinjenja usko je povezana sa prisustvom
hidrofobnih/hidrofilnih regiona na njihovoj povrSini. Sposobnost nanocestica pripremljenih od
frakcija albumina, globulina i glutelina da vezu hidrofobnu linolnu kiselinu je ispitana i dobijeni
rezultati su prikazani na slici 34.
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Slika 34. Kapaciteti proteinskih nanocestica dobijenih termickim tretmanom ALB, GLO 1 GLU
leblebije za vezivanje LA; termicki tretman: 90 °C tokom 10 1 20 min na pH 71 9,3. Rezultati su
prikazani kao aritmeticka sredina + standardna devijacija (n = 3). RazliCita slova predstavljaju
statisti¢ki znacajne razlike odredene prema Tukey-ovom testu na nivou p < 0,05.

Sve pripremljene nanocestice su pokazale statisticki visoko znacajno (p < 0,001) povecanje
kapaciteta vezivanja LA u poredenju sa netretiranim frakcijama proteina, osim onih pripremljenih iz
GLO posle 20 min tretmana na pH 7. Povecani kapacitet vezivanja LA moze biti povezan sa
¢injenicom da tokom termickog tretmana dolazi do izlaganja hidrofobnih amino kiselina 1 stvaranja
novih mesta za vezivanje razliCitih bioaktivnih molekula, $to je prethodno i pokazano (slika 33).
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Najveci kapacitet vezivanja ostvaren je kod nanocestica dobijenih iz ALB frakcije na obe ispitivane
pH vrednosti, napH 719,31 to 58 1 67%, redom.

Tabela 23. Parametri veli¢ine nanoestica i odnos povrsinska hidrofobnost/povrsina nanocestica™**
pripremljenih od ALB, GLO i GLU frakcija proteina leblebije

Frakcija proteina A (nm?) V (nm®) A/V(1/nm)  PH/A (ug BPB/nm?)
leblebije

ALB

pH 7, 10 min, 90 °C 1,38x10° 60,58x10°* 0,23 7,75x10°
pH 7, 20 min, 90 °C 9,07x10* 32,14x10°* 0,29 13,09x10°
pH 9,3, 10 min, 90 °C 7 75x1¢* 22,97x10" 0,31 17,34x10°
pH 9,3, 20 min, 90 °C ¢ 15x10* 17,95x10* 0,34 23,31x107
GLO

pH 7, 10 min, 90 °C 1,18x10° 47,76x10" 0,25 7,02x107
pH 7, 20 min, 90 °C 1,26x10° 52,33x10* 0,24 8,73x10°
pH 9,3, 10 min, 90 °C g 3351¢* 18,73x10* 0,34 17,83x107°
PH 9,3,20 min, 90°C 7 45x1¢* 23,89x10* 0,31 14,84x107°
GLU

pH 7, 10 min, 90 °C 3,46x10° 23,94x10° 0,14 2,12x107
pH 7, 20 min, 90 °C 3,89x10° 28,53x10° 0,13 2,10x107°
pH 9.3, 10 min, 90 °C 5 47, 10* 15,04x10* 0,36 15,95x107°
pH 9,3 20 min, 90 °C 5,47x10* 15,04x10* 0,36 12,50x107

* povrSina — 4; zapremina — V; odnos povrSina/zapremina - A/V;

** odnos povrsinska hidrofobnost/povrSina nanocestica — PH/A

S obzirom da se, generalno, moglo zakljuciti da se sa povecanjem vrednosti pH na kojoj je
voden tretman povecao i1 kapacitet nanocestica za vezivanje linolne kiseline, dobijeni rezultati su
analizirani i1 sa aspekta vaznih parametara pripremljenih nanocestica (tabela 23). Analiza rezultata je
pokazala da se ovaj fenomen moZe objasniti ¢injenicom da se na viSoj pH vrednosti stvaraju
nanocestice manje velicine, za koje je karakteristi¢an ve¢i odnos povrSine 1 zapremine; to znaci da je
odnos povrSinske hidrofobnosti i povrSine za nanocestice manje veli¢ine/zapremine veci nego za
nanocCestice ve¢ih dimenzija (Sponton et al., 2017), Sto se moze videti i1 iz brojnih vrednosti za V' i
PH/A. Rezultati za parametre veli¢ine nanocCestica, kao i odnosa njihove hidrofobnosti i povrSine su
bili konzistentni sa onima za vezivanje LA; pokazalo se, naime, da su nanocestic pripremljene
termickim tretmanom albuminske frakcije na pH 9,3, koje su imale najve¢i PH/A, imale 1 najveci
kapacitet vezivanja linolne kiseline.

84



Doktorska disertacija Milica Perovié

4.5.6. Kapacitet proteinskih nanocestica za vezivanja askorbinske Kkiseline

Proteinske nanocestice mogu se koristiti kao sistemi koji ¢e omoguciti efikasnu isporuku
bioaktivnih jedinjenja i posti¢i poveéanje njihove biodostupnosti. Askorbinska kiselina, kao primer
hidrofilnog bioaktivnog jedinjenja, Siroko je poznata po svojim izrazitim antioksidativnim
svojstvima. U ekperimentima su kori$¢ene nanocestice koje su imale najvece (pH 7, 10 min, 90 °C) i
najmanje (pH 9,3 10 min, 90 °C) dimenzije, kao i odgovarajuce frakcije proteina leblebije u
nativnom stanju. Rezultati konstanti vezivanja frakcija proteina leblebije 1 od njih pripremljenih
nanocestica za askorbinsku kiselinu prikazani su u tabeli 24.

Tabela 24. Konstante vezivanja nanocestica dobijenih termickim tretmanom frakcija proteina
leblebije za askorbinsku kiselinu

Konstanta vezivanja (I/mol)

ALB GLO GLU

pH7 6,14x10" 9,57x10' 5,08x10'
pH 7, 10 min, 90 °C 4,00x10" 7,24x10' 4,35x10'
pH9.3 1,62x10 5,82x10" 1,15x10'
pH 9,3, 20 min, 90 °C 1,03x10 1,26x10 3,76x10'

Uslovi termickog tretmana: 90 °C tokom 101 20 min na pH 71 9,3.

Iz poredenja konstanti vezivanja frakcija proteina leblebije 1 odgovaraju¢ih nanocestica
pripremljenih termickim tretmanom moze se zakljuciti da je primenjeni protokol, generalno, izazvao
smanjenje ovog parametra vezivanja askorbinske kiseline. ObjaSnjenje se mozZe pronaci u ¢injenici
da je termicCki tretman produkovao proteinske nanocestice sa ve¢om hidrofobnoséu po jedinici
povrsine u odnosu na nativne frakcije, $to je moglo negativno da se odrazi na vezivanje hidrofilnog
jedinjenja kakvo je askorbinska kiselina. U tom smislu su, moZe se sa sigurno$¢u pretpostaviti,
konformacione promene u strukturi proteina, koje su odgovorne za povecanje hidrofobnosti
povrSine, uzrokovale smanjeno vezivanje askorbinske kiseline. Istovremeno, manje vrednosti
hidrofobnosti povrSine izmerene za GLO nanocestice verovatno su bile odgovorne za ve¢u konstantu
vezivanja askorbinske (a takode 1 manji kapacitet vezivanja linolne kiseline), u odnosu na
nanocestice pripremljene iz druge dve frakcije proteina leblebije.

Treba, takode, primetiti da su nanocestice pripremljene iz sve tri frakcije proteina leblebije
imale nize konstante vezivanja askorbinske kiseline na vi$oj pH vrednosti termickog tretmana, §to je
u skladu sa diskusijom ne samo o uticaju hidrofobnosti, ve¢ i veli¢ine nanocestica, odnosno odnosa
PH/A (slika 33 i tabela 23).

4.5.7. In vitro antioksidativna aktivnost proteinskih nanocestica

Antioksidativna svojstva razli¢itih nanostruktura trenutno se intenzivno proucavaju u cilju
otkrivanja njihovih pozitivnih efekata na ljudsko zdravlje (Samrot et al., 2022). Rezultati in vitro
antioksidativne aktivnosti nanocestica pripremljenih od frakcija albumina, globulina 1 glutelina
leblebije, uporedo sa aktivnoSc¢u nativnih rastvora prikazani su na slici 35.
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Slika 35. In vitro antioksidativna aktivnost proteinskih nanocestica pripremljenih iz ALB, GLO 1
GLU frakcija leblebije odredena ABTS testom. Rezultati su prikazani kao aritmeticka sredina +
standardna devijacija (n = 3). Razli¢ita slova predstavljaju statisticki znacajne razlike odredene

prema Tukey-ovom testu na nivou p < 0,05.

Dobijeni rezultati su pokazali da je termicki tretman znaajno doprineo povecanju
antioksidativnog potencijala svih pripremljenih nanocestica, ocenjenog njihovom sposobnoS¢u da
uklone ABTS™" radikale. Nanodestice su pokazale povec¢anje antioksidativne aktivnosti od 14% do
67% pri pH 7, 1 od 26% do 75% pri pH 9,3 u poredenju sa odgovaraju¢im proteinskim frakcijama
koje nisu bile podvrgnute termickom tretmanu. Nakon termickog tretmana, antioksidativna aktivnost
je blago porasla kod albuminskih 1 glutelinskih nanocestica, dok je povecanje bilo uocljivije 1
intenzivnije kod globulinskih nanocestica. Dobijeni rezultati povecane antioksidativne aktivnosti
nanocestica mogu biti objasnjeni povecanjem povrSinske hidrofobnosti nakon termickog tretmana
koje mozZe biti odgovorno za ostvarivanje hidrofobnih interakcija, ¢ime se, prema literaturnim
podacima, olakSava njihova interakcija sa slobodnim radikalima i omogucava uklanjanje ovih
reaktivnih vrsta (Yuan et al., 2018; Zou et al., 2016).

Ipak, generalno gledano, albuminska frakcija proteina leblebije dala je nanocCestice sa
najve¢om antioksidativnom aktivnoS¢u; ova frakcija je 1 u nativnom stanju pokazala najvecu
sposobnost uklanjanja ABTS™ radikala (slika 23) §to se moZe objasniti najve¢om rastvorljivoséu ove
frakcije, kao vaznog svojstva u pogledu omogucavanja kontakta i interakcije izmedu antioksidanta i
reaktivnih radikalskih vrsta (Zou et al., 2016).

86



5. Zakljucci






Doktorska disertacija Milica Perovié

Iz istrazivanja sprovedenih u okviru ove doktorske disertacije proistekli su slede¢i zakljucci:

% Enzimi za razgradnju Ccelijskog zida biljaka, koji su pojedinacno ili u razli¢itim
kombinacijama testirani u tretmanu obezmasc¢enog semena leblebije pre alkalne ekstrakcije,
omogucili su znacajno povecanje koncentracije proteina leblebije u ekstraktu, u odnosu na
alkalnu i kontrolnu ekstrakciju. Medu njima, najvece vrednosti merenog pokazatelja
efikasnosti pretretmana ostvarene su u ARA, (X+C) i X ekstrakcijama, sa znacajnom
razlikom u odnosu na ALK i K ekstrakcije.

% Alkalnim postupkom ekstrahovano je priblizno dve treé¢ine ukupnih proteina iz obezmascene

leblebije, odnosno njegova efikasnost je iznosila 68%. Kada je primenjen enzimski
pretretman, bez obzira da li je koriS¢ena pojedinacna arabinofuranozidaza ili kombinacija
celulaza i ksilanaze, doslo je do skoro potpune ekstrakcije proteina iz obezmascéene leblebije,
Sto je rezultiralo efikasnos¢u ekstrakcije iznad 90% u oba sluCaja. Enzimski pretretman
omogucio je veoma znacajno poboljSanje prinosa proteina i efikasnosti ekstrakcije za vise od
25% u poredenju sa samom alkalnom ekstrakcijom.

R

% Na osnovu FTIR analize zaklju¢eno je da su postojale znacajne razlike medu ALK-, ARA- 1
(X+C)-proteinskim izolatima koje su se najviSe odnosile na sadrzaj a-heliksa i B-ravni/B-
zavoja; naime udeo a-heliksa u sekundarnoj strukturi proteina bio je ve¢i u ARA- 1 (X+C)-
izolatima 1, suprotno, udeo B-ravni bio je ve¢i u sekundarnoj strukturi ALK izolata. Ove
razlike mogu ukazivati na razlicit sastav izolata u smislu odnosa izmedu albumina, globulina
1 glutelina u njima, kao rezultata razliCitih protokola ekstrakcije. FTIR analiza frakcija
proteina pokazala je da je u albuminskoj i globulinskoj frakciji proteina leblebije bio
dominantan udeo B-ravni dok je glutelinska frakcija sadrzala veci procenat nasumi¢nih
kalemova 1 a-heliksa u odnosu na druge dve. Stoga su rezultati FTIR analize proteinskih
izolata dobijenih iz enzimski potpomognutih ekstrakcija bili konzistentni sa rezultatima FTIR
analize frakcija proteina i1 pretpostavkom da je u izolatima dobijenim u enzimima
potpomognutim ekstrakcijama bio povecan udeo glutelinske frakcije.

% SDS PAGE je pokazala slican proteinski profil ALK-, ARA- i (X+C)-izolata sa trakama
karakteristicnim za proteine leblebije, s tom razlikom da je u izolatima dobijenim u
ekstrakcijama potpomognutim enzimima proteinska traka na ~55 kDa bila izraZenija u
poredenju sa izolatom iz alkalne ekstrakcije. Ova proteinska traka se moze pripisati jednoj od
podjedinica glutelina, ¢ije izrazenije je prisustvo bilo omogucéeno poboljSanim oslobadanjem
ove frakcije iz kotiledona i omotaca semena leblebije primenom enzima. Pretpostavka o
ve¢em prisustvu glutelinske frakcije u izolatima dobijenim ekstrakcijama potpomognutim
enzimima potvrdena je rezultatima analize elektroforetskih profila frakcija proteina leblebije;
oni su pokazali da je za ALB frakciju bilo karakteristicno postojanje traka manjih
molekulskih masa od ~7 1 ~25 kDa, GLO frakciju postojanje najintenzivnijih traka sa
molekulskim masama od 20 kDa i 35 kDa, dok je traka na ~55 kDa u glutelina leblebije
predstavljala tipi¢nu podjedinicu ove frakcije.

K2

+ Rezultati aminokiselinskog sastava su pokazali da su u svim proteinskim izolatima leblebije
dominantno bile prisutne glutaminska 1 asparaginska kiselina, dok su slede¢e po
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zastupljenosti bile arginin 1 leucin. Enzimski tretman doveo je do veoma znacajnog povecanja
sadrzaja tirozina i smanjenja sadrzaja glutaminske kiseline 1 valina u enzimski ekstrahovanim
proteinskim izolatima u odnosu na alkalni izolat. Ovi rezultati su bili u dobroj saglasnosti sa
rezultatima analize aminokiselinskog sastava frakcija proteina; naime sve frakcije su imale
najveci sadrzaj glutaminske i asparaginske kiseline. Takode, znacajno veci sadrzaj tirozina u
izolatima iz enzimima potpomognutih ekstrakcija je bio u dobroj saglasnosti sa znacajno
ve¢im sadrzajem ove aminokiseline u glutelinskoj frakciji proteina leblebije u odnosu na
druge dve frakcije proteina.

Primena individualne arabinofuranozidaze i kombinacije celulaza i1 ksilanaze u tretmanima
koje su prethodili alkalnoj ekstrakciji povecala je rastvorljivost proteinskih izolata u
poredenju sa izolatom iz alkalne ekstrakcije. Vece vrednosti WHC-a 1 OHC-a, bolje
emulgujuce karakteristike i svojstava penjenja su takode dobijene za ARA- i (X+C)-izolate u
odnosu na ALK izolat. S druge strane, funkcionalne osobine frakcija proteina su pokazale
dobro slaganje superiornijih rezultata kapaciteta zadrzavanja vode i ulja, emulguju¢ih osobina
i svojstava penjenja kod glutelinske frakcije (u odnosu na druge dve frakcije) sa rezultatima
za ova svojstva proteinskih izolata. Ovo je predstavljalo jo§ jedan pokazatelj da su proteinski
izolati dobijeni alkalnom ekstrakcijom nakon enzimskog pretretmana ispoljili superiornije
funkcionalne osobine zbog povecanog udela glutelina u njima.

Pored poboljSanja funkcionalnih osobina, enzimski pretretman je veoma znacajno povecao
antioksidativni potencijal alkalnog proteinskog izolata meren njegovom sposobnoS¢u da
ukloni ABTS™ radikale. Pretretman arabinofuranozidazom, i kombinacijom celulaza i
ksilanaze poboljSao je in vitro antioksidativnu aktivnost alkalnog izolata za 70%, odnosno
vise od 100%, redom. S druge strane, analiza in vitro antioksidativne aktivnosti frakcija
proteina leblebije pokazala je da je albuminska frakcija ispoljila najve¢u a globulinska
najmanju sposobnost uklanjanja ABTS™ radikala. Dobijeni rezultati mogu biti objasnjeni
¢injenicom da neke osobine proteinskog izolata mogu predstavljati sloZzenu a ne jednostavnu
zbirnu funkciju pojedinacnih svojstava proteinskih frakcija, pa tako i1 svojstva proteinskih
izolata mogu biti bolja od zbira doprinosa pojedinacnih frakcija koje se u njima nalaze.

Preparativnom hromatografijom sa hidrofobnim interakcijama razdvojeni su proteini ARA-
izolata leblebije. Analiza elemenata sekundarne strukture proteina eluiranih u gradijentnim
koracima je pokazala da je najveci sadrzaj B-ravni bio u onim frakcijama koje su poslednje
eluirane sa kolone, i obrnuto. Proteinski profili eluiranih frakcija su potvrdili da su, u
primenjenim uslovima, frakcije relativno najvece hidrofobnosti imale proteinske trake na ~70
kDa, kao podjedinice globulina leblebije, i trake nizih molekulskih masa, kao proteina
albuminske frakcije, koje nisu bile uocene u drugim frakcijama. Hidrofobnije frakcije su
takode ispoljile vecu in vitro antioksidativnu aktivnost u odnosu na ostale, $to je u saglasnosti
sa pretpostavkom da jace hidrofobne interakcija poboljSavaju kontakt sa slobodnim
radikalima i olakSavaju njihovo uklanjanje.

Najmanje nanocestice pripremljene su od proteinskog izolata dobijenog iz alkalne ekstrakcije
potpomognute kombinacijom celulaza i ksilanaze, pri vecoj ispitivanoj vrednosti pH. Ove
nanocestice pokazale su i bolju stabilnost tokom skladiStenja i ve¢u antioksidativnu aktivnost
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u odnosu na nanocestice pripremljene od alkalnog izolata. Proteinski izolat ekstrahovan uz
pomo¢ arabinofuranozidaze omogucio je pripremu nanocestica sa najveéim kapacitetom
vezivanja linolne kiseline na obe ispitivane pH. Rezultati karakteristika nanostruktura
dobijenih iz frakcija proteina leblebije su pokazali da nanocestice dobijene od glutelinske
frakcije poseduju najmanju veli¢inu nanocestica, veliku stabilnost tokom skladistenja kao i
visoku in vitro antioksidativnu aktivnost. Primeceno je dobro slaganje superiornijih rezultata
nanocCestica pripremljenih iz glutelinske frakcije sa rezultatima za ova svojstva nanocestica
pripremljenih od proteinskih izolata iz enzimima potpomognutih ekstrakcija, $to je u skladu
sa pretpostavkom da je u njima prisutan veéi udeo glutelina. Dodatno, nanocestice
pripremljene od albuminske frakcije pokazale su generalno veci kapacitet vezivanja linolne
kiseline, kao slozene funkcije veli¢ine i povrSinske hidrofobnosti, u odnosu na nanocestice iz
druge dve frakcije, uz takode izrazenu in vitro antioksidativnu aktivnost.
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Slika S2. Proteinski profili standarda (staza M) i albuminske (staza 1), globulinske (staza 2) 1
glutelinske (staza 3) frakcije proteina leblebije (u 1 mol/l amonijum-sulfatu) dobijeni SDS-
poliakrilamidnom gel elektroforezom
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nanostrukture pogodne za unapredenu primenu

Naziv institucije/institucija u okviru kojih se sprovodi istrazivanje

Univerzitet u Novom Sadu, Tehnoloski fakultet Novi Sad

Naziv programa u okviru kog se realizuje istraZivanje

Istrazivanja obuhvacena ovom doktorskom disertacijom finansirana su od strane Ministarstva

prosvete, nauke i1 tehnoloskog razvoja Republike Srbije, u okviru nacionalnog programa 451-03-
68/2022-14/200134

1. Opis podataka

1.1 Vrsta studije

Ukratko opisati tip studije u okviru koje se podaci prikupljaju
Doktorska disertacija

1.2 Vrste podataka
a) kvantitativni
0) kvalitativni

1.3. Nacin prikupljanja podataka

a) ankete, upitnici, testovi

b) klinicke procene, medicinski zapisi, elektronski zdravstveni zapisi
V) genotipovi: navesti vrstu
g) administrativni podaci: navesti vrstu
d) uzorci tkiva: navesti vrstu
d) snimci, fotografije: navesti vrstu fotografije ispitivanih uzoraka
e) tekst, navesti vrstu  naucna literatura

7) mapa, navesti vrstu
z) ostalo: opisati  primena instrumentalnih analiza

1.3 Format podataka, upotrebljene skale, koli¢ina podataka

1.3.1 Upotrebljeni softver i format datoteke:
a) Excel fajl, datoteka .xls
b) SPSS fajl, datoteka
c) PDF fajl, datoteka

d) Tekst fajl, datoteka .doc
e) JPG fajl, datoteka .jpeg .tiff
f) Ostalo, datoteka statisticki softver Statistica 10.0
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1.3.2. Broj zapisa (kod kvantitativnih podataka)
a) broj varijabli veliki broj
b) broj merenja (ispitanika, procena, snimaka i sl.) veliki broj

1.3.3. Ponovljena merenja
a) da
b) ne

Ukoliko je odgovor da, odgovoriti na sledeca pitanja:

a) vremenski razmak izmedu ponovljenih merenja je izmedu nekoliko minuta i nekoliko dana
b) varijable koje se viSe puta mere odnose se na sve eksperimentalne analize

V) nove verzije fajlova koji sadrZe ponovljena merenja su imenovane kao

Napomene:

Da li formati i softver omogucavaju deljenje i dugorocnu validnost podataka?
a) Da
b) Ne

Ako je odgovor ne, obrazlozZiti

2. Prikupljanje podataka

2.1 Metodologija za prikupljanje/generisanje podataka

2.1.1. U okviru kog istrazivackog nacrta su podaci prikupljeni?

a) eksperiment, navesti tip  hemijska analiza

b) korelaciono istrazivanje, navesti tip

¢) analiza teksta, navesti tip tumacenje dobijenih rezultata, izvodenje zaklju€aka i poredenje sa
literaturnim podacima

d) ostalo, navesti Sta

2.1.2 Navesti vrste mernih instrumenata ili standarde podataka specificnih za odredenu naucnu
disciplinu (ako postoje).

e Liofilizator Martin Crist Alpha LSC 2-4

e HPLC sistem Agilent 1290 Infinity 1

¢ Spektrofotometar Bruker ALPHA

e Aminoanalizator Biochrom 30+

eomniPAGE Vertical Electrophoresis System

e Homogenizator Ultra-Turrax T-25

e Zetasizer Nano ZS90

¢ Obrada podataka statisti¢ki softver Statistica 10.0.

2.2 Kvalitet podataka i standardi

2.2.1. Tretman nedostajucih podataka
a) Da li matrica sadrzi nedostajuce podatke? Da Ne

Ako je odgovor da, odgovoriti na sledeca pitanja:
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a) Koliki je broj nedostajucih podataka?
b) Da li se korisniku matrice preporucuje zamena nedostajucih podataka? Da Ne
V) Ako je odgovor da, navesti sugestije za tretman zamene nedostaju¢ih podataka

2.2.2. Na koji nacin je kontrolisan kvalitet podataka? Opisati

Kvalitet podataka je kontrolisan izvodenjem viSestrukih merenja i primenom statisti¢kih alata za
evaluaciju njihovog kvaliteta.

2.2.3. Na koji nacin je izvrSena kontrola unosa podataka u matricu?

Kontrola unosa podataka je izvrSena uporedivanjem dobijenih podataka sa literaturnim podacima.

3. Tretman podataka i prate¢a dokumentacija

3.1.Tretman i Cuvanje podataka

3.1.1. Podaci ¢e biti deponovani u Nacionalnom repozitorijumu disertacija u Srbiji i u
repozitorijumu Informacionog sistema nauc¢ne delatnosti Univerziteta u Novom Sadu

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

3.1.3. DOI

3.1.4. Da li ¢e podaci biti u otvorenom pristupu?

a) Da
b) Da, ali posle embarga koji ¢e trajati do
V) Ne

Ako je odgovor ne, navesti razlog

3.1.5. Podaci nece biti deponovani u repozitorijum, ali ¢e biti cuvani.
ObrazlozZenje

3.2 Metapodaci i dokumentacija podataka

3.2.1. Koji standard za metapodatke ¢e biti primenjen?

3.2.1. Navesti metapodatke na osnovu kojih su podaci deponovani u repozitorijum.

Ako je potrebno, navesti metode koje se koriste za preuzimanje podataka, analiticke i
proceduralne informacije, njihovo kodiranje, detaljne opise varijabli, zapisa itd.

3.3 Strategija i standardi za ¢uvanje podataka

3.3.1. Do kog perioda ¢e podaci biti cuvani u repozitorijumu?
3.3.2. Da li ¢e podaci biti deponovani pod Sifrom? Da Ne
3.3.3. Da li ¢e Sifra biti dostupna odredenom krugu istrazivaca? Da Ne
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3.3.4. Da li se podaci moraju ukloniti iz otvorenog pristupa posle izvesnog vremena?
Da Ne
Obrazloziti

4. Bezbednost podataka i zastita poverljivih informacija

Ovaj odeljak MORA biti popunjen ako vasi podaci ukljucuju li¢ne podatke koji se odnose na
ucesnike u istrazivanju. Za druga istrazivanja treba takode razmotriti zastitu 1 sigurnost podataka.
4.1 Formalni standardi za sigurnost informacija/podataka

Istrazivaci koji sprovode ispitivanja s ljudima moraju da se pridrzavaju Zakona o zastiti podataka
o li¢nosti

(https://www.paragraf.rs/propisi/zakon_o_zastiti_podataka o _licnosti.html)

1 odgovarajuceg institucionalnog kodeksa o akademskom integritetu.

4.1.2. Dali je istrazivanje odobreno od strane eticke komisije? Da Ne
Ako je odgovor Da, navesti datum i naziv eticke komisije koja je odobrila istrazivanje

4.1.2. Da li podaci ukljucuju li¢ne podatke uc¢esnika u istraZivanju? Da Ne
Ako je odgovor da, navedite na koji nacin ste osigurali poverljivost i sigurnost informacija
vezanih za ispitanike:

a) Podaci nisu u otvorenom pristupu
b) Podaci su anonimizirani
c) Ostalo, navesti Sta

5. Dostupnost podataka

5.1. Podaci ce biti

a) javno dostupni

b) dostupni samo uskom krugu istrazivaca u odredenoj naucnoj oblasti
¢) zatvoreni

Ako su podaci dostupni samo uskom krugu istrazivaca, navesti pod kojim uslovima mogu da ih
koriste:

Ako su podaci dostupni samo uskom krugu istraZivaca, navesti na koji nacin mogu pristupiti
podacima:

5.4. Navesti licencu pod kojom ée prikupljeni podaci biti arhivirani.
Autorstvo — nekomercijalno — bez prerade

6. Uloge 1 odgovornost
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6.1. Navesti ime i prezime i mejl adresu viasnika (autora) podataka
Milica Perovié, perovicmilica@uns.ac.rs

6.2. Navesti ime i prezime i mejl adresu osobe koja odrzava matricu s podacima
Milica Perovié, perovicmilica@uns.ac.rs

6.3. Navesti ime i prezime i mejl adresu osobe koja omogucuje pristup podacima drugim
istrazivacima
Milica Perovic, perovicmilica@uns.ac.rs
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