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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 
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interactions with some bioactive compounds. 
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             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 
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prepared from alkaline protein isolates extracted with the 

assistance of enzymes showed lower particle sizes and higher 
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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 
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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. 
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Rezime 

      Istraživanja u okviru ove doktorske disertacije su bila usmerena na izdvajanje proteina iz semena 

leblebije (Cicer arietinum L.) konvencionalnim i unapređenim postupcima, i karakterizaciju 

dobijenih proteinskih izolata u pogledu hemijskog i aminokiselinskog sastava, sadržaja elemenata 

sekundarne strukture i proteinskog profila. Izdvojenim proteinima su određena funkcionalna svojstva 

i in vitro antioksidativna aktivnost. Pored toga, proteini leblebije su podvrgnuti termičkom tretmanu, 

sa ciljem dobijanja nanostrukturnih čestica koje su okarakterisane s aspekta veličina i raspodele 

veličina. Proteinskim nanočesticama je određena površinska hidrofobnost, stabilnost tokom 

skladištenja i in vitro antioksidativna aktivnost, kao i osobine od značaja za njihovu unapređenu 

primenu kao što su kapaciteti vezivanja hidrofilnih i hidrofobnih supstanci. 

 Proteini su iz obezmašćenog semena leblebije ekstrahovani konvencionalnim alkalnim 

postupkom, a pre ove ekstrakcije je urađen tretman sirovine enzimima sa ciljem poboljšanja 

ekstrakcionog prinosa. U tom smislu je testirano više različitih individualnih i kombinovanih 

aktivnosti enzima koji razgrađuju ćelijski zid biljaka, na osnovu čega su izabrana dva postupka 

pretretmana - individualnom α-L-arabinofunadozidazom i kombinacijom endo-ksilanaze i kompleksa 

celulaza. U izabranim enzimima potpomognutim alkalnim ekstrakcijama postignuta je značajno veća 

efikasnost postupka, pa su tako pretretmani arabinofuranozidazom, kao i kombinacijom celulaza i 

ksilanaze doveli do gotovo potpune ekstrakcije proteina iz semena leblebije; ovo je dovelo do 

povećanja prinosa tako dobijenih proteinskih izolata za više 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%) sadržaj proteina i nizak sadržaj skroba (< 1%). Na osnovu razlika u 

aminokiselinskom sastavu zaključeno je da su postojale razlike u proteinskom sastavu dobijenih 

izolata. Analiza elemenata sekundarne strukture proteina je pokazala razlike u sadržaju α-heliksa i β-

ravni/β-zavoja među proteinskim izolatima, a natrijum-dodecilsulfat poliakrilamid gel elektroforeza 

razlike u proteinskim profilima, što je ukazalo na različit sastav izolata u smislu udela različitih 

frakcija proteina leblebije u njima.  

 Kada je reč o funkcionalnim i biološkim osobinama, proteinski izolati iz enzimima 

potpomognutih alkalnih ekstrakcija pokazali su veću rastvorljivost, kapacitete zadržavanja vode i 

ulja, poboljšane emulgujuće karakteristike i svojstva penjenja, kao i in vitro antioksidativnu aktivnost 

u odnosu na proteinski izolat iz alkalne ekstrakcije. Dobijeni rezultati su ukazali na mogućnost da se 

izborom i primenom enzima za tretman semena leblebije pre alkalne ekstrakcije može ne samo 

poboljšati prinos, već i svojstva dobijenog proteinskog izolata, značajna za njegovu upotrebu u 

prehrambenom matriksu. 

Dalja istraživanja bila su usmerena na izdvajanje frakcija proteina leblebije, njihovu 

karakterizaciju i određivanje funkcionalnih osobina, sa ciljem dubljeg razumevanja karakteristika i 

svojstava proteinskih izolata dobijenih alkalnim i enzimima potpomognutim alkalnim ekstrakcijama 

kao njihovih smeša. Sekvencijalnim ekstrakcijama su iz obezmašćenog semena leblebije izolovane 

albuminska, globulinska i glutelinska frakcija, koje su takođe okarakterisane u pogledu njihovih 

funkcionalnih i bioloških osobina. Uočljivo je bilo da je najveća rastvorljivost (oko 85%) pod 

ispitivanim uslovima bila ona frakcije globulina dok je najmanja rastvorljivost (oko 65%) izmerena 

za frakciju glutelina. Kapaciteti zadržavanja vode i ulja glutelinske frakcije bili su značajno veći od 

kapaciteta dobijenih za druge dve frakcije. Emulgujuća aktivnost glutelina bila je značajno veća od 

aktivnosti albumina i globulina, dok su značajno veći rezultati za stabilnost emulzija dobijeni za 



  

 

 

globulinsku i albuminsku frakciju. Rezultati kapaciteta i stabilnosti pene su pokazali da su svojstva 

penjenja glutelina bila većih vrednosti u poređenju sa ovim svojstvima albumina i globulina 

leblebije. Što se tiče biološke aktivnosti, rezultati su pokazali sličnu in vitro antioksidativnu aktivnost 

frakcija albumina i glutelina, dok je u odnosu na ove dve frakcije globulinska frakcija pokazala 

značajno niži rezultat. Na osnovu sagledanih svojstava frakcija proteina leblebije, zaključeno 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 termičkog tretmana formirane su nanostrukture iz dobijenih proteinskih izolata i 

frakcija proteina leblebije, koje su okarakterisane u pogledu njihovih najvažnijih svojstava i 

potencijalne primene kao nosača različitih bioaktivnih jedinjena. Varijacijom vremena trajanja 

termičkog tretmana i vrednosti pH na kom su pripremane, dobijene su (nano)čestice različitih 

veličina pripremljene od proteinskih izolata (28 - 290 nm) i frakcija proteina (23 - 405 nm). Termički 

tretman izazvao je povećanje udela struktura α-heliksa i smanjenje udela β-ravni u poređenju sa 

netretiranim proteinskim izolatima. Nanočestice pripremljene iz proteinskih izolata dobijenih iz 

enzimski potpomognutih alkalnih ekstrakcija imale su manje prečnike i veću stabilnost tokom 

skladištenja, pri većoj pH, u poređenju sa nanočesticama pripremljenim iz alkalnog proteinskog 

izolata. Pored toga, nanočestice dobijene iz izolata iz ekstrakcije potpomognute kombinacijom 

celulaza i ksilanaze ispoljile su najveću in vitro antioksidativnu aktivnost, dok su nanočestice 

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 nanočestica dobijenih od 

glutelinske frakcije (najmanje veličine nanočestica, veća stabilnost tokom skladištenja), kao i visoku 

in vitro antioksidativnu aktivnost sa rezultatima za ova svojstva nanočestica pripremljenih od 

proteinskih izolata iz enzimima potpomognutih ekstrakcija. Dodatno, nanočestice pripremljene od 

albuminske frakcije pokazale su generalno veći kapacitet vezivanja linolne kiseline, kao složene 

funkcije veličine i površinske hidrofobnosti, u odnosu na nanočestice iz druge dve frakcije, uz takođe 

izraženu 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 α-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 α-helix and β-sheet/β-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 α-helix structures and an 

overall decrease in the amount of β-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 susreće sa problemom brzorastuće populacije i, s tim u vezi, izazovom da 

obezbedi dovoljnu količinu hrane za sve članove ljudske zajednice. U tom smislu se naročito izdvaja 

hrana bogata proteinima, kao izvor komponenata neophodnih za normalno funkcionisanje ljudskog 

organizma. U novije vreme, sve veća pažnja se posvećuje alternativnim izvorima proteina koji bi 

mogli da zamene tradicionalne životinjske proteine. S druge strane, primećeno 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 šta 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 životnu sredinu nego ona iz animalnih. 

 Mahunarke, kao biljna sirovina, predstavljaju jedan od glavnih izvora osnovnih hranljivih 

sastojaka, uključujući proteine, ugljene hidrate, vlakna, minerale i vitamine, a karakteriše ih i nizak 

sadržaj zasićenih masti. Među različitim vrstama mahunarki, leblebija (Cicer arietinum L.) 

predstavlja obećavajući izvor za pripremu proteinskih koncentrata i izolata. Kvalitet proteina 

leblebije ogleda se u visokoj biološkoj vrednosti, dobro uravnoteženom sadržaju aminokiselina i 

niskom sadržaju antinutritivnih faktora.   

 Za izdvajanje proteinskih koncentrata ili izolata iz biljnih izvora se koriste različite tehnike 

među kojima se najčešće spominje konvencionalni alkalni proces. Da bi se povećao prinos 

ekstrakcije proteina i očuvala njegova biološka i funkcionalna svojstva tokom samog procesa, 

posebna pažnja je, u poslednje vreme, usmerena na upotrebu enzima koji mogu selektivno 

depolimerizovati i razgraditi komponente ćelijskog zida. Upotreba enzima odlikuje se i manjom 

potrošnjom energije, većom efikasnošću procesa ekstrakcije i blagim procesnim uslovima bez 

negativnog uticaja na strukturu proizvoda. Prema našim saznanjima, upotreba enzima sa ciljem 

poboljšanja ekstrakcije proteina iz leblebije do sada nije istraživana. 

 Sveobuhvatno ispitivanje fizičko-hemijskih i funkcionalnih osobina biljnih proteina i 

proteinskih derivata je fundamentalno za unapređenje njihove upotrebe u proizvodnji hrane i 

prehrambenih proizvoda sa visokom nutritivnom vrednošću. Upotreba različitih izolata biljnih 

proteina se uglavnom zasniva na njihovim funkcionalnim svojstvima (rastvorljivost, viskoznost, 

stvaranje pene, emulgovanje, kapaciteti zadržavanja vode i ulja, itd.). Naime, njihova funkcionalna 

svojstva proističu iz tzv. „unutrašnjih“ faktora, poput strukture i konformacije proteina, zatim iz tzv. 

„spoljašnjih“ faktora koji potiču iz okruženja u kom se protein nalazi, kao i postupka izolacije 

proteina.  

 U skorije vreme još jedna bitna uloga proteina, važna za njihovu unapređenu upotrebu, se 

nalazi u fokusu naučne i stručne javnosti; naime, proteini kao biomaterijali imaju mogućnost 

formiranja nanostruktura. Ove, pak, nanostrukture mogu poslužiti kao nosači različitih bioaktivnih 

jedinjenja sa ciljem njihovog poboljšanog inkorporiranja u hranu. Proteinske nanostrukture se mogu 

koristiti kao nosači za različita bioaktivna jedinjenja kao što su vitamini, antioksidanti, masne 

kiseline, probiotici i farmaceutski proizvodi. Zbog definisane primarne strukture proteina, 

nanočestice na bazi proteina mogu pružiti različite mogućnosti za modifikaciju i vezivanje različitih 

jedinjenja. 

 Istraživanja u okviru ove doktorske disertacije su bila usmerena na ispitivanje kombinovanih 

tehnika enzimima olakšane alkalne ekstrakcije proteina iz semena leblebije sa ciljem dobijanja 

izolata u većem prinosu i sa poboljšanim 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 i 

antioksidativnih svojstava proteinskih izolata kao smeša ovih frakcija. Takođe, ispitane su i 

modifikacije dobijenih proteinskih izolata i frakcija proteina u cilju dobijanja proteinskih 

nanostruktura koje bi predstavljale nosače pogodne za inkorporiranje različitih bioaktivnih jedinjenja 

u hranu. 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2. Teorijski deo 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



   

 

 

 

  



Doktorska disertacija  Milica Perović 

3 

 

2.1. Biljni proteini 

Opšte je poznato da adekvatna ishrana ljudi zavisi od unosa mnogobrojnih hranljivih 

materija. Svest o bezbednosti hrane, kao i izazovi sa kojima se susreće sve veća svetska populacija 

(predviđa se preko devet milijardi ljudi do 2050. godine) kako bi proizvela i distribuirala nutritivno 

visokovrednu hranu na ekološki održiv i pristupačan način, podstakli su brojna istraživanja među 

kojima se izdvajaju i istraživanja na polju proteina (Sá et al., 2020; Sim et al., 2021). Proteini 

predstavljaju kompleksne biomakromolekule, sastavljene od 20 različitih aminokiselina (kao 

monomera) povezanih peptidnim vezama, koji vrše čitav niz funkcija u organizmu a takođe su i 

neophodni makronutrijenti u ljudskoj ishrani. Važnost proteina u ishrani je dobro utvrđena - osim što 

predstavljaju izvor energije i bioaktivnih jedinjenja, ovi makromolekuli su i izvor elemenata za 

održavanje struktura, zaštitnu ulogu, i odvijanje i regulaciju neverovatnog spektra metaboličkih 

aktivnosti u organizmu. 

Proteini ispunjavaju još jednu važnu ulogu s aspekta ishrane, naime, njihove fizičko-hemijske 

karakteristike utiču na senzorna svojstva i kvalitet hrane. Nutritivni kvalitet proteina definisan je 

sadržajem esencijalnih aminokiselina prema utvrđenim standardima (WHO/FAO), zajedno sa 

zahtevima u pogledu njegove svarljivosti, bioraspoloživosti i čistoće. Značajan izazov predstavlja 

pronalaženje najpogodnijeg izvora proteina, što, pre svega, zavisi od mnogobrojnih faktora, među 

kojima se najviše ističu potrebe potrošača, industrijska dostupnost, ekonomičnost, kao i kulturološki 

elemenati (Sá et al., 2020). 

Proizvodnja proteina predstavlja glavni izazov današnjice jer tradicionalni životinjski izvori 

proteina zahtevaju intenzivnu količinu zemljišta i resursa (Calicioglu et al., 2019). Takođe, proteini 

životinjskog porekla su povezani sa sve većim troškovima, ograničenom raspoloživošću resursa i 

ugrožavanjem biodiverziteta tokom njihove proizvodnje (Willett et al., 2019). Istraživanja beleže 

porast rizika od kardiovaskularnih i kancerogenih oboljenja usled konzumiranja proteina 

životinjskog porekla, što može biti povezano sa većim prisustvom sulfo-aminokiselina u njima 

(Naghshi et al., 2020). Proteini iz biljnih izvora predstavljaju obećavajuću alternativu prvenstveno 

zbog svoje duge istorije uzgoja, niže cene proizvodnje (u odnosu na one iz životinjskih) i velike 

pristupačnosti u mnogim delovima sveta (Sim et al., 2021). Biljni proteini su takođe ekološki 

održiviji i njihova proizvodnja ima manje negativni uticaj na životnu sredinu nego ona iz animalnih 

izvora. Postoji nekoliko dobro poznatih izvora biljnih proteina koji mogu poboljšati ljudsku ishranu i 

pomoći u prevazilaženju navedenih izazova. Među njima se najviše ističu biljni proteini dobijeni iz 

mahunarki (grašak, leblebija, pasulj, lupin), žitarica (kukuruz, ovas, pšenica, pirinač, kinoa), semena 

i lišća (čia, susam, lan, semenke bundeve i suncokreta, lišće bambusa i spanaća), orašastih plodova 

(kikiriki, badem, brazilski i indijski orah), koji su dobro okarakterisani i istraženi (slika 1). Takođe, 

posebna pažnja usmerena je i na istraživanje ostalih, alternativnih, izvora proteina, kao što su npr. 

alge, insekti, ali i sporedni proizvodi poljoprivredno-prehrambenog sektora. 

Mnoge studije su pokazale da proteini dobijeni iz biljnih izvora poseduju potrebne količine 

esencijalnih aminokiselina za ljudske potrebe, pa, shodno tome, ovi proteini imaju važnu ulogu u 

ljudskoj ishrani. Treba uzeti u obzir da u istoj biljnoj vrsti sadržaj proteina može da varira zbog 

razlika u klimatskom području u kom je odgajana, sastavu zemljišta, nadmorskoj visini, nivou 

padavina, kao i sorti biljke. Takođe, sastav proteina može da varira od načina 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 fizičko-
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hemijskih i funkcionalnih svojstava biljnih proteina i njihovih derivata je fundamentalno za 

poboljšanje njihove upotrebe u proizvodnji hrane, kao i u stvaranju novih proizvoda sa 

visokokvalitetnom nutritivnom vrednošću (Conde et al., 2005). 

 

 

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

Prema nekim procenama zasnovanim na svetskoj populaciji od 7,3 milijardi stanovnika, 

potražnja za proteinima iznosi oko 202 miliona tona na godišnjem nivou. Međutim, pored povećanja 

potražnje zbog projektovanog porasta stanovništva od 2,3 milijarde u narednih 30 godina, smatra se 

da postoje dodatni faktori koji mogu doprineti povećanoj potražnji za proteinima na globalnom nivou 

a koji proističu iz socio-ekonomskih promena (rast prihoda, urbanizacija, povećana svest o uticaju 

proizvodnje hrane i njene konzumacije na životnu sredinu i zdravlje ljudi). Dostupne su mnoge 

strategije kao odgovor na rastuću globalnu potražnju za proteinima, koje obuhvataju prvenstveno 

tehnološki napredak u proizvodnji i preradi, promene u poljoprivredno-prehrambenom sektoru i 

promene u obrascima potrošnje proteina (Henchion et al., 2017).  

Trenutno, biljni izvori dominiraju u podmirivanju potrebe za proteinima na globalnom nivou 

(57%) a zatim ih slede meso (18%), mlečni proizvodi (10%), riba i školjke (6%), kao i drugi 

proizvodi životinjskog porekla (9%). Među biljkama, upotreba mahunarki sa visokim sadržajem 

proteina i prisustvom mnogih drugih bioaktivnih jedinjenja poznatih struktura i funkcija postaje sve 

popularnija. Mahunarke takođe imaju značajnu ulogu u prevazilaženju izazova povezanih sa 

nedovoljnim unosom proteina u zemljama u razvoju i nerazvijenim zemljama sveta, gde 

komercijalno obogaćena 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 značajnim površinama u mnogim 

regionima širom sveta. Njihovi plodovi su od davnina poznati kao važne namirnice u ljudskoj 

ishrani, prvenstveno zbog svojih nutritivnih svojstava, niske cene i lakog skladištenja (Faridy et al., 

2020). Mahunarke su nazvane „hranljivo seme za održivu budućnost“, a 2016. godina je bila 

proglašena za „Međunarodnu godinu mahunarki“, od strane Ujedinjenih nacija i Organizacije za 

hranu i poljoprivredu (FAO, 2016). Predstavljaju bogat izvor proteina, dijetetskih vlakana i 

mikronutrijenata koji imaju brojna korisna delovanja na ljudsko zdravlje. 

Leblebija (Cicer arietinum L.), još poznata pod nazivom slanutak, slani pasulj ili naut, je 

važna mahunarka koja se uzgaja i konzumira u preko pedeset zemalja sveta, i to najviše 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 najveći svetski proizvođač 

leblebije (slede je Turska i Australija) sa učešćem od 66,19%, u isto vreme čineći 86,03% ukupne 

proizvodnje leblebije u Aziji (Kaur and Prasad, 2021a). Na globalnom nivou, leblebija je treća 

najviše uzgajana mahunarka, odmah nakon pasulja i graška 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, jednogodišnja biljka koja je otporna na 

sušu i hladnoću, i koja tokom rasta izgleda kao mali žbun sa granama koje se šire iz osnove stabla.  

Postoje dva tipa leblebije koja se razlikuju po veličini zrna, njegovom obliku i boji (slika 2). 

Jedan, Desi tip karakteriše relativno manje seme (80 – 350 mg) ugaonog oblika, grube površine sa 

tamnim semenim omotačem. Biljka je izuzetno niskog rasta sa karakterističnim ljubičastim 

cvetovima i dokazanim prisustvom antocijana. Drugi, Kabuli tip karakteriše relativno veliko seme 

(100 – 750 mg) glatke površine sa lako uočljivim produžetkom i bež obojenim semenskim 

omotačem. 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 karakterišu ih 

upečatljivi beli cvetovi i odsustvo antocijana (Hirdyani, 2015). Kabuli tip se najviše konzumira na 

Mediteranskom području dok je Desi tip najviše 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 takođe i u njegovom boljem 

kvalitetu (Moreno and Cubero, 1978). 

 

      Slika 2. Seme dva različita tipa leblebije 

Kabuli tip Desi tip 
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2.2.1. Nutritivni sastav semena leblebije 

Seme leblebije je dobar izvor ugljenih hidrata i proteina, koji zajedno čine oko 80% ukupne 

mase semena. Poznato je da leblebija sintetiše i skladišti skrob, kao rezervni polisaharid, u 

kotiledonima. Sadržaj skroba varira od 30,8% do 37,9% suve materije, pri čemu tip Kabuli ima više 

nekih mono- i disaharida (saharoza, glukoza i fruktoza) u poređenju sa tipom Desi (Jukanti et al., 

2012). Žitarice, kao što je pšenica, imaju veću količinu skroba u poređenju sa leblebijom, ali 

leblebiju odlikuje veći sadržaj amiloze (30 – 40%, prema 25% u pšenici) i s tim niži glikemijski 

indeks. Procenat ukupnih vlakana (TDF) u leblebiji varira od 18 do 22 g/100 g, s tim da je sadržaj 

rastvorljivih (SDF) i nerastvorljivih (IDF) vlakana oko 4 – 8 g/100 g i 10 – 18 g/100 g sirovog ploda 

leblebije, redom. Sadržaj ukupnih i nerastvorljivih dijetetskih vlakana kod leblebije tipa Desi je veći 

nego kod tipa Kabuli zbog postojanja debljeg omotača semena (Rincón et al., 1998). Ukupni sadržaj 

masti u sirovom semenu leblebije je relativno nizak i kreće se od 2,7% do 6,48% (Alajaji and El-

Adawy, 2006; Kaur et al., 2005). Leblebija je bogata nutritivno važnim nezasićenim masnim 

kiselinama kao što su linolna (51.2% od ukupnih masnih kiselina) i oleinska kiselina (32.6% od 

ukupnih masnih kiselina). Ca, Mg, P i, posebno, K su takođe prisutni u plodu leblebije. Leblebija je 

dobar izvor važnih vitamina kao što su riboflavin, niacin, tiamin i folna kiselina, dok bitni 

karotenoidi prisutni u leblebiji uključuju β-karoten, lutein, zeaksantin, likopen i α-karoten (Jukanti et 

al., 2012).  

2.3. Protein leblebije 

Seme leblebija sadrži oko 18 - 22% proteina (računato na suvu materiju) i predstavlja 

izuzetan izvor ove važne klase biomolekula, ponajviše za vegetarijansku i vegansku populaciju 

(Jukanti et al., 2012; Kaur and Prasad, 2021b). Sadržaj proteina u semenu leblebije varira u 

zavisnosti od genetskih faktora i klimatskih uslova kojim je biljka izložena tokom kultivacije (Cobos 

et al., 2016). Seme leblebije sadrži dvostruko veću količinu proteina u odnosu na žitarice, dok je 

poređenje sadržaja esencijalnih aminokiselina pokazalo da je protein leblebije u tom pogledu 

superiorniji od proteina kukuruza i pšenice, i ekvivalentan proteinu pirinča (Smartt and Nwokolo, 

2012). Važnost proteina leblebije ogleda se u njegovom dobro izbalansiranom sadržaju 

aminokiselina. Utvrđeno je da su asparaginska kiselina, glutaminska kiselina i arginin 

najzastupljenije aminokiseline u proteinima  Kabuli i Desi tipa, kao i da je ovaj protein značajan 

izvor lizina. Deficitarne aminokiseline uključuju prvenstveno metionin i cistein, a zatim slede valin, 

treonin i triptofan (Iqbal et al., 2006). Nedostatak aminokiselina koje sadrže sumpor se može 

nadoknaditi dodavanjem žitarica svakodnevnoj ishrani koje su bogate ovim aminokiselinama 

(Hirdyani, 2015). Kao još jedna od bitnih prednosti proteina leblebije ističe se njihova visoka 

bioraspoloživost i dobra svarljivost (Faridy et al., 2020). Plod leblebije tipa Kabuli ima veću in vitro 

svarljivost proteina u poređenju sa tipom Desi i ona iznosi od 34% do 76% (Sánchez-Vioque et al., 

1999).  

Prema vrsti proizvoda, proteini leblebije su dostupni u vidu koncentrata i izolata, među 

kojima, prema podacima iz 2018, izolati imaju veći udeo, tj. više od 50% (Boukid, 2021). Proteini 

leblebije poseduju fizičko-hemijska, funkcionalna i strukturna svojstva koja su uporediva sa onima 

kod proteina drugih mahunarki (Boye et al., 2010b), što ih čini pogodnim za upotrebu u brojnim 

prehrambenim proizvodima (Shevkani et al., 2019). Još neke od prednosti za primenu ovih proteina 

obuhvataju neutralan ukus i odsustvo toksina i alergena. Proteini leblebije se najčešće primenjuju u 

proizvodima koji su zamena za mesne proizvode ili alternativa mlečnim, zatim u dečijoj hrani i 
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pekarskim proizvodima, prvenstveno zbog moguće netolerancije na laktozu i osetljivosti na gluten 

(Boukid, 2021). Takođe, ispitivanje proteina leblebije, kao mogućih proteinskih suplemenata ili 

nosača hranljivih materija u prehrambenoj industriji, nagovestilo je novo polje primene ovih 

makromolekula (Boukid, 2021).  

Pored brojnih osobina koje im omogućavaju upotrebu u prehrambenoj industriji, protein 

leblebije i njegovi hidrolizati pokazali su i značajana bioaktivna svojstva, među kojima su 

najizraženija antioksidativna, antiinflamatorna, antihipertenzivna, antikancerogena, kao i 

antifungalna aktivnost (Boukid, 2021; Tiwari et al., 2020). Uzimajući u obzir potencijal proteina 

leblebije i njegovih derivata, kao mogućih novih sastojaka hrane, koji takođe imaju i blagotvorno 

delovanje na ljudsko zdravlje, može se očekivati je da će industrijska proizvodnja proizvoda na bazi 

proteina leblebije u budućnosti 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) i rezidualne proteine (Chavan et al., 1987). Procentualni sastav proteina 

leblebije pokazuje najveći udeo globulina (~56%), zatim glutelina (~18%), albumina (~12%) i nešto 

manji prolamina (~3%), dok ostatak predstavljaju rezidualni proteini (Singh and Jambunathan, 

1982).  Proteini leblebije imaju veći sadržaj glutelina u poređenju sa ostalim mahunarkama (Chang 

et al., 2011). 

Albumini 

Albuminska frakcija predstavlja bogat izvor esencijalnih aminokiselina, posebno sulfo- 

aminokiselina i aminokiselina koje sadrže azot u bočnoj grupi (triptofan i lizin), i stoga imaju veću 

nutritivnu vrednost u poređenju 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, značajnu ulogu u semenu leblebije jer uključuje 

većinu enzimskih i metaboličkih proteina (Singh et al., 2008). Generalno, većina proteina albumina 

ima neke fiziološke funkcije, kao što su biokatalitičke aktivnosti lipoksigenaza, glikozidaza, ili 

proteaza kao enzima uključenih u razgradnju rezervnih proteina (Vioque et al., 1999). Drugi 

albumini, kao što su inhibitori proteaza ili lektini, su uključeni u odbrambene mehanizme biljke 

(Gueguen and Cerletti, 1994). 2S albumin proteina leblebije (∼20 kDa) poznat je kao lektin i sastoji 

se od dva polipeptida veličine od 10 i 12 kDa (Vioque et al., 1999). 

 Globulini  

Globulini su glavni rezervni proteini leblebije i sastoje se od dve velike grupe, 11S proteina 

legumina i 7S proteina vicilina (Chang et al., 2011). Legumin ima ulogu glavnog skladišnog 

proteina, i predstavlja izvor energije, ugljenika i redukovanog azota za klijavost i razvijanje semena 

kod leblebije. Legumin čini oko 64% ukupnog sadržaja proteina i 97% globulina u semenu leblebije 

(Plietz et al., 1980). Legumin leblebije se sastoji od šest α- i β-podjedinica koje povezane čine 

triagonalnu antiprizmu. Svaki α-lanac je povezan za β-lanac disulfidnim vezama. β-Lanci 

predstavljaju hidrofobno jezgro proteina, dok su hidrofilni α-lanci orijentisani ka spoljašnjosti 

molekula (Bhagyawant and Srivastava, 2015). Natrijum-dodecilsulfat poliakrilamid-gel 

elektroforeza (SDS-PAGE) je pokazala da glavne proteinske frakcije leblebije imaju podjedinice 

veličine od 46,5 do 39,8 kDa, i od 25,3 do 24,3 kDa, na osnovu čega je zaključeno da ove 
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podjedinice verovatno predstavljaju α- i β-podjedinice 11S proteina, odnosno legumina (Sánchez-

Vioque et al., 1999).  

U poređenju sa leguminom, vicilin nije detaljno istražen. Poznato je da su vicilini trimerni 

proteini koji ne sadrže 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 veličine 50 kDa i niza polipeptidnih lanaca nižih molekulskih masa (33 kDa, 29 kDa, 13 

kDa i 12,5 kDa). 

 Glutelini 

Glutelinska frakcija čini 18,1% ukupnih proteina leblebije; dominantna je proteinska frakcija 

u omotaču 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 slični globulinima (Chang et al., 2011). Sačinjavaju ih podjedinice veličine 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 sadrži veću količinu metionina i cisteina. Malo je 

dostupnih informacija o karakterizaciji glutelina, pre svega o njegovoj aminokiselinskoj sekvenci, 

biološkim i funkcionalnim svojstvima. 

2.3.2. Elementi sekundarne strukture proteina mahunarki 

Ključni koncept u razumevanju kako proteini funkcionišu izveden je iz njihove strukture. 

Struktura proteina može da ima četiri nivoa organizacije (slika 3), koji su određeni redosledom 

povezivanja njihovih monomernih gradivnih blokova – aminokiselina, a to su primarna, sekundarna, 

tercijarna i kvaternarna struktura (Alberts et al., 2014).  

 

 

 

 

 

 

 

 

Slika 3. Struktura proteina prikazana na četiri nivoa organizacije, modifikovana prema Nelson and 

Cox (2004) 

Primarna struktura proteina predstavlja linearni redosled aminokiselina koje formiraju 

polipeptidni lanac. Ova struktura nastaje kovalentnim povezivanjem pojedinačnih aminokiselina 

preko peptidnih veza (Schmidt, 2006). Sekundarna struktura proističe iz primarne strukture i 

predstavlja konformaciju tj. prostorni raspored polipeptidnog lanca, stabilizovan vodoničnim vezama 
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koje se formiraju između karbonilnog kiseonika jedne i amidnog vodonika druge peptidne veze; na 

taj način se delovi “kičme” polipeptidnog lanca savijaju u jednu ili više dobro definisanih 

sekundarnih struktura kao što su α-heliks i β-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 vodoničnim vezama, tercijarna 

struktura je prvenstveno stabilizovana hidrofobnim interakcijama između nepolarnih bočnih lanaca, 

disulfidnim vezama između cisteinskih ostataka i drugim različitim interakcijama. Tercijarna 

struktura proteina nije rigidno fiksirana već podleže kontinuiranim i malim fluktuacijama. Ove 

varijacije u strukturi imaju važan uticaj na karakteristike i funkciju proteina (Ji and Li, 2010). 

Kvaternarna struktura, kao četvrti nivo strukturne organizacije proteina, opisuje broj 

(stehiometrija) i relativne pozicije podjedinica u multimernim proteinima. Ova struktura se odnosi na 

ukupan prostorni raspored polipeptidnih podjedinica unutar molekula ovakvih, složenih proteina.  

Kada je reč o sekundarnoj strukturi proteina mahunarki, u poređenju sa onom proteina 

životinjskog porekla, poznato je da je karakteriše viši sadržaj β-ravni, β-lanaca i β-zavoja, dok je α-

heliks prisutan s nižim udelom (Carbonaro et al., 2015). Po sadržaju elemenata sekundarne 

strukture, razlike postoje i između proteina mahunarki i ostalih biljnih proteina; tako je pokazano da 

je veći udeo β-konformacija i manji udeo α-heliksa kod proteina mahunarki u poređenju sa 

proteinima ječma, dok globulini pirinča i proteini ovsa pokazuju veći ili donekle sličan sadržaj β-

ravni/β-zavoja kada se porede sa proteinima mahunarki (Shevkani et al., 2019). Za većinu mahunarki 

sadržaj α-heliksa se kreće u opsegu od 18% do 20%, čak i niže kod soje (11,8%), dok veće vrednosti 

udela ovog elementa strukture imaju proteini ječma i pšenice - 28% i 29%, redom (Carbonaro et al., 

2012). U skladu sa ovim, proteini mahunarki mogu da imaju više nego dvostruko niži odnos α-

heliks/β-ravan u odnosu na proteine žitarica (0,47 i 1,1, redom). 

I proteini iz različitih mahunarki (pasulj, grašak, sočivo, leblebija, itd.) se razlikuju po svom 

sastavu i strukturi. Poznato je da relativni udeo različitih elemenata sekundarne strukture proteina 

mahunarki varira među različitim sortama (Shevkani et al., 2019). Najmanje 30% celokupne 

sekundarne strukture proteina soje i sočiva sačinjavaju β-ravni, dok su kod leblebije i pasulja 

prisutne značajno veće vrednosti - 37,2% i 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 većim sadržajem β-struktura termički stabilniji i denaturišu se 

na višim temperaturama u poređenju sa proteinima koji poseduju veći sadržaj α-heliksa (Carbonaro 

et al., 2012; Shevkani and Singh, 2014). Preovlađujući udeo β-struktura u sekundarnoj strukturi 

takođe doprinosi smanjenju svarljivosti ovih proteina. Utvrđeno je da visok sadržaj β-ravni 

ograničava pristup proteolitičkim enzimima i dovodi do niže svarljivosti. Upotreba različitih metoda 

(termički tretman, tretman mikrotalasima, ekstrudiranje itd.) dovodi do smanjenja sadržaja β-ravni i 

povećanja digestibilnosti protreina iz mahunarki (Drulyte and Orlien, 2019). 

2.4. Funkcionalne osobine proteina mahunarki 

Osim biološke aktivnosti i važne nutritivne uloge, proteini značajno doprinose i tehnološkim i 

senzornim karakteristikama prehrambenih proizvoda. Naime, naklonjenost potrošača prema hrani 

često se zasniva na njenim senzornim atributima kao što su izgled, boja, ukus i tekstura. 

Funkcionalna uloga proteina koja doprinosi kvalitetu prehrambenog proizvoda ne proizilazi iz 
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jednog fizičko-hemijskog svojstva, već je to složena interakcija više svojstava odjednom 

(Hettiarachchy, 1994). 

Funkcionalne osobine direktno su povezane sa fizičkim, hemijskim i konformacionim 

karakteristikama proteina, koje prvenstveno uključuju veličinu i oblik molekula, aminokiselinski 

sastav i sekvencu, kao i postojanje i raspodelu naelektrisanja. Karakteristike proteina koja utiču na 

funkcionalnost uključuju i odnos hidrofilnosti/hidrofobnosti u molekulu, distribuciju elemenata 

sekundarne strukture (npr. α-heliks, β-ravan i aperiodične strukture), tercijarni i, ako postoji, 

kvarternarni raspored polipeptidnih segmenata, inter- i intra kovalentne veze (npr. disulfidne veze) i 

rigidnost/fleksibilnost proteina kao odgovor na spoljašnje uslove (Damodaran and Paraf, 1997). 

Takođe, na funkcionalnost proteina bitno utiču 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 uključuju zagrevanje, sušenje, 

zamrzavanje i mešanje. Uslovi medujuma koji utiču na funkcionalnost su jonska jačina rastvora, pH 

vrednost, vrste prisutnih soli i oksidaciono-redukcioni potencijal. Pošto su prehrambeni sistemi 

veoma složeni, funkcionalnost proteina se proučava u model sistemima gde se procesni uslovi, kao i 

mnoge interakcije sa drugim sastojcima hrane, mogu kontrolisati u cilju smanjenja njihovog štetnog 

delovanja (Hui, 2006). 

Najvažnija funkcionalna svojstva proteina koja imaju značajnu primenljivost u prehrambenim 

sistemima podrazumevaju rastvorljivost, sposobnost bubrenja i zadržavanja vode, svojstva stvaranja 

pene i njena postojanost, sposobnost geliranja, emulgujuće karakteristike i sposobnost vezivanja ulja 

(Boye et al., 2010a). Proteini imaju sposobnost da deluju kao matriks koji zadržava vodu, lipide, 

šećere, arome i druge sastojke. Izražena je i njihova multifunkcionalnost, u smislu posedovanja 

različitih funkcionalnih uloga koje može imati protein u datom prehrambenom proizvodu. 

Poznavanje funkcionalnih osobina proteina je ključno za razvoj novih proizvoda ali i za poboljšanje 

postojećih (Hui, 2006). 

2.4.1. Rastvorljivost  

Visoka rastvorljivost proteina olakšava njegovu inkorporaciju u prehrambene sisteme i 

omogućava visoku funkcionalnost u primenama u kojima su potrebni procesi geliranja, emulgovanja 

i stvaranja pene (Zayas, 1997). Rastvorljivost proteina određena je njegovom primarnom strukturom, 

tj. redosledom aminokiselina koje učestvuju u formiranju polipeptidnog lanca. Odnos 

hidrofilnosti/hidrofobnosti, koji zavisi od aminokiselinskog sastava a posebno od bočnih grupa 

aminokiselina na površini proteina, u najvećoj meri utiče na rastvorljivost proteina. Veća 

rastvorljivost je direktno povezana sa prisustvom malog broja hidrofobnih ostataka, kao i 

postojanjem većeg neto naelektrisanja koje se javlja pri pH vrednosti iznad i ispod izoelektrične 

tačke proteina. U oba slučaja prisustvo izraženog površinskog naelektrisanja će dovesti do 

intermolekulskog odbijanja i jače hidratacije, pa samim tim i poboljšane rastvorljivosti (Damodaran 

and Paraf, 1997). Shodno tome, površinska hidrofobnost i površinska hidrofilnost su karakteristike 

proteina koje predstavljaju najvažnije faktore koji određuju njegovu rastvorljivost. Takođe, na 

rastvorljivost proteina utiču i faktori koji potiču od medijuma u kome se protein nalazi i to 

prvenstveno jonska jačina, vrsta rastvarača, 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 izoelektrične tačke (pH 4 ‒ 6), ali pokazuju nagli porast 
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rastvorljivosti kada se pH vrednost pomeri ka više kiseloj ili alkalnoj sredini. Boye et al. (2010b) su 

izmerili veću rastvorljivost proteina iz mahunarki pri pH vrednostima u intervalima od 1 do 3 i od 7 

do 10. Kada se porede literaturni podaci za rastvorljivost proteina mahunarki (određena kao njihova 

najveća vrednost), pokazano je da onaj iz pasulja ima najmanju rastvorljivost (61,4%) dok sojin 

protein ima najveću (96,5%) (Singhal et al., 2016). Proteine izolovane iz graška, sočiva i leblebije 

takođe karakteriše dobra rastvorljivost (> 90%). Pored tipa mahunarki, primećeno je da tehnika koja 

se koristi za ekstrakciju proteina takođe može uticati na rastvorljivost; na primer, proteinski izolati 

graška ili leblebije, pripremljeni uz pomoć izolektrične precipitacije, pokazali su veću rastvorljivost 

od onih pripremljenih metodom ultrafiltracije (Boye et al., 2010b). 

2.4.2. Kapaciteti zadržavanja vode i ulja  

Kapacitet zadržavanja vode/ulja predstavlja masu vode/ulja koja se može zadržati po gramu 

proteina. Voda se obično vezuje za površinu proteina putem uspostavljanja vodoničnih veza. Voda 

vezana za površinu proteina na ovakav način formira "jednoslojni" vodeni omotač koji je čvrsto 

povezan sa proteinom. Koncentracija proteina, temperatura, vrsta i koncentracija soli, kao i stepen 

denaturacije proteina imaju veliki uticaj na kapacitet zadržavanja vode (WHC) ovih biomolekula 

(Hui, 2006). Vrednosti WHC, od najniže 0,6 g/g pa sve do 4,9 g/g, su dobijene u brojnim 

istraživanjima (Boye et al., 2010b; Fernández-Quintela et al., 1997; Kaur and Singh, 2007) za 

proteinske izolate ili koncentrate iz mahunarki kao što su leblebija, grašak, pasulj ili sočivo, što 

ukazuje da karakteristike proteina zavise od vrste mahunarki, pa stoga i određuju ovo njegovo 

svojstvo.  

Lipidi i proteini intereaguju vezivanjem alifatičnih lanaca lipida i nepolarnih bočnih lanaca 

aminokiselina; stoga, proteini sa većom hidrofobnošću imaju tendenciju ka većem zadržavanju ulja 

(Lam et al., 2018). Delimično odvijanje molekula proteina i njegova denaturacija ima za posledicu 

izlaganje velikog broja hidrofobnih grupa prema okruženju, čime se olakšava formiranje 

odgovarajućeg matriksa za zadržavanje kapljica ulja (Taghi et al., 2020). Na vrednosti kapaciteta 

zadržavanja ulja najviše utiče struktura matriksa načinjenog od molekula proteina, vrsta prisutnog 

lipida, kao i  karakteristike lipida (Zayas, 1997). Proteini iz mahunarki pokazuju dobre vrednosti 

kapaciteta zadržavanja ulja koji se kreću se u intervalu od 3,5 g/g do 6,8 g/g (Keskin et al., 2022). 

Najveći OHC dobijen je za sočivo (6,37 g/g) i pasulj (5,59 g/g), dok su nešto niže vrednosti 

prijavljene za leblebiju i soju (5,37 g/g) i grašak (4,84 g/g) (Lafarga et al., 2020). 

2.4.3. Emulgujuće karakteristike 

Emulzije se definišu kao disperzije dve tečnosti koje se ne mešaju, u kojima je jedna od 

tečnosti 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 termodinamički nestabilne i 

odmah se razdvajaju u dve faze ukoliko surfaktant nije prisutan. Proteini, koji su amfifilni 

biomolekuli i stoga sposobni da formiraju kohezivne viskoelastične filmove na granici faza 

vazduh/voda i ulje/voda, smatraju se efikasnim surfaktantima koji mogu da pomognu u formiranju i 

stabilizaciji različitih emulzija (Damodaran and Paraf, 1997). Proteini stabilizuju kapljice ulja u 

emulzionom sistemu, uglavnom kroz dva glavna fenomena - smanjujući međufazni površinski napon 

između ulja i vode, i usporavajući koalescenciju kapljica tokom emulgovanja formiranjem 

međufaznog filma (čime se favorizuje efekat njihovog odbijanja) (Güell et al., 2017). Ova 

sposobnost proteina je od posebnog značaja za njihovu primenu kao emulgatora u prehrambenoj 
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industriji. Osobine koje se najviše koriste za opisivanje emulgujućih svojstava proteina predstavljaju 

indeks emulgujuće aktivnosti (EAI) i indeks emulgujuće 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 graška bolji emulgatori u 

poređenju sa sojinim proteinima. Proteinski izolati leblebije i sočiva, izolovani metodom 

izoelektrične precipitacije, su pokazali emulgujuće osobine uporedive sa sojinim proteinom, dok su 

izolati iz graška 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). Takođe, potvrđeno je da emulgujuće 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 najčešće korišćene biopolimere za stabilizaciju granice faza 

vazduh/voda u prehrambenoj industriji. Trend da se koriste proteini umesto surfaktanata male 

molekulske mase (LMWS) nije vođen samo svojstvom proteinskih molekula da formiraju i 

stabilizuju pene, već i konstantno rastućim brojem potrošača koji su svesni zdravstvene bezbednosti 

hrane i zahtevaju prehrambene proizvode bez prisustva sintetičkih aditiva kakvi su LMWS 

(Amagliani et al., 2021). Za optimalno formiranje pene, protein treba da bude rastvorljiv u tečnoj fazi 

i da bude sposoban za brzu migraciju i orijentaciju ka formiranju međufaznog filma oko nastajućih 

gasnih mehurića (Kinsella, 1981). Svojstvo stvaranja pene kod proteina je u korelaciji sa njegovom 

sposobnošću da smanji površinski napon na granici faza između vazduha i tečnosti.  Rastvorljivost 

proteina u vodenoj fazi je osnovni preduslov i jedan od glavnih kriterijuma za izbor proteinskih 

izolata koji će se koristiti kao sredstva za penjenje, pošto je poznato da proteini koje karakteriše 

niska rastvorljivost pokazuju lošu funkcionalnost u prehrambenim sistemima (Zayas, 1997). 

Proteini mahunarki pokazali su, pored ostalih navedenih funkcionalnih osobina, i dobre 

osobine penjenja. Sojin protein pokazao je značajno veći kapacitet pene (FC) u odnosu na proteine 

boba i graška, dok je stabilnost pene bila uporediva sa onom dobijenom sa proteina graška 

(Fernández-Quintela et al., 1997). Takođe, dokazano je da proteini leblebije i sočiva poseduju dobre 

osobine penjenja, te se mogu koristiti u različitim prehrambenim proizvodima (Boye et al., 2010b; 

Suliman et al., 2006). Gubitak albumina tokom većine postupaka ekstrakcije proteina može biti 

štetan za svojstva penjenja proteinskih izolata. Sathe and Salunkhe (1981) su izvestili da albumini iz 

pasulja imaju vrednost kapaciteta pene koja je dvostruko veća od one za globuline iz istog izvora. 

Globulini pojedinih mahunarki se takođe razlikuju po svojstvima penjenja; tako legumin iz graška 

karakteriše veći kapacitet pene (FC) u odnosu na vicilin, ali je utvrđeno da vicilin proizvodi 

stabilniju penu (Koyoro and Powers, 1987). Odsustvo disulfidnih veza u vicilinu omogućava 

povećanu fleksibilnost proteina, potrebnu za održavanje strukture pene. Generalno gledano, proteini 

mahunarki poseduju veliki potencijal za primenu u proizvodnji jestivih pena i emulzija, što može biti 

od velikog značaja za razvoj velikog broja inovativnih proizvoda pogodnih za one koji se odluče da 

ne konzumiraju hranu životinjskog porekla. 
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2.5. Ekstrakcija proteina iz biljnih izvora 

Poslednjih godina postoji veliko interesovanje za načine izdvajanja biljnih proteina, zbog 

njihove sve intenzivnije primene u prehrambenoj i nekim drugim granama industrije. U ekstrakciji se  

primenjuju različiti metodi kako bi se efikasnost izolovanja proteina iz pojedinih delova biljaka 

učinila što je moguće većom. Proteini se obično ekstrahuju iz biljnih sirovina korišćenjem vodenih i 

organskih rastvarača (Kumar et al., 2021). Metodi ekstrakcije vodenim rastvaračima (uključujući 

rastvore soli, kiselina i alkalija) se obično koriste zbog velike rastvorljivosti i pozitivnog uticaja na 

stabilnost proteina. Proteini koji su vezani za lipide i proteini sa mnogo nepolarnih bočnih lanaca 

ekstrahuju se uz pomoć nekih organskih rastvarača, jer oni poput etanola, acetona i butanola imaju 

izraženu lipofilnost uz određen stepen hidrofilnosti. Međutim, ovi rastvarači mogu da dovedu do 

denaturacije proteina tokom ekstrakcije (Cui et al., 2017). U poređenju sa organskim, ekstrakcija 

vodenim rastvaračima je pogodnija i lakša za primenu. 

Izbor odgovarajućih uslova za ekstrakciju je od ključnog značaja u prehrambenoj industriji 

jer birani uslovu imaju velik uticaj na strukturna svojstva i tehno-funkcionalne osobine izolovanog 

jedinjenja a samim tim i gotovog proizvoda. Na efikasnost ekstrakcije proteina najviše utiče izbor 

rastvarača, odnos sirovine i rastvarača, temperatura i vreme ekstrakcije, kao i pH vrednost medijuma 

(Akasha, 2014). 

2.5.1. Alkalna ekstrakcija   

Nakon odgovarajuće selekcije biljne sirovine, kao sledeći korak od suštinskog značaja ističe 

se izbor odgovarajućeg metoda za ekstrakciju proteina. Alkalna ekstrakcija, kao široko 

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 i životinjskih izvora i/ili za modifikaciju funkcionalnih svojstava proteina. Alkalna 

ekstrakcija omogućava izolovanje proteina narušavanjem ćelijskog zida i razgradnjom matriksa u 

kojem se proteini nalaze, čineći protein rastvorljivijim u vodenom medijumu za ekstrakciju (Momen 

et al., 2021). Generalno, ovaj konvencionalni protokol obično uključuje ekstrakciju željenog 

biomolekula pri alkalnom pH, taloženje ekstrahovanih proteina na izoelektričnoj tački i 

resolubilizaciju proteina na neutralnom pH (Deak and Johnson, 2007). Rastvorljivost proteina se 

povećava sa povećanjem pH rastvarača usled jonizacije kiselih i neutralnih aminokiselina na visokim 

vrednostima pH. Stoga, ekstrakcija proteina u alkalnoj sredini omogućava visoke prinose proteina 

(Kumar et al., 2021). 

Alkalna ekstrakcija može 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 i slobodne sulfhidrilne (-SH) grupe postaju izložene. 

Veća alkalnost može dovesti do većeg prinosa ekstrakcije proteina, ali njene veoma visoke vrednosti 

mogu biti povezane i sa povećanom denaturacijom i agregacijom proteina (Gao et al., 2020). 

Konvencionalni alkalni proces prati i nekoliko nedostataka među kojima se prvenstveno ističe 

menjanje svojstava proteina tokom procesa ekstrakcije. Ove promene uključuju denaturaciju, 

racemizaciju i formiranje dehidro- i umreženih aminokiselina, koje posledično dovode do loše 

rastvorljivosti, nižeg nutritivnog kvaliteta i lošijih funkcionalnih karakteristika ekstrahovanog 

proteina (Friedman, 1999; Sari et al., 2015).  
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2.5.2. Enzimima potpomognuta ekstrakcija proteina 

Da bi se povećao prinos ekstrakcije proteina i očuvala njegova biološka i funkcionalna 

svojstva tokom samog procesa, jedno od potencijalnih rešenja predstavlja upotrebu enzima. 

Generalno, biljni proteini se u ćelijama nalaze u strukturama specializovanim za njihovo skladištenje 

(Herman and Larkins, 1999), ali i u drugim strukturama, npr. ćelijskom zidu (Jamet et al., 2006). 

Prisustvo različitih polisaharida kao što su hemiceluloza, celuloza i pektin u strukturi ćelijskog zida, 

smanjuje efikasnost ekstrakcije konvencionalnim tehnikama. Razgradnja ćelijskog zida u velikoj 

meri poboljšava pristup rastvarača ćelijskom sadržaju i olakšava ekstrakciju jedinjenja od značaja 

(Safi et al., 2015). Konkretno, upotrebom enzima koji mogu selektivno depolimerizovati i razgraditi 

celulozu, hemicelulozu i/ili pektin – glavne komponente zidova biljnih ćelija, povećava se prinos 

ekstrakcije proteina (Jung et al., 2006). Brojni literaturni navodi ističu specifične aktivnosti 

karbohidraza (celulaze, pektinaze, arabinanaze, β-glukanaze, ksilanaze, hemicelulaze) koje učestvuju 

u dezintegraciji ćelijskog zida i pomažu u oslobađanju proteina iz različitih biljnih sirovina (tabela 

1).  

Takođe, upotreba enzima u procesu ekstrakcije odlikuje se i manjom potrošnjom energije, 

većom efikasnošću i blagim procesnim uslovima. Kao još jedna od prednosti upotrebe enzimski 

potpomognute ekstrakcije ističe se osobina da su dobijena jedinjenja vrhunskog i očuvanog kvaliteta 

i, kao takva, izuzetno pogodna za ishranu ljudi (Liu et al., 2016). 

Tabela 1. Enzimima potpomognute ekstrakcije proteina iz različitih biljnih sirovina 

Korišćeni enzimski 

preparat 

Biljna 

sirovina 
Uslovi ekstrakcije Prinos (%, m/m) Referenca 

Celluclast 1.5 L 

(Novozymes) 

 

listovi 

masline 

pH 5, 15 min, 55 ℃ 

E: 5% (v/v) 

0,2 – 0,7 Vergara-Barberán et 

al., 2015 

     Cellulase 

(Gencor International) 

oljuštena 

zrna soje 

pH 8, 60 min, 50 ℃ 

E: 1% (v/v) 

55 Lamsal et al., 2006 

 

Multifect pectinase 

(DuPont) 

 

soja 
pH 4, 3h, 50 ℃ 

E:10% (v/v) 
48 Rommi et al., 2014 

 

GC 140 

(Enzyme Development 

Corp.) 

Finase S 40 

(Novozymes) 

 

ljuspice 

pirinča 

pH 5, 4 h, 55 ℃ 

E: 240 GXU/g + 400 PU/g 
0,6 Wang et al., 1999 

Enzyme complex 

NS22119 

(Novozymes) 

sojin griz pH 5.5, 50 °C, 3 h 

E: 20 FPU/g 
35 Perović et al., 2020 

E - koncentracija enzima, FPU – jedinica celulolitičke 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 tehnološkom, tako i u ekonomskom smislu. Obuhvata postizanje visokih 

prinosa proizvoda, smanjenje formiranja nusproizvoda i kompleksa između oslobođenih proteina i 

različitih ćelijskih komponenata, kao i prevazilaženje nekih uslova pod kojima se odvijaju tehnološki 

procesi a koji mogu biti štetni po ljude i okolinu (Marathe et al., 2017). Zato se može reći da je 

primena enzima u protokolima za ekstrakciju biomolekula ekološki prihvatljiva tzv. „zelena” tehnika 

ekstrakcije kojom se, osim povećanja prinosa, prevazilaze prethodno navedeni nedostaci alkalne 

ekstrakcije (Nadar et al., 2018).  

Različita istraživanja su za temu imala upotrebu enzima u postupku ekstrakcije proteina iz 

mahunarki. Tako je ekstrakcija potpomognuta glukoamilazom, korišćena na laboratorijskom i pilot 

nivou, pokazala značajno poboljšanje brzine ekstrakcije i funkcionalnih svojstava proteina 

ekstrahovanog iz sočiva, uz postignut prinos od 50% (Bildstein et al., 2008). Poboljšalje prinosa od 

17% do 50% zabeleženo je tokom ekstrakcije proteina iz soje nakon tretmana komercijalnom 

pektinazom, u poređenju sa ekstrakcijom bez enzima (Jung et al., 2006). Takođe, kada je primenjena 

alkalna ekstrakcija proteina is soje, ostvaren je prinos od 33%, dok je tretman pektinazom doveo do 

poboljšanja prinosa, koji je povećan na 56% (Rosset et al., 2012). Tretman sojinog griza celulazom 

omogućio je prinos proteina od 27% (računato na suvu materiju sirovine) što je predstavljalo 

povećanje od 70% u odnosu na ekstrakciju vodom bez enzima (Perović et al., 2020). Različiti 

literaturni podaci takođe potvrđuju efikasnost upotebe enzima tokom izdvajanja proteina iz pasulja, 

lana, ječma i lišća masline, što predstavlja obećavajuću alternativu konvencionalnom načinu 

ekstrakcije (Bildstein et al., 2008; Houde et al., 2018; Tirgar et al., 2017; Vergara-Barberán et al., 

2015). 

 Treba reći da su osim karbohidraza, i proteolitički enzimi korišćeni za pretretman biljnih 

sirovina, te da su pokazali pozitivan efekt na povećanje brzine ekstrakcije, kao i rastvorljivosti 

proteina iz uljane repice, soje i pasulja, uz njihovu istovremenu hidrolizu (Liu et al., 2011; Sari et al., 

2013). 

 Prednosti primene enzima za tretman biljnih sirovina u cilju poboljšanog izdvajanja proteina 

još uvek nisu u potpunosti iskorišćene, pa su enzimima potpomognute ekstrakcije predmet 

kontinuiranog istraživanja, a s obzirom na sve prednosti koje donose, imaju potencijal da budu 

komercijalno prihvaćene (Puri et al., 2012). Ovo se posebno odnosi na enzimima potpomognutu 

ekstrakciju mahunarki, imajući u vidu važnost proteina iz ovih izvora, jer bi se na taj način 

ustanovila efikasna i ekološki prihvatljiva tehnologija. 
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2.6. Nanobiotehnologija u prehrambenoj industriji 

Na isti način na koji je prefiks „mikro“ ušao u široku upotrebu tokom 1980-ih, prefiks „nano“ 

je koncipiran da opiše trenutni razvoj tehnologija koje se baziraju na smanjenju dimenzija materijala 

i ispitivanju njihove potencionalne primene. Reč „nano“ vodi poreklo od grčke reči „νάνος“ što znači 

patuljak. Nanočestice su opšte prihvaćene kao one koje imaju veličinu od 1 do 100 nm, i čiji 

jedinstveni fenomeni i karakteristike omogućavaju brojne prednosti i nove primene u različitim 

sferama industrije (Sekhon, 2010). 

Nanotehnologija omogućava formiranje raznovrsnog spektra novih struktura i sistema koji 

mogu biti nanočestice, nanodisperzije, nanokapsule, nanocevi, nanosfere, kvantne tačke itd. 

Modifikacija i izrada materijala na nano nivou stvara čestice malih veličina sa veoma velikim 

odnosom površine prema zapremini. Upravo ova karakteristika dovodi do poboljšanih optičkih, 

električnih, mehaničkih i funkcionalnih karakteristika materije i odgovorna je za uspešnu sadašnju 

ali, po svemu sudeći, i buduću primenu ove nove tehnologije (Naseer et al., 2018). Pri tome, veličina 

nanočestica i raspodela veličina, hemijski sastav i sposobnost interakcija predstavljaju osnovne 

faktore koji regulišu jedinstvena svojstva nanomaterijala.  

Nanobiotehnologija je multidisciplinarna tehnološka i naučna oblast koja se u poslednje 

vreme veoma brzo razvija. Povezanost nanotehnologije sa drugim naukama i tehnologijama, 

uključujući biotehnologiju, hemiju, fiziku i inženjerstvo, izazvala je revoluciju u nekoliko sektora 

nauke i tehnologije, koja se, pre svega, ogleda u razvoju brojnih novih materijala i otvaranju širokog 

spektra njihove primene. Razloge za to treba tražiti u činjenici da upotreba nanomaterijala doprinosi 

poboljšanju proizvodnih procesa i dobijanju proizvoda sa unapređenim karakteristikama ili novim 

funkcionalnostima. Zbog ogromnog potencijala nanotehnologije, mnoge kompanije širom sveta 

ulažu velika sredstva u ovaj sektor (McIntyre, 2012). 

I tržište hrane zahteva nove tehnologije, koje su neophodne za održavanje liderstva u 

prehrambenoj industriji u pogledu proizvodnje svežih, autentičnih, ukusnih i zdravstveno bezbednih 

prehrambenih proizvoda (Lindgren et al., 2018; Samal, 2017). Ministarstvo poljoprivrede 

Sjedinjenih Američkih Država (USDA) je 2003. godine kao prvo objavilo Zakon o istraživanju i 

razvoju nanotehnologije 21. veka (R&D) za primenu nanomaterijala u poljoprivredi i prehrambenoj 

industriji. Razni korisni efekti primene nanotehnologije doveli su do povećanja ulaganja 

prehrambene industrije u nanotehnologiju, povećavajući tržište “nanohrane” sa 6,5 milijardi USD u 

2013. na očekivanih 20 milijardi USD u 2020. (Rai and Bai, 2017). U tom smislu,  predviđa se da će 

nanotehnologija transformisati kompletnu prehrambenu industriju, menjajući načine na koje će se 

hrana proizvoditi, obrađivati, pakovati i transportovati. 

Uvođenje nanobiotehnologije u proizvodnju hrane podrazumeva prolazak hrane kroz niz 

modifikacija koje će verovatno uticati na njene biohemijske karakteristike. U isto vreme, koncepti na 

kojima se zasniva primena nanotehnologije u proizvodnji hrane pružaju dobar okvir za bolje 

razumevanje interakcija i 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 njihovu sudbinu u 

gastrointestinalnom traktu (GIT), kao i potencijalnu toksičnost, nanočestice prisutne u hrani mogu se 

kategorisati na (McClements and Xiao, 2017): 
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 neorganske nanočestice   i 

 organske nanočestice. 

Neorganske nanočestice koje se koriste u prehrambenim sistemima uglavnom se sastoje od 

neorganskih materijala kao što su srebro, silicijum-dioksid, gvožđe-oksid, titanijum-dioksid i cink-

oksid (Pietroiusti et al., 2016). Ove čestice mogu biti sferičnog ili nesferičnog oblika sa različitim 

površinskim karakteristikama i veličinama u zavisnosti od materijala i uslova pripreme. Takve 

neorganske nanočestice imaju različite tendencije da se rastvaraju pod specifičnim uslovima rastvora 

(pH i jonska jačina), kao i da ispoljavaju različitu hemijsku reaktivnost, što ima veliki uticaj na 

njihovu gastrointestinalnu sudbinu i toksičnost. 

Organske nanočestice su u osnovi sastavljene od organskih supstanci, poput ugljenih hidrata, 

proteina i/ili lipida. Ove supstance su tečne, polučvrste ili čvrste materije (kristalne ili amorfne) na 

sobnoj temperaturi, što zavisi od njihovog sastava i načina pripreme. Korišćenje nekovalentnih 

(slabih) interakcija za samoorganizaciju, kao i metoda za dobijanje čestica kontrolisanih veličina 

omogućavaju da se organski materijali transformišu u željene strukture poput micela, lipozoma i 

polimernih nanočestica (Jeevanandam et al., 2018). Organske nanočestice se obično inkorporiraju u 

hranu kako bi se obezbedile željene optičke, teksturalne ili nutritivne karakteristike gotovih 

proizvoda (Pan and Zhong, 2016). Uopšteno govoreći, smatra se da su organske nanočestice manje 

toksične od neorganskih, jer su često potpuno svarljive u ljudskom GIT-u. Upravo iz ovog razloga, 

naučnici su obično više fokusirani na njihovu proizvodnju i upotrebu u prehrambenoj nanoindustriji 

(McClements et al., 2017). 

2.6.1. Proteini kao nanostrukture za unapređenu primenu 

Među različitim nanostrukturama na bazi prirodnih ili sintetičkih polimera koji su 

potencijalno dostupni prehrambenoj industriji, nanočestice zasnovane na proteinima izazivaju veliku 

pažnju zbog brojnih prednosti u odnosu na ostale. U prvom redu, proteini predstavljaju grupu 

biomolekula koji pokazuju jedinstvene osobine i funkcionalnosti koje ih čine veoma primenljivim 

kako sa biološkog i nutritivnog aspekta, tako i sa aspekta njihovih svojstava kao materijala. Nadalje, 

ovi biomolekuli su pogodna alternativa sintetičkim polimerima koji se najčešće koriste u formulaciji 

nanočestica, prvenstveno zbog svoje bezbednosti. Takođe, proteini poseduju GRAS (Generally 

Recognized as Safe) status što najviše doprinosi njihovoj širokoj primeni. Proteini su relativno jeftini, 

jednostavni su za obradu i dobijaju se iz obnovljivih i održivih izvora (Martínez-López et al., 2020). I 

konačno, sa aspekta pripreme, proteinske nanočestice se relativno lako dobijaju a njihova veličina se 

može pratiti i kontrolisati variranjem procesnih uslova (De Frates et al., 2018).  

Sa opšte tačke gledišta, dakle, upotreba proteina kao strukturnih materijala za proizvodnju  

nanočestica nudi niz važnih prednosti. Nanočestice na bazi proteina su netoksične, biorazgradive, 

lako se metabolišu i poseduju dobru biokompatibilnost. Pored toga, otkriveno je da izazivaju slab ili 

zanemarljiv imuni odgovor. Amfifilna priroda proteina pomaže im u interakciji kako sa hidrofilnim, 

tako i sa hidrofobnim jedinjenjima i rastvaračima. Njihove nanometarske veličine, definisanost 

strukture, kao i prisustvo velikog broja funkcionalnih grupa dostupnih za brojne modifikacije čine ih 

atraktivnim za upotrebu u prehrambenoj industriji (Jain et al., 2018). 

Nanočestice na bazi proteina mogu se dobiti relativno jednostavnim postupcima (prvenstveno 

zbog definisane primarne strukture proteina), pod blagim uslovima i bez upotrebe toksičnih 

hemikalija ili organskih rastvarača. Brojne modifikacije površine proteina otvaraju širok spektar 
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mogućnosti formiraja kompleksa sa polisaharidima, lipidima ili drugim biopolimerima, čime se 

poboljšava inkorporacija različitih bioaktivnih jedinjenja na relativno nespecifične načine. Ova 

osobina proteina čini ih superiornijim u odnosu na druge materijale. Nanočestice zasnovane na 

proteinima takođe mogu stvarati konjugate sa bioaktivnim materijama preko primarnih amino ili 

sulfhidrilnih grupa (Chen et al., 2006). 

2.6.2. Mehanizmi stvaranja proteinskih nanočestica 

Intenzivno istraživanje i razvoj u oblasti nanotehnologije svakako su doprineli i razvoju 

različitih strategija i metoda za proizvodnju proteinskih nanočestica. Brojni metodi, koji uključuju 

isoljavanje (salting out), emulgovanje, koacervaciju, stvaranje kompleksa sa polielektrolitima, 

termički tretman i spray drying tehniku, uspešno se koriste za proizvodnju nanočestica na bazi 

proteina. Veličina proteinskih nanočestica proizvedenih korišćenjem ovih metoda obično se kreće od 

100 do 1000 nm. Kontrola i optimizacija konačne veličine nanočestica, odnosno prečnika 

nanočestica je ključni uslov za uspeh procesa i dobijanje nanočestica željenih karakteristika (Jain et 

al., 2018).  

Termički tretman kao metod za dobijanje proteinskih nanočestica koristi uticaj povišene 

temperature na proteinske molekule. Naime, termički tretman podrazumeva zagrevanje proteina na 

ili iznad temperature njihove denaturacije. Zagrevanje podstiče odvijanje strukture proteina, fenomen 

poznat kao denaturacija, zbog koje dolazi do veće izloženosti hidrofobnih aminokiselina na površini, 

sada, denaturisanog proteina, a što, kao posledicu, ima povećanje njegove površinske hidrofobnosti 

(Sponton et al., 2015a). Izložene hidrofobne grupe stupaju u interakciju formirajući agregate 

različitih dimenzija preko ostvarenih hidrofobnih veza. 

Kratak termički tretman (15 min) delimično otvara tercijarnu strukturu molekula proteina, što 

rezultira monodisperzinom formulacijom sa manjom veličinom nanočestica. Termička obrada tokom 

dužeg vremena i na višim temperaturama dovodi do potpunog otvaranja strukture molekula proteina, 

koji zatim agregiraju (Pascoli et al., 2018). Ovaj fenomen je uobičajeno vođen intermolekulskim 

interakcijama koje se javljaju između izloženih hidrofobnih aminokiselina ali i formiranjem 

disulfidnih veza (Liu et al., 2017; Zhou et al., 2017). Štaviše, pod određenim uslovima jonske jačine i 

pH vrednosti, zagrejane proteinske disperzije mogu proizvesti proteinske agregate različitih veličina i 

morfologija. 

S obzirom da termički tretman promoviše veliku ekspoziciju hidrofobnih ostataka na površini 

proteina, površinske karakteristike ovakvih proteinskih agregata su izuzetno važne za vezivanje 

različitih bioaktivnih jedinjenja. Kao što je poznato, jedna od strategija za poboljšanje kapaciteta 

vezivanja proteina prema različitim biomolekulima se sastoji u podvrgavanju rastvora proteina 

termičkom tretmanu u kontrolisanim uslovima (Sponton et al., 2017). Dalje unapređenje proteinskih 

nanostruktura sa odgovarajućom površinskom hidrofobnošću, sposobnih da vežu druge biomolekule, 

može se voditi tako da se poboljša njihova stabilnost ali i da se poveća njihova rastvorljivost, i tako 

omogući ugrađivanje u različite prehrambene sisteme (Sponton et al., 2015a). 

Različita istraživanja su potvrdila mogućnost primene termičkog tretmana za pripremu 

nanočestica iz biljnih proteina. Liu and Tang (2013) su pokazali da je termički tretman sojinih 

proteina na 95 ℃ u trajanju od 15 minuta doveo do stvaranja proteinskih nanočestica veoma malih 

dimenzija (~60 nm). Nanočestice proteina kikirikija pripremljene su takođe uz pomoć termičkog 

tretmana (100 ℃, 120 min)(Ning et al., 2020). Hall and Moraru (2021) su koristili termički tretman 



Doktorska disertacija Milica Perović 

19 

 

od 95 ℃ u trajanju od 15 minuta za pripremu nanočestica iz proteina graška. Kada je proteinski 

izolat pasulja bio podvrgnut termičkom tretmanu (85 ℃, 60 min), termalna agregacija je dovela do 

stvaranja nanočestica dimenzija <100 nm (Zhang et al., 2010). Dokazano je da termički tretman 

nativnih biljnih proteina dovodi do specifičnih konformacionih promena i stvaranja nanostruktura 

(Abdelsalam et al., 2021). 

Pored termičkog tretmana, za pripremu proteinskih nanočestica koriste se i druge tehnike kao 

što su emulgovanje, desolvatacija, sušenje raspršivanjem, homogenizacija pod visokim pritiskom, 

elektroraspršivanje, od kojih svaka od njih ima svoje prednosti i nedostatke (De Frates et al., 2018; 

Verma et al., 2018). 

Emulgovanje. Kod tehnike emulgovanja, najjednostavnije rečeno, rastvor polimera ili vodeni 

rastvor proteina u vodenom/organskom rastvaraču (W) se dodaje u neku uljanu fazu (O) u kojoj se 

protein ne rastvara, kako bi se formirao sistem emulzije (W/O) u uslovima mehaničkog mešanja ili 

sonikacije. Zatim se vrši uklanjanje rastvarača/nerastvorne faze i prečišćavanje u cilju dobijanja 

stvorenih nanočestica. Ovi sistemi se smatraju kinetički stabilnim i mogu rezultirati novim 

nanostrukturama sa unapređenim funkcionalnim i reološkim svojstvima, poželjnim za prehrambenu 

industriju. Koncentracija proteina i odnos zapremina vodene i uljne faze (W:O) tokom emulgovanja 

su kritični parametri u proizvodnji proteinskih nanočestica ovim metodom (Jain et al., 2018). Kada 

je reč o nanočesticama pripremljenim od proteina mahunarki, one su uspešno fabrikovane iz proteina 

soje i graška metodom emulgovanja i korišćene za enkapsulaciju likopena (Ho et al., 2017). 

Desolvatacija. Proces desolvatacije je metod izbora za proizvodnju proteinskih nanočestica, 

prvenstveno zbog svoje jednostavnosti i prednosti koja se ogleda u dobijanju nanočestica manjih 

veličina. Princip ovog metoda predstavlja smanjenje rastvorljivosti proteina prisutnog u vodenom 

rastvoru korišćenjem agenasa za desolvatovataciju kao što su alkoholi, ketoni i različite soli, što 

dovodi do razdvajanja faza. Dodavanje agensa za desolvataciju ima tendenciju da promeni 

konformaciju proteina i smanji njegovu rastvorljivost, što dovodi do precipitacije u obliku 

proteinskih nanoprecipitata. Ovakav proces je jedan od široko primenjivanih metoda koji se koriste 

za pripremu proteinskih nanočestica (Jain et al., 2018). Teng et al. (2012) su koristili metod 

desolvatacije pri proizvodnji nanočestica iz proteina soje, koje su se kasnije koristile kao nanonosači 

pri inkapsulaciji različitih bioaktivnih jedinjenja. 

2.6.3. Unapređena primena proteinskih nanočestica 

Imajući u vidu porast svetske populacije, aktuelne ekološke i klimatske probleme, nedostatak 

izvora energije i smanjenje obradivih površina, upotreba savremenih tehnologija koje se baziraju na 

poboljšanju proizvodnje hrane i unapređenju njenog kvaliteta dobija sve veći značaj. Istraživanja u 

polju nanotehnologije poseduju izuzetno visok potencijal za ostvarenje brojnih pogodnosti koje 

mogu koristiti društvu, s posebnim naglaskom na primenu u prehrambenoj industriji. Termin 

„nanohrana“ opisuje hranu koja je proizvedena, obrađena ili upakovana korišćenjem 

nanotehnoloških 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 povećanoj bezbednosti, biodostupnosti, unapređenju nutritivnih i senzornih 

svojstava, povećanju funkcionalnosti, produžetaku roka trajanja, kao i smanjenju troškova prilikom 
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skladištenja gotovih proizvoda (Zahra et al., 2022). Izrazita funkcionalna i nova svojstva materijala 

za pakovanje postignuta su uključivanjem nanočestica različitih fizičkih i hemijskih karakteristika. 

Nanočestice pripremljene na bazi polisaharida, proteina i lipida umnogome pomažu da se očuva i 

produži rok trajanja različitih prehrambenih proizvoda. Takođe, ovako pripremljene nanočestice 

mogu se koristiti za inkapsuliranje različitih hidrofilnih, amfifilnih ili lipofilnih supstanci i aktivnih 

funkcionalnih agenasa kao što su antimikrobni agensi, agensi koji sprečavaju promenu boje 

proizvoda, i antioksidanti. Ovakva upotreba nanotehnologije ima mogućnost da poveća rok trajanja i 

kvalitet proizvedene hrane i to najčešće mesa, sira, voća i povrća, konditorskih i pekarskih proizvoda 

i brze hrane (Weiss et al., 2006). 

  

 

 

 

 

 

  

 

 

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

 

Nanočestice, pored toga, pokazuju veliki potencijal za poboljšanje biodostupnosti različitih 

bioaktivnih jedinjenja koja se široko koriste kao aktivni sastojci u raznim prehrambenim 

proizvodima (Chen et al., 2006). Pored dimenzije, kao najvažnije karakteristike koja ih čini 

posebnim u poređenju sa drugim sistemima za vezivanje i isporuku bioaktivnih jedinjenja, 

interakcija nanočestica sa različitim biološkim molekulima igra glavnu ulogu u njihovom 

funkcionisanju kao nosača. 

Proteinske nanočestice imaju sposobnost da vezuju različite bioaktivne supstance specifičnim 

ili nespecifičnim interakcijama, ili da formiraju komplekse s drugim molekulima, što ih čini 

pogodnim agensima za transport tih komponenata (slika 5). Poznato je da denaturacija proteina pod 

određenim uslovima (termički tretman, isoljavanje, itd.) dovodi do povećanja njihove hidrofobnosti i 

stvaranja mesta za vezivanje različitih hidrofobnih bioaktivnih komponenti. Tako su, na primer, 

proteinske nanočestice dobijene termičkim tretmanom β-laktoglobulina iz mleka i ovalbumina iz 

belanceta pokazale povećan kapacitet vezivanja linolne kiseline (Fang et al., 2015; Perez et al., 

2015; Sponton et al., 2015b). 

Poslednjih nekoliko decenija, naučnici su ispitivali potencijal transporta različitih bioaktivnih 

jedinjenja uz pomoć nanočestica pripremljenih od proteina iz različitih izvora (tabela 2). Tokom 
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pripreme nanočestica, veoma je bitno kontrolisati njihovu veličinu, površinu i druge karakteristike, 

jer od toga zavisi s kakvim rezultatom će ispuniti zadatak, odnosno oslobaditi aktivna jedinjenja sa 

ciljem postizanja specifičnog i/ili ciljanog delovanja (Hong et al., 2020). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Slika 5. Načini interakcije bioaktivnih jedinjenja i nanočestica (Sripriyalakshmi et al., 2014) 

Generalno, nanonosači moraju imati određene karakteristike u koje spadaju: 

• netoksičnost, efikasnost i sigurnost pri upotrebi in vivo, 

• prihvatljiv rok trajanja, 

• visok zeta potencijal za sprečavanje agregacije nanočestica, 

• kontrolisana degradacija u cilju sprečavanja neodgovarajućeg oslobađanja vezane 

bioaktivne komponente, 

• proizvodi razgradnje nanonosača treba da budu netoksični, da se lako metabolišu i izbaciju 

iz tela i 

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

Očigledno je da se proteini iz različitih izvora mogu koristiti za dobijanje nanočestica i to 

korišćenjem relativno jednostavnih, ekonomičnih i ekološki prihvatljivih postupaka sa manjom 

upotrebom toksičnih hemikalija. Brojna istraživanja se sprovode u cilju razvijanja i unapređenja 

nanobiotehnologije zasnovane na proteinskim nanočesticama (Tarhini et al., 2017). Ova istraživanja 

se pokazuju kao veoma bitna i omogućavaju još veću ekspanziju nanobiotehnologije i njenu 
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praktičnu primenu u brojnim prehrambenim sistemima, kao i u sistemima za distribuciju brojnih 

bioaktivnih jedinjenja od značaja. 

Tabela 2. Nanonosači od proteina iz različitih izvora korišćeni za transport bioaktivnih jedinjenja 

Bioaktivno 

jedinjenje 
Izvor proteina Metod Poboljšanje Referenca 

β-karoten grašak emulgovanje produženo oslobađanje 

β-karotena 

Shao and 

Tang, 2016 

   vitamin C 

 

 

 

vitamin D3 

soja sušenje 

raspršivanjem 

 

  

 emulgovanje 

povećana efikasnost 

mikroinkapsulacije 

 

 

stabilnost preko 30 dana 

skladištenja 

Nesterenko 

et al., 2014 

 

 

Ferreira et 

al., 2022 

folna kiselina leblebija liofilizacija veća stabilnost 

Ariyarathna 

and Nedra 

Karunaratne, 

2015 

polifenoli kukuruz elektroraspršivanje 

povećana in vitro 

gastrointestinalna 

stabilnost i 

permeabilnost 

Bhushani et 

al., 2017 

različita 

lipofilna 

jedinjenja 

ječam 

emulgovanje 

 

 

 

 

homogenizacija 

pod visokim 

pritiskom 

veća stabilnost tokom 

skladištenja i u 

gastrointestinalnom 

traktu 

 

bolja zaštita bioaktivnih 

jedinjenja i stabilnost 

tokom skladištenja 

Wang et al., 

2011 

 

 

 

Yang et al., 

2014 

kurkumin orah elektroraspršivanje povećana 

antioksidativna 

aktivnost 

Asadi et al., 

2021 

kurkumin pirinač termički tretman veća stabilnost i 

rastvorljivost 

Peng et al., 

2017 

kurkumin suncokret desolvatacija povećana stabilnost Mehryar et 

al., 2021 

kvercetin pšenica emulgovanje poboljšana rastvorljivost 

i biodostupnosti 

Chen et al., 

2018 

astaksantin krompir desolvatacija povećana biodostupnost 

 

Edelman et 

al., 2019 



   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3. Materijal i metodi 
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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 

početka eksperimentalnog dela, seme leblebije čuvano je u frižideru na temperaturi od 4 °C.  

Na samom početku eksperimentalnog rada, seme leblebije je očišćeno od nečistoća, 

samleveno u električnom mlinu i prosejano kroz sito sa prečnikom otvora od 1 mm. U cilju 

uklanjanja masnih materija iz ovako pripremljene sirovine, izvršena je ekstrakcija etanolom i to pod 

sledećim uslovima - smeša samlevena leblebija:etanol = 1:5 (m/v) je mešana na sobnoj temperaturi 2 

sata, i još jednom ponovljena pod istim uslovima. Nakon završetka ekstrakcije, čvrsta faza je 

odvojena centrifugiranjem na 3000×g tokom 15 min na 4 ℃ (Sorval RC-5B, Dupont Instruments). 

Da bi se uklonio sav zaostali etanol, tretirana leblebija je sušena na 40 ºC u trajanju od 36 h. Ovako 

pripremljen materijal je korišćen u daljim eksperimentima. 

3.2. Hemijski sastav sirovine 

 Hemijska karakterizacija materijala podrazumevala je određivanje sadržaja masti, proteina, 

ukupnih, rastvorljivih i nerastvorljivih vlakana, skroba i pepela. Sadržaj masti (pre procesa 

obezmašćivanja) određen je metodom po Weibull-Stoldt-u (Stoldt, 1949). Ostali metodi su 

primenjeni u cilju ispitivanja hemijskog sastava obezmašćene sirovine. Set za ispitivanje ukupnih 

prehrambenih vlakana (Total Dietary Fiber Assay Kit K-TDFR, Megazyme) je korišćen za ispitivanje 

ukupnih (TDF), nerastvorljivih (IDF) i rastvorljivih (SDF) dijetetskih vlakana (AACC 32-05.1). 

Sadržaj proteina određen je metodom po Kjeldahl-u (AOAC 991.20). Sadržaj pepela određen je 

gravimetrijskim metodom, sušenjem na 550 ℃ do konstantne mase. Sadržaj skroba određen je 

pomoću komercijalnog kompleta za određivanje ukupnog skroba (Total starch kit K-TSTA, 

Megazyme) (AACC 76-13-01). 

3.3. Enzimski preparati i njihove aktivnosti 

Za enzimski pretretman obezmašćene leblebije korišćeni su sledeći enzimi: α-L-

arabinofuranozidaza (α-L-Arabinofuranozidase, Megazyme), endo-ksilanaza (NS22083, Novozymes), 

koktel pektinaza (Vinozym, Novozymes), kompleks celulaza (Cellulase complex, NS22086, 

Novozymes) i koktel enzima Enzim kompleks (Enzyme complex, NS22119, Novozymes). 

Aktivnost enzimskog preparata α-L-Arabinofuranozidase iznosila je 300 U/ml i određena je 

prema McCleary et al. (2015). Jedinica aktivnosti α-L-arabinofuranozidaze (U) je definisana kao 

količina enzima potrebna za oslobađanje jednog µmola p-nitrofenola u minuti iz p-nitrofenil-α-L-

arabinofuranozida pod definisanim uslovima (temperatura 40 °C, pH 4).  

Celulolitička aktivnost preparata Cellulase complex i Enzyme complex iznosila je 340 

FPU/ml i 30 FPU/ml, redom, i određena je metodom po Ghose-u (1987). Jedna FPU jedinica je 

definisana kao količina enzima potrebna za oslobađanje 2 mg redukujućih šećera iz 50 mg Whatman 

br.1 filter papira za 1 h pod standardnim uslovima hidrolize (temperatura 50 ℃, pH 4,8). 

 Ksilanazna aktivnost enzimskih preparata NS22083 i Enzyme complex analizirana je prema 

metodu Bailey et al. (1992) i utvrđeno je da iznosi 375 U/ml i 6 U/ml, redom. Jedna jedinica 

aktivnosti ksilanaze (U) definisana je kao količina enzima koja oslobađa 1 mmol ksiloze po minuti 

pod definisanim uslovima (temperatura 50 °C, pH 5,3). 
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Pektinolitička aktivnost enzimskih preparata Vinozym i Enzyme complex analizirana je prema 

metodu Patil and Dayanand (2006) i iznosila je na 7,8 U/ml i 1,1 U/ml, redom. Jedna jedinica 

aktivnosti pektinaze (U) definisana je kao količina enzima koja katalizuje oslobađanje 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 obezmašćene leblebije, posle čega je usledila izoelektrična precipitacija proteina i njihovo 

sušenje. 

3.4.1. Alkalna ekstrakcija 

Preliminarno ispitivanje trajanja alkalne ekstrakcije je izvedeno na pH 10,5 i 50 ℃ sa 

odnosom čvrsta materija:tečnost = 1:10 (m/v), uz konstantno mešanje tokom 1 h i 2 h. U svim 

narednim eksperimentima alkalna ekstrakcija (ALK) je izvođena u trajanju od jednog sata, pod gore 

navedenim uslovima pH, temperature i odnosa čvrsto:tečno. 

3.4.2. Testiranje enzima za pretretman leblebije 

Različiti enzimi za hidrolizu polisaharida ćelijskog zida biljaka – celulaze, pektinaze, 

ksilanaza i arabinofuranozidaza (primenjenih pojedinačno ili u kombinaciji), kao i komercijalni 

enzimski koktel testirani su za tretman leblebije pre alkalne ekstrakcije. Ekstrakcije su izvedene pod 

definisanim uslovima pH i temperature, pri odnosu čvrsta materija:tečnost = 1:10 (m/v). Uslovi 

ekstrakcija, kao i doze korišćenih enzima prikazani su u tabeli 3. 

Kontrola (K) je sprovedena pod istim uslovima kao i enzimske ekstrakcije, s tim da je deo 

koji je odgovarao enzimskom tretmanu izveden bez enzima (vodena ekstrakcija 30 min, pH 5,5, 50 

℃) praćena alkalnom ekstrakcijom (1 h, pH 10,5, 50 ℃).  

Nakon ekstrakcije, suspenzije su centrifugirane na 9000×g tokom 15 minuta na 4 ℃ 

Koncentracija ekstrahovanih proteina u supernatantima određena 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 odgovarajućih proteinskih izolata, 

obezmašćena leblebija je, pre alkalne ekstrakcije, tretirana individualnom arabinofuranozidazom, kao 

i kombinacijom celulaza i ksilanaze. Obezmašćena leblebija suspendovana je u destilovanoj vodi u 

odnosu 1:10 (m/v), uz podešavanje pH vrednosti na 5,5 sa 0,5 mol/l HCl. Zatim je u ekstrakciji 

potpomognutoj arabinofuranozidazom dodato 0,06 U arabinofuranozidaze/gSM, dok je u ekstrakciji 

uz pomoć ksilanaze i celulaza dodato 34 U ksilanaze kombinovane sa 17 FPU celulaze/gSM, i 

suspenzije su termostatirane na 50 ℃ tokom 30 min. Nakon isteka definisanog vremena enzimskog 

tretmana, pH je podešen na 10,5 i alkalna ekstrakcija je nastavljena tokom 1 h na 50 ℃. 
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Tabela 3 Enzimi i uslovi tretmana za potpomognutu alkalnu ekstrakciju leblebije 

Ekstrakcija Oznaka Doza 

enzima/gSM 

Uslovi 

celulaze + alkalna 

ekstrakcija 
C 17 FPU 

tretman celulazama (30 min, pH 5,5, 50 

℃) + alkalna ekstrakcija (1 h, pH 10,5, 

50 ℃) 

ksilanaza + alkalna 

ekstrakcija 
X 34 U 

tretman ksilanazom (30 min, pH 5,5, 50 

℃) + alkalna ekstrakcija (1 h, pH 10,5, 

50 ℃) 

pektinaze + alkalna 

ekstrakcija 
P 0,4 U 

tretman pektinazama (30 min, pH 5,5, 

50 ℃) + alkalna ekstrakcija (1 h, pH 

10,5, 50 ℃) 

arabinofuranozidaza 

+ alkalna ekstrakcija 
ARA 0,06 U 

tretman arabinofuranozidazom (30 min, 

pH 5,5, 50 ℃) + alkalna ekstrakcija (1 

h, pH 10,5, 50 ℃) 

Enzim kompeks + 

alkalna ekstrakcija 
EC 

17 FPU + 

3 U  

(ksilanaza) 

+ 

0,5 U 

(pektinaze) 

tretman Enzimskim kompleksom (30 

min, pH 5,5, 50 ℃) + alkalna 

ekstrakcija (1 h, pH 10,5, 50 ℃) 

(ksilanaza+celulaze) 

+ alkalna ekstrakcija 
X+C 

34 U 

(ksilanaza) + 

17 FPU 

(celulaze) 

tretman kombinacijom ksilanaze i 

celulaza (30 min, pH 5,5, 50 ℃ ) + 

alkalna ekstrakcija (1 h, pH 10,5, 50 ℃) 

(ksilanaza+pektinaze) 

+ alkalna ekstrakcija 
X+P 

34 U 

(ksilanaza) + 

0,4 U 

(pektinaze) 

tretman kombinacijom ksilanaze i 

pektinaza (30 min, pH 5,5, 50 ℃) + 

alkalna ekstrakcija (1 h, pH 10,5, 50 ℃) 

3.4.4. Izdvajanje i sušenje proteinskih izolata 

Po završetku alkalne i enzimima potpomognutih alkalnih ekstrakcija, suspenzije su 

centrifugirane na 9000×g tokom 15 minuta na 4 ℃. Sadržaj proteina u ekstrakcionim ostacima je 

određen je metodom po Kjeldahl-u (AOAC 991.20). 

Supernatanti su podvrgnuti izoelektričnoj precipitaciji podešavanjem pH sa 1 mol/l HCl na 

4,5. Proteinski talog je sakupljen nakon centrifugiranja (9000×g, 15 min, 4 ℃) i rastvoren u 

destilovanoj vodi na pH 7. Pripremljeni proteinski rastvori su podvrgnuti sušenju u liofilizatoru 

(Martin Crist Alpha LSC 2-4, Osterode, Nemačka) na - 45 ℃ tokom 48 h a nakon sušenja dobijeni 

proteinski izolati su do upotrebe čuvani u eksikatoru. Proteinski izolati - ALK-izolat iz alkalne 

ekstrakcije, ARA-izolat iz alkalne ekstrakcije potpomognute arabinofuranozidazom, i (X+C)-izolat 

iz alkalne ekstrakcije potpomognute kombinacijom celulaza i ksilanaze, su dalje analizirani i 

korišćeni 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), šematski prikazanom na slici 6. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

Slika 6. Šema izdvajanja frakcija proteina leblebije 

centrifugiranje 

9000×g   20 min 
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mešanje 2 h 

izoelektrična 

precipitacija pH 4.1 

centrifugiranje 

9000×g   20 min 

sakupljanje 

taloga 

liofilizacija 

ALBUMIN 

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

 mešanje 2 h 

izoelektrična 

precipitacija pH 4.3 

centrifugiranje 

9000×g   20 min 

sakupljanje 

taloga 

liofilizacija 

ostatak + 0.1 mol/l 

rastvor NaOH=1:4 

mešanje 2 h 

centrifugiranje 

9000×g   20 min 

izoelektrična 

precipitacija pH 4.8 

centrifugiranje 

9000×g   20 min 

sakupljanje 

taloga 

liofilizacija 

GLOBULIN 

GLUTELIN 
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Proteinski talozi su sakupljeni nakon centrifugiranja i rastvoreni u destilovanoj vodi na pH 7. 

Pripremljeni rastvori frakcija proteina su sušeni liofilizacijom na - 45 ℃ tokom 48 h a nakon sušenja 

dobijene frakcije (albuminska - ALB, globulinska - GLO i glutelinska - GLU) su čuvane u eksikatoru 

do analiza i korišćenja u eksperimentima. Izoelektrične tačke dobijenih frakcija određene su 

merenjem zeta (ζ) potencijala rastvora ovih frakcija u opsegu pH 1 - 9, na uređaju Zetasizer Nano 

ZS90 (Malvern Instruments Ltd., UK). 

3.6.  Hemijski sastav proteinskih izolata i frakcija proteina 

Sadržaj suve materije određen je sušenjem do konstantne mase na temperaturi od 105±0.5 ℃. 

Sadržaj pepela određen je gravimetrijskim metodom, sušenjem na 550 ℃ do konstantne mase. 

Sadržaj proteina određen je metodom po Kjeldahl-u (AOAC 991.20). Sadržaj skroba određen je 

pomoću komercijalnog kompleta za određivanje 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) rađena je na HPLC sistemu Agilent 1290 Infinity I sa kolonom BioSuite 

Phenyl (Preparative, 21,5150 mm, 10 µm, Waters). Eluiranje je vršeno u gradijentnim koracima 

dobijenim mešanjem mobilnih faza A i B, gde je faza A predstavljala 1 mol/l amonijum-sulfat u 25 

mmol/l Tris-HCl puferu, pH 9, dok je faza B predstavljala 25 mmol/l Tris-HCl pufer pH 9. Protok 

mobilne faze je iznosio 1 ml/min, eluiranje je vršeno 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 korišćen je proteinski izolat dobijen iz alkalne 

ekstrakcije potpomognute α-L-arabinofuranozidazom. Uzorak je rastvoren u 1 mol/l amonijum-

sulfatu koji je prethodno rastvoren u 25 mmol/l Tris-HCl puferu, pH 9, a zatim filtriran kroz filter 

0,45 µm, 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 čaša Amicon stirred cell (model 8010, Millipore, USA), membrana (Biomax®, 

Millipore, USA) cut-off 5 kDa, natpritisak 2,5 bara, temperatura 4 ℃, mešanje 30 o/min, faktor 

koncentrsanja u rasponu od 14 do 28). 

3.8. Analitički 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, Nemačka) sa ATR dijamantskim modulom, koji je bio 

povezan sa računarom zbog softverske obrade podataka. Spektri su snimani u opsegu talasnog broja 

od 4000 do 400 cm
-1

, pri rezoluciji od 4 cm
-1

.  

Sadržaj sekundarnih strukturnih elemenata (α-heliks, β-ploča, nasumični kalemovi, β-zavoji) 

određen je preko dobijenih spektara u intervalu od 1600 cm
-1

 do 1700 cm
-1

. Spektri su fitovani 

Gausovom krivom raspodele u programu Origin (OriginLab Corporation, SAD) a primenom drugog 

izvoda određeni su položaji pikova koji su kasnije bili osnova za izračunavanje procentualnog 

sadržaja elemenata sekundarne strukture.  
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3.8.2. Aminokiselinski sastav  

Aminokiselinski sastav proteinskih izolata i frakcija proteina određen je korišćenjem 

automatskog aminoanalizatora Biochrom 30+ (Biochrom, Cambridge, UK), prema metodu 

Spackman et al. (1958). Razdvajanje aminokiselina izvršeno je primenom hromatografije sa 

izmenom katjona, praćene 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 HCl ili 4,2 mol/l NaOH (za određivanje triptofana) na 

110 °C tokom 24 h, a zatim ohlađeni na sobnu temperaturu. Posle hidrolize, uzorci su filtrirani kroz 

PTFE filter sa veličinom 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 izraženi kao masa aminokiseline (g) u 100 g suve materije uzorka (Tomičić 

et al., 2020). 

3.8.3. Natrijum-dodecilsulfat poliakrilamid gel elektroforeza  

Izolati iz alkalnih i kombinovanih enzimskih i alkalnih ekstrakcija, kao i frakcije proteina 

leblebije i uzorci razdvojeni preparativnom HIC su analizirani natrijum-dodecilsulfat poliakrilamid 

gel elektroforezom (SDS-PAGE). Elektroforeza je vođena na 12% TruPAGE gelovima (Sigma 

Aldrich, Taufkirhen, Nemačka) pod redukujućim uslovima (Laemmli, 1970). Uzorci od 10 μL 

(koncentracije 2 mg/ml) su aplikovani u prostore predviđene za nanošenje uzoraka na gelu, a proces 

razdvajanja se vršio pri naponu 180 V i jačini 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 određivane su upoređivanjem sa 

proteinskim markerima molekulskih masa u opsegu od 7 do 240 kDa (SERVA Electrophoresis, 

Heidelberg, Nemačka). 

3.8.4. Rastvorljivost  

Uzorci proteinskih izolata i frakcija proteina koncentracije 10 mg/ml (C1) su dispergovani u 

destilovanoj vodi. Vrednost pH je podešena na 9 sa 1 mol/l NaOH i održavana konstantnom tokom 

celokupnog procesa rastvaranja. Rastvor je mešan na magnetnoj mešalici na sobnoj temperaturi 4 h i 

ostavljen preko noći na 4 °C radi bolje hidratacije proteina. Da bi se uklonile čestice poreklom od 

nerastvorenog proteinskog uzorka, rastvor je centrifugiran na 9000×g tokom 10 minuta na 4 °C. 

Koncentracija proteina u supernatantu (C2) je analizirana Bradford metodom (1976) sa goveđim 

serum albuminom (BSA) kao standardom i korišćena je za izračunavanje rastvorljivosti prema 

jednačini (1): 

Rastvorljivost (%) =
𝐶2

𝐶1
100                                                  (1) 

3.8.5. Kapaciteti zadržavanja vode i ulja  

Kapacitet zadržavanja vode (WHC) i kapacitet zadržavanja ulja (OHC) proteinskih izolata i 

frakcija proteina određeni su prema metodu Tan et al. (2014). Uzorcima (0,1 g) su dodati po 1,5 ml 

destilovane vode ili suncokretovog ulja (gustina 0,912 g/ml) i vorteksirani su u trajanju od 1 minuta. 

Nakon 30 mina na sobnoj temperaturi, uzorci su centrifugirani na 5000×g tokom 30 min. Dobijeni 

supernatanti su pažljivo dekantovani a masa taloga izmerena. WHC i OHC su izraženi kao gram 

zadržane vode/ulja po gramu uzorka.  
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3.8.6. Kapaciteti pene i stabilnost pene 

Kapacitet pene (FC) i stabilnost pene (FS) određeni su rastvaranjem proteinskih uzoraka u 

destilovanoj vodi kako bi se pripremio rastvor konačne koncentracije 5 mg/ml. Nakon što je pH 

podešen na 9 korišćenjem 1 mol/l NaOH, rastvori su homogenizovani aparatom Ultra-Turrax (T-25, 

IKA) 10 minuta na 25 °C i 15000 o/min. Zabeležena 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 izračunati prema jednačinama (2) i (3), redom:  

 

FC (%) =
𝑧𝑎𝑝𝑟𝑒𝑚𝑖𝑛𝑎 𝑛𝑎𝑘𝑜𝑛 ℎ𝑜𝑚𝑜𝑔𝑒𝑛𝑖𝑧𝑜𝑣𝑎𝑛𝑗𝑎 − 𝑧𝑎𝑝𝑟𝑒𝑚𝑖𝑛𝑎 𝑝𝑟𝑒 ℎ𝑜𝑚𝑜𝑔𝑒𝑛𝑖𝑧𝑜𝑣𝑎𝑛𝑗𝑎

𝑧𝑎𝑝𝑟𝑒𝑚𝑖𝑛𝑎 𝑛𝑎𝑘𝑜𝑛 ℎ𝑜𝑚𝑜𝑔𝑒𝑛𝑖𝑧𝑜𝑣𝑎𝑛𝑗𝑎
100            (2)            

FS (%) =
𝑧𝑎𝑝𝑟𝑒𝑚𝑖𝑛𝑎 𝑝𝑒𝑛𝑒 𝑛𝑎𝑘𝑜𝑛 30 𝑚𝑖𝑛

𝑢𝑘𝑢𝑝𝑛𝑎 𝑧𝑎𝑝𝑟𝑒𝑚𝑖𝑛𝑎 𝑝𝑒𝑛𝑒 
100                                         (3) 

3.8.7. Emulgujuća svojstva 

Emulgujuća svojstva proteinskih izolata i frakcija proteina merena su metodom koju su 

opisali Wu et al. (1998). Emulzije su pripremljene dispergovanjem smeše 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 čaše odmah nakon 

dispergovanja i u 10-om minutu nakon dispergovanja. Uzorci su razblaženi do 5 ml 0,1% rastvorom 

SDS-a i apsorbance ovako razblaženih emulzija su merene na 500 nm. Tako dobijene vrednosti 

apsorbanci A0 i A10, za razblažen uzorak odmah nakon i 10 minuta nakon dispergovanja, redom, su 

korišćene za izračunavanje indeksa aktivnosti emulgovanja (EAI) i indeksa stabilnostu emulzije 

(ESI) prema jednačinama (4) i (5), redom: 

EAI (m2/g) = 2 × T × 𝐴₀ × 𝑓𝑎𝑘𝑡𝑜𝑟 𝑟𝑎𝑧𝑏𝑙𝑎ž𝑒𝑛𝑗𝑎/(𝐶 × ɸ × 10000)               (4) 

gde je T = 2,303; faktor razblaženja = 100, C = koncentracija proteina (g/ml) pre formiranja emulzije 

i ɸ = zapreminski udeo ulja u emulziji. 

ESI (min) = 𝐴₀ × ∆𝑡/∆𝐴                                                  (5) 

gde je Δt = 10 min i ΔA = A0 − A10. 

3.8.8. Površinska hidrofobnost 

Površinska hidrofobnost uzoraka određivana je preko količine vezanog bromfenol plavog 

(BPB) za analiziani proteinski uzorak metodom koju su opisali Chelh et al. (2006). Dvesto µl 

rastvora BPB (1 mg/ml BPB u destilovanoj vodi) je dodato u 1 ml rastvora proteina (2 mg/ml u 20 

mmol/l fosfatnom puferu, pH 7) i vorteksirano. Kontrolni uzorak je pripremljen sa 1 ml fosfatnog 

pufera umesto rastvora proteina. Test i kontrolni uzorci su mešani 10 min na sobnoj temperaturi i 

centrifugirani (2000×g, 15 min). Apsorbanca supernatanata je merena na talasnoj dužini od 595 nm 

sa fosfatnim puferom kao slepom probom. Masa vezanog BPB-a (od strane 2 mg proteina u analizi) 

računata je pomoću jednačine (6): 

 

Vezani BPB (µg) = 200
𝐴₀−𝐴1

𝐴₀
                                                     (6) 

gde 200 predstavlja masu BPB u analizi (µg), A0 i A1 apsorbance kontrole i uzorka, redom. 
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3.8.9. Sadržaj ukupnih i rektivnih sulfhidrilnih (SH) grupa 

Sadržaj ukupnih i reaktivnih sulfhidrilnih grupa u uzorcima proteina određen je 

spektrofotometrijski uz pomoć Elmanovog reagensa (5,5′-(ditiobis-2-nitrobenzojeva kiselina, 

DTNB), prema metodu Beveridge et al. (1974) sa izvesnim modifikacijama. Uzorci proteina su 

rastvoreni u standardnom puferu (pH 8) tako da konačna koncentracija bude 0,5 mg/ml i 

centrifugirani su na 9000×g u trajanju od 20 minuta na 4 ºC. 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). Smeša je ostavljena da stoji 

na sobnoj temperature tokom 1 h i apsorbanca je izmerena na 412 nm. Merenja su izvršena 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). Sadržaj SH grupa je izračunat pomoću 

jednačine (7) koju su izveli Beveridge et al. (1974): 

Sadržaj SH grupa (μmol/g)  =  
73.53×𝐴

𝐶
𝐷                                        (7) 

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

3.8.10. In vitro antioksidativna aktivnost  

Antioksidativna aktivnost uzoraka određena je spektrofotometrijskim metodom prema Re et 

al. (1999) uz izvesne modifikacije. ABTS reagens je pripremljen mešanjem vodenog rastvora ABTS 

supstance (7 mmol/l) sa rastvorom kalijum-persulfata (2,45 mmol/l) u odnosu 1:1 (v/v). Smeša je 

inkubirana 16 h na sobnoj temperaturi, u mraku. Posle inkubacije, ABTS reagens je razblažen 

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 konačna koncentracija od 2 

mg/ml. Alikvot uzorka od 50 µl je pomešan sa 950 µl razblaženog rastvora ABTS
 
reagensa, 

vorteksiran 30 s i inkubiran na tamnom mestu i sobnoj temperaturi tokom 6 minuta. Kontrolni 

rastvor (bez antioksidativne aktivnosti) je pripremljen od 50 µl PBS umesto uzorka proteina i 950 µl 

razblaženog rastvora ABTS, dok je sam PBS korišćen kao slepa proba. Apsorbanca je merena na 734 

nm i in vitro ABTS antioksidativna aktivnost (%) je izračunata korišćenjem jednačine (8): 

ABTS (%) =
𝐴₀−𝐴1

𝐴₀
100                                                       (8) 

gde su A₀ i A1 apsorbance kontrole i uzorka, redom. 

3.9. Priprema proteinskih nanočestica 

Liofilizovani proteinski izolati i frakcije proteina su dispergovani u 50 mmol/l NaCl i pH 

vrednost je podešena na 9 pomoću 1 mol/l rastvora HCl. Rastvor natrijum-azida (0,02%, m/v) je 

dodat u cilju sprečavanja mikrobiološke kontaminacije. Mešanje na magnetnoj mešalici je trajalo 8 h, 

nakon čega su uzorci ostavljeni preko noći na 4 ℃ radi potpune hidratacije. Disperzije su, zatim, 

centrifugirane na 10000 o/min tokom 10 min da bi se eliminisali nerastvoreni ostaci. Supernatanti su 

odvojeni i sadržaj proteina je određen Bradfordovim metodom (Bradford, 1976) sa BSA kao 

standardom. 
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3.9.1. Termički tretman  

Za pripremu proteinskih nanočestica termičkim tretmanom, supernatanti su razblaženi 50 

mol/l rastvorom NaCl do postizanja koncentracije 0,1% i 0,4% (m/v). pH vrednosti su podešene na 7 

i 9,3 korišćenjem 0,5 mol/l NaOH i 0,5 mol/l HCl. Pripremljene disperzije su zagrevane u vodenom 

kupatilu na 65 
o
C i 90 ℃ u trajanju od 10 i 20 min, a nakon toga hlađene. Na ovaj način pripremljene 

proteinske nanočestice su čuvane na 4 ℃ do daljeg analiziranja. 

3.9.2. Ultrazvučni tretman 

 Za pripremu proteinskih nanočestica ultrazvučnim tretmanom, supernatanti su razblaženi 50 

mol/l rastvorom NaCl do postizanja koncentracije 0,1% i 0,4% (m/v). pH vrednosti su podešene na 7 

i 9,3 i pripremljene disperzije su tretirane u ultrazvučnom 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 nanočestica 

3.10.1. Mutnoća  

Pojava mutnoće proteinskih disperzija pod uticajem termičkog tretmana (90 ℃) nakon 10 i 

20 minuta je merena na 400 nm, po metodu Shen et al. (2017), uporedo sa merenjem mutnoće 

netretiranog rastvora proteina. Merenja su vršena na sobnoj temperaturi u kvarcnoj kiveti (dužina 1 

cm). Rastvor NaCl koncentracije 50 mol/l je korišćen kao slepa proba. 

3.10.2. Raspodela veličina čestica  

Određivanje raspodele veličine čestica, njihovog srednjeg prečnika i indeksa polidisperznosti 

(PdI) se zasnivalo na merenju dinamičkog rasipanja svetlosti (DSL). Ovi parametri mereni su pre i 

posle termalnog tretmana rastvora proteinskih izolata i frakcija proteina na uređaju Zetasizer Nano 

ZS90 (Malvern Instruments Ltd., UK). Indeksi prelamanja za rastvarač i proteinske agregate iznosili 

su 1,33 i 1,5, redom. Raspodela veličina čestica je prikazana grafički, gde je na x–osi predstavljen 

interval prečnika, a na y–osi udeo čestica datog prečnika u ukupnom broju/zapremini svih čestica. 

Ostali parametri pripremljenih nanočestica su izračunati na osnovu srednjeg prečnika čestica 

(nm), uzimajući u obzir da su čestice sfernog oblika (Sponton et al., 2016) i to:  

 prečnik nanočestice (d) – srednji prečnik (nm) 

 površina nanočestice (A) – 4 π d
2
  

 zapremina nanočestice (V) – π d
3
/6  

 odnos površine (A) i zapremine (V) = A/V 

 odnos površinske hidrofobnosti (PH) i površine nanočestice (A) = PH/A 

3.10.3. Stabilnost proteinskih nanočestica 

Stabilnost pripremljenih nanočestica analizirana je praćenjem promena njihovog srednjeg 

prečnika i zeta potencijala neposredno nakon pripreme i nakon skladištenja tokom 3, 5 i 7 dana na 

temperaturi 4 °C, na uređaju Zetasizer Nano ZS90 (Malvern Instruments Ltd., UK).  

3.10.4. Površinska hidrofobnost proteinskih nanočestica 

Površinska hidrofobnost proteinskih nanočestica ispitana je prema metodu Chelh et al. 

(2006), kao što je opisano u potpoglavlju 3.8.8. 
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3.10.5. Kapacitet vezivanja linolne kiseline 

Mogućnost vezivanja hidrofobnih supstanci od strane nanočestica pripremljenih od 

proteinskih izolata i frakcija proteina leblebije određena je sa linolnom kiselinom (LA) prema 

metodu Sponton et al. (2020). Kapacitet vezivanja linolne kiseline (BC) je izračunat prema jednačini 

(9):   

BC (%) = 100 × (ALA – ALA-P)/ALA                                                  (9)                                   

gde su ALA i ALA-P - apsorbance rastvora LA sa i bez proteinskih nanočestica, redom. 

3.10.6. Kapacitet vezivanja askorbinske kiseline  

Interakcija između askorbinske kiseline (AA), kao hidrofilnog jedinjenja, i nanočestica 

pripremljenih od proteinskih izolata i frakcija proteina određena je metodom Maciel-a et al. (2013) 

sa nekim modifikacijama (Zhong et al., 2004). Pripremljene disperzije proteinskih nanočestica su 

razblažene 50 mmol/l rastvorom NaCl da bi se postigla konačna 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 nanočestica je pomešana sa 57 µL rastvora AA različitih koncentracija, nakon 

čega je merena apsorbanca na 280 nm. Konstanta vezivanja AA je računata prema Benesi-

Hildebrand jednačini (Maciel et al., 2013): 

1

𝐴−𝐴₀ 
=  

1

Kε 𝐶ₚ  𝐶AA
+ 

1

𝐶ₚε 
                                                       (10) 

odnosno, konstruisanjem grafika 

 
1

𝐴−𝐴₀
 = 𝑓 (

1

𝐶AA
)                                                                         (11) 

gde su Cp i CAA - koncentracije proteina i askorbinske kiseline (mol/l), redom; 𝜀 – molarni 

ekstinkcioni koeficijent AA (l/molcm); A i A0 - apsorbance disperzija proteinskih nanočestica sa i 

bez AA, redom; K - konstanta vezivanja askorbinske kiseline (l/mol). 

3.11. Statistička obrada eksperimentalnih podataka  

Svi eksperimenti su izvedeni u tri ili više ponavljanja i rezultati su predstavljeni kao srednja 

vrednost±standardna devijacija za svako merenje. Statistička analiza je urađena korišćenjem 

programa Statistica (TIBCO Softvare Inc.). Analiza podataka obuhvatala je procenu statističke 

značajnosti između aritmetičkih sredina rezultata korišćenjem jednostruke (One-way ANOVA) 

analize varijanse praćene naknadnim Tukey testom. Različita slova u eksponentu nad rezultatima 

predstavljaju statistički značajne razlike određene prema Tukey-ovom testu sa nivoom značajnosti od 

0,05. Na osnovu statističke analize, razlika u rezultatima je ocenjivana kao značajna (p<0,05), veoma 

značajna (p<0,01) i visoko značajna (p<0,001).  

 

 



   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4. Rezultati i diskusija 
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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 i bez upotrebe enzima, kao i određivanja karakteristika i svojstava 

dobijenih proteinskih izolata. Analizirani su hemijski sastav, aminokiselinski sastav, kao i 

elektroforetski profili dobijenih proteinskih izolata. Takođe, ispitane su i različite funkcionalne 

osobine koje su važne za potencijalnu primenu proteinskih izolata u prehrambenoj industriji. 

Dobijenim proteinskim izolatima određena je funkcionalnost u smislu njihove rastvorljivosti, 

kapaciteta zadržavanja vode i ulja, emulgujućih karakteristika i mogućnosti stvaranja pene. Osim 

toga, analizirane su i njihove biološke osobine u pogledu posedovanja in vitro antioksidativne 

aktivnosti. Dobijeni proteinski izolati poređeni su međusobno 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 će 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 određen je 

sadržaj masti koji je u 100 g suve materije iznosio 3,75 ± 0,01 g. Zbog toga je izvršeno 

obezmašćivanje sirovine uz pomoć dvostepene ekstrakcije. U cilju izbegavanja štetnih efekta koje 

ima heksan kao najzastupljeniji rastvarač za obezmašćivanje (Russin et al., 2011), korišćen je etanol. 

Hemijski sastav ovako pripremljenog brašna leblebije, iz koje će se vršiti ekstrakcija proteina, 

prikazan je u tabeli 4. 

Tabela 4. Hemijski sastav obezmašćene leblebije nakon dvostepene ekstrakcije etanolom 

Komponenta Sadržaj 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 3,25±0,07 

 

Rezultati su pokazali da je sadržaj sirovih proteina u obezmašćenom brašnu leblebije iznosio 

23,06 ± 0,05 g/100 g, što je u dobroj saglasnosti sa rezultatima koji su ranije objavljeni za brašno iz 

semena Kabuli tipa i koji su varirali u opsegu od 17,8 do 24,5 g/100 g (Ghribi et al., 2015; Perez-

Hidalgo et al., 1997; Rincón et al., 1998).   
Sadržaj ukupnih (TDF) i nerastvorljivih (IDF) prehrambenih vlakana u obezmašćenom 

brašnu 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) i IDF (12,5 – 15,3 g/100 g) za seme leblebije Kabuli tipa, dok je, sa druge strane, sadržaj 
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rastvorljivih prehrambenih vlakana pokazao nešto manju vrednost nego što 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. “unutrašnja” i “spoljašnja” 

(Meuser, 2001; Tosh and Yada, 2010). “Spoljašnja“ vlakna potiču iz omotača semena, koji sadrži u 

velikoj meri polisaharide nerastvorljive u vodi (celuloza, hemiceluloza), dok “unutrašnja” vlakna 

čine polisaharidi ćelijskog zida kotiledona, koji imaju različit stepen rastvorljivosti (Tosh and Yada, 

2010). Kada je reč o leblebiji, omotač semena se uglavnom sastoji od celuloze i hemiceluloze, sa 

manjim udelom pektina (Zhong et al., 2018), dok u polisaharide u ćelijskim zidovima kotiledona 

spadaju celuloza, ksiloglukan, arabinan i pektin (Wood et al., 2018a). Bitno je napomenuti da na 

sadržaj neskrobnih polisaharida u semenu leblebije utiče genotip, ali i klimatski uslovi kojima je 

biljka izložena 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). Sadržaj 

skroba u obezmašćenom brašnu leblebije od 34,54±1,02 g/100 g je bio u skladu sa ovim literaturnim 

podatkom. Takođe, sadržaj pepela, 3,25±0,07%, je bio u skladu sa vrednostima koje su objavljene u 

literaturi (Iqbal et al., 2006; Özer et al., 2010). 

4.1.2. Alkalna i enzimima potpomognuta alkalna ekstrakcija proteina leblebije 

S obzirom na činjenicu da leblebija predstavlja važan izvor proteina, njihova ekstrakcija iz 

ove biljne sirovine predstavlja značajan izazov u pogledu ostvarivanja što većeg prinosa. Ekstrakcija 

proteina iz leblebije vršena je u alkalnim uslovima, što predstavlja uobičajen (konvencionalan) 

postupak za ekstrakciju biljnih proteina, i u unapređenom postupku koji je podrazumevao enzimski 

tretman sirovine pre alkalne ekstrakcije. Važno 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 

Različiti enzimi za razgradnju ćelijskog zida biljaka – celulaze, pektinaze, ksilanaza i 

arabinofuranozidaza (primenjeni pojedinačno ili u kombinaciji), kao i komercijalni koktel enzima, su 

testirani u tretmanu obezmašćene leblebije pre alkalne ekstrakcije proteina. Kao merilo njihovog 

učinka, određivana je koncentracija rastvorljivih proteina u tečnoj fazi nakon faze alkalne 

ekstrakcije. Dobijeni rezultati su prikazani na slici 7, uporedo sa rezultatima koncentracije proteina iz 

postupaka alkalne ekstrakcije i kontrolne potpomognute alkalne ekstrakcije (faza pretretmana bez 

enzima). 

Dobijeni rezultati su pokazali da nije bilo statistički značajne razlike u koncentraciji proteina 

između kontrole (30 minuta vodena + 1 h alkalna ekstrakcija) i alkalne ekstracije (1 h), na osnovu 

čega se moglo zaključiti da bi eventualno povećanje koncentracije proteina u enzimima 

potpomognutim alkalnim ekstrakcijama bilo isključivo posledica delovanja enzima. 

Pretretmani pojedinačnim preparatom pektinaza i komercijalnim enzimskim koktelom nisu 

doveli do značajnijeg povećanja koncentracije proteina u tečnoj fazi nakon alkalne ekstrakcije 

sirovine. Nasuprot tome, primena svih ostalih testiranih enzima u pretretmanu leblebije je pokazala 

značajno povećanje koncentracije ekstrahovanih proteina leblebije u odnosu na alkalnu i kontrolnu 

ekstrakciju. Među njima, najveće vrednosti merenog pokazatelja efikasnosti pretretmana ostvarene 

su u ARA, X+C i X postupcima, sa značajnom razlikom (p < 0,001) u odnosu na ALK i K. Na 

osnovu dobijenih rezultata može se zaključiti da je upotreba pojedinačne arabinofuranozidaze i 
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ksilanaze, kao i kombinovanih pojedinačnih preparata ksilanaze i celulaza, u tretmanu koji je 

prethodio alkalnoj ekstrakciji, dovela do poboljšane razgradnje ćelijskog zida i olakšane ekstrakcije 

proteina iz leblebije. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

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. Različita slova predstavljaju statistički značajne razlike određene prema Tukey-ovom testu na nivou 

p < 0,05.  

Slika 7. Koncentracija proteina u tečnoj fazi dobijena alkalnom i enzimima potpomognutim alkalnim 

ekstrakcijama obezmašćene leblebije 

U cilju određivanja najpogodnijeg enzima za pretretman leblebije, proteinskim izolatima iz 

prethodno opisanih enzimima potpomognutih alkalnih ekstrakcija dodatno su određene neke 

funkcionalne osobine (rastvorljivost, kapacitet zadržavanja vode i ulja, emulgujuće osobine) koje su, 

pored prinosa, značajne za upotrebu u prehrambenoj industriji (rezultati nisu prikazani). Pokazalo se 

da je proteinski izolat dobijen iz ekstrakcije potpomognute ksilanazom posedovao lošiju 

rastvorljivost, niži kapacitet vezivanja vode i slabije emulgujuće karakteristike u odnosu na 

proteinske isolate iz ARA i (X+C) postupaka. Na osnovu svih merenih pokazatelja, u daljim 

eksperimentima enzimima potpomognutih alkalnih ekstrakcija korišćeni su preparat individualne 

arabinofuranozidaze i kombinacija preparata ksilanaze i celulaza. 



Doktorska disertacija Milica Perović 

36 

 

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 jednočasovnog (16,28±0,81 mg/ml) i dvočasovnog 

postupka (16,38±0,24 mg/ml), te je narednim eksperimentima alkalna ekstrakcija trajala jedan sat. 

Prinos i efikasnost ekstrakcije su izračunati na osnovu sadržaja proteina u polaznoj sirovini i 

ekstrakcionom ostatku, određenih Kjeldahl metodom. Rezultati prinosa proteina iz obezmašćene 

leblebije dobijeni alkalnom ekstrakcijom (ALK), kao i alkalnim ekstrakcijama potpomognutim 

arabinofuranozidazom (ARA) i kombinacijom ksilanaze i celulaza (X+C) prikazani su u tabeli 5.  

Tabela 5. Prinos proteina ekstrahovanih iz obezmašćene leblebije alkalnom ekstrakcijom sa ili bez 

enzimskog pretretmana 

Ekstrakcija Prinos (g/100 gSM) Efikasnost ekstrakcije (%) 

ALK 15,76 ± 0,57
b
 68,36 ± 11,44

b
 

ARA 21,59 ± 0,32
a
 93,62 ± 6,48

a
 

X+C 21,42 ± 0,06
a
 92,89 ± 1,28

a
 

Različita slova predstavljaju statistički značajne razlike određene prema Tukey-ovom testu na nivou p < 0,05 

Rezultati su pokazali da je alkalnim postupkom ekstrahovano približno 16 g proteina/100 g 

suve materije, odnosno da je njegova efikasnost bila 68,36±11,4%, što znači da je iz obezmašćenog 

semena leblebije ekstrahovano približno dve trećine ukupnih proteina. Dobijeni rezultati za prinos 

proteina iz leblebije alkalnom ekstrakcijom su u saglasnosti sa rezultatima drugih istraživača. 

Papalamprou et al. (2009) su pokazali da je prinos alkalne ekstrakcije proteina iz leblebije na pH 9 

praćene izolektričnom precipitacijom, bio 54%. Takođe, alkalna ekstrakcija proteina iz leblebije 

Kabuli tipa ispitana je i u istraživanjima Boye et al. (2010b), na osnovu čega je utvrđeno da ovaj 

način ekstrakcije ima efikasnosti od 69%. 

Kada je primenjen enzimski pretretman, bez obzira da li je korišćena pojedinačna 

arabinofuranozidaza ili kombinacija celulaza i ksilanaze, postignuta su veoma značajna poboljšanja 

prinosa proteina u poređenju sa alkalnom ekstrakcijom. Više od 21 g proteina/100 gSM ekstrahovan je 

nakon enzimskog pretretmana obezmašćenog materijala, što je rezultiralo efikasnošću ekstrakcije 

iznad 90%. Shodno tome, primena arabinofuranozidaze ili kombinacije celulaza i ksilanaze dovela je 

do skoro potpune ekstrakcije proteina iz obezmašćene leblebije uz poboljšanje efikasnosti ekstrakcije 

za više od 25% u poređenju sa alkalnom ekstrakcijom. Takođe treba primetiti da su rezultati prinosa i 

efikasnosti ekstrakcije proteina, dobijeni na ovaj način, bili konzistentni sa onima dobijenim tokom 

testiranja enzima u pogledu procene efekta enzimskih pretretmana.  

Povećana sposobnost izolovanja proteina u ekstrakcijama potpomognutim enzimima može se 

objasniti ulogom enzima u hidrolizi polisaharidnih komponenti ćelijskog zida koja, posledično, 

dovodi do povećane dostupnosti proteina i njihove poboljšane ekstrakcije iz kotiledona, kao i iz 

omotača semena leblebije. Utvrđeno je da je udeo polisaharida ćelijskog zida kotiledona u ukupnoj 

suvoj masi semena leblebije relativno mali – od približno 5 - 6% (Wood et al., 2018b) do 13,7% 

(Champ et al., 1986). Iako se može učiniti da su polisaharidi ćelijskog zida zastupljeni sa malim 

udelom u poređenju sa udelom skroba i proteina, bitno je napomenuti da polisaharidi ćelijskog zida 
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imaju važnu ulogu u ekstrakcionim procesima (Wood et al., 2018b). Naime, dokazano je da su 

arabinoza, galakturonska kiselina i glukoza najzastupljeniji šećeri u polisaharidima ćelijskog zida 

kotiledona leblebije (Champ et al., 1986). Takođe, 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 ćelijskog zida prisutni u kotiledonima leblebije (Wood et al., 2018a). 

Veliki udeo terminalne arabinoze i 5-vezane arabinoze ukazuje na značajno prisustvo razgranatih 

arabinanskih polisaharida u ćelijskom zidu kotiledona leblebije; pored toga, utvrđeno je da je sadržaj 

arabinoze na drugom mestu među monosaharidima i uronskim kiselinama u rastvorljivim i 

nerastvorljivim vlaknima celog semena leblebije (Brummer et al., 2015). 

Poznato je da je α-L-arabinofuranozidaza hidrolitički enzim koji deluje na bočni lanac 

arabinoze prisutan na α-1,2-, α-1,3- i α-1,5-položajima u hemicelulozama (Poria et al., 2020). 

Budući da je enzim odgovoran prvenstveno za uklanjanje grananja u polisaharidima, on se najčešće 

smatra pomoćnim enzimom koji pomaže drugim enzimima da efikasno hidrolizuju polisaharidne 

lanace (Thakur et al., 2019). Pored toga, utvrđeno je da su veze između šećera koji izgrađuju 

polisaharide važnije od vrste šećera, naročito s aspekta povezivanja različitih polisaharida, što 

posledično određuje svojstva kompleksnog matriksa koji stvaraju (Morris, 2001). Dakle, 

arabinofuranozidaza primenjena kao individualni enzim u tretmanu pre alkalne ekstrakcije bila je 

podjednako uspešna kao i kombinacija celulaza i ksilanaze u poboljšanju ekstrakcije proteina iz 

semena leblebije. Dobijeni rezultati su u skladu sa prethodno navedenim podacima vezanim za 

značaj arabinoze i arabinana, kao i interferirajućih veza u matriksu ćelijskog zida leblebije.  

Pored leblebije, ispitivanja alkalne ekstrakcije potpomognute istim enzimskim preparatima u 

cilju dobijanja proteinskih izolata vršena su na još jednoj mahunarki – soji. Rezultati su pokazali da 

su komercijalni koktel i kombinacija individualnih karbohidraza bili najefikasniji u poboljšanju 

prinosa proteina iz ove biljne sirovine (Perović et al., 2020). Uzimajući, dakle, sve u obzir, može se 

zaključiti da izbor enzima koji će se primenjivati u pretretmanu sirovine pre alkalne ekstrakcije treba 

da bude adekvatan materijalu koji se ekstrahuje, odnosno njegovim karakteristikama u pogledu 

hemijskog sastava i strukture ćelijskog zida. 

4.1.3. Hemijski sastav proteinskih izolata leblebije 

Proteinski izolati dobijeni iz alkalne i enzimima potpomognutih alkalnih ekstrakcija 

okarakterisani su u pogledu osnovnog hemijskog sastava. Rezultati određivanja sadržaja proteina, 

skroba i pepela (računati na suvu materiju izolata) prikazani su u tabeli 6. 

Tabela 6. Hemijski sastav proteinskih izolata dobijenih nakon alkalne i enzimima potpomognutih 

alkalnih ekstrakcija leblebije 

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

Proteini 84,35±2,28
a 

85,84±1,45
a 

87,28±0,65
a 

Skrob 0,01±0,00
b 

0,02±0,03
b 

0,15±0,00
a 

Pepeo 2,91±0,01
b 

3,58±0,17
a 

2,89±0,00
b 

Različita slova predstavljaju statistički značajne razlike određene 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 vršena ekstrakcija, zavisi i od načina i procesnih uslova korišćenih tokom izolovanja (Shevkani et 

al., 2019). Na osnovu dobijenih rezultata može se zaključiti da su svi proteinski izolati imali visok 

(>80%) sadržaj proteina; iako su se vrednosti sadržaja proteina u izolatima razlikovale, ta razlika nije 

bila statistički značajna. Visok sadržaj proteina u svim dobijenim izolatima (>80%) je potvrdio da 

pripadaju ovim proteinskim proizvodima (Akharume et al., 2021). Slični rezultati za sadržaj proteina 

objavljeni su u istraživanjima drugih naučnih grupa i to za alkalne proteinske izolate leblebije 

(Paredez‐Lopez et al., 1991), graška (Gao et al., 2020), sočiva (Suliman et al., 2006), soje (Wang et 

al., 2004) i pirinča (Paraman et al., 2008). 

Rezultati iz tabele 6 takođe pokazuju da je izolat iz ekstrakcije potpomognute 

arabinofuranozidazom imao najveći sadržaj pepela, dok su alkalni izolat i izolat iz ekstrakcije 

potpomognute kombinacijom celulaza i ksilanaze sadržali manji ali približno jednak udeo pepela. 

Sadržaj pepela u ALK-izolatu je bio u saglasnosti sa literaturnim podatkom od 2,90 ± 0,30% 

(Sánchez-Vioque et al., 1999). Sadržaj skroba je bio nizak (< 1%) u svim proteinskim izolatima. 

Poznato je da se varijacije u sadržaju proteina mogu pripisati varijacijama u sadržaju skroba; naime, 

postoji negativna korelacija između ova dva pokazatelja (Lam et al., 2018). Ovakva povezanost 

sadržaja 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, 

korišćena za analizu strukturnih karakteristika proteinskih izolata. Dobijeni FTIR spektri izolata 

pripremljenih alkalnim i enzimima potpomognutim alkalnim ekstrakcijama obezmašćene leblebije su 

prikazani na slici 8. 

Poznato je da se tzv. amid I region (1600 – 1700 cm
-1

) prvenstveno koristi za analizu 

sekundarne strukture i konformacionih promena proteina. Intenzivne pozicije pikova oko 1654 cm
-1

, 

1633 cm
-1

 (i 1684 cm
-1

) i 1672 cm
-1 

su karakteristične za α-helikse, β-ravni (β-lance) i β-zavoje, 

redom, kao glavne elemente sekundarne strukture proteina (Shevkani et al., 2019). Dobijeni rezultati 

su pokazali da su proteinski izolat dobijen nakon alkalne ekstrakcije i izolati iz enzimima 

potpomognutih alkalnih ekstrakcija pokazali razlike u FTIR spektrima, kao odraz razlika u 

sekundarnoj strukturi. Izolat iz alkalne ekstrakcije pokazao je relativno veću apsorbancu na 1634 cm
-

1
 u poređenju sa izolatima dobijenim uz pomoć enzima, dok je na 1650 cm

-1
 apsorbanca bila veća 

kod izolata dobijenih uz enzimski pretretman u poređenju sa alkalnim bez enzimskog tretmana. 

Na osnovu FTIR spektara, izračunati su udeli elemenata sekundarne strukture u proteinskim 

izolatima (tabela 7). Dobijene vrednosti udela različitih tipova sekundarne strukture proteina 

potvrdili su razlike među analiziranim proteinskim izolatima. Najveće razlike su se odnosile na 

sadržaj α-heliksa i β-ravni, i to kod proteinskih izolata ekstrahovanih uz pomoć enzimskog 

pretretmana u poređenju sa alkalnim postupkom bez enzima. 

Dobijeni rezultati su pokazali da je udeo α-heliksa u sekundarnoj strukturi proteina bio veći u 

ARA- i (X+C)-izolatima i, suprotno, da je udeo β-ravni bio veći u sekundarnoj strukturi proteinskog 

izolata dobijenog nakon samo alkalne ekstrakcije. Poznato je da su udeli α-heliksa i β-ravni u 

sekundarnoj strukturi proteina u frakcijama albumina, globulina i glutelina kod mahunarki različiti 

(Makeri et al., 2017). Dakle, razlike u intenzitetima pikova na pozicijama FTIR spektara koje 

odgovaraju različitim elementima sekundarne strukture mogu ukazivati na različit sastav izolata u 
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smislu odnosa između albumina, globulina i glutelina u njima, kao rezultata različitih protokola 

ekstrakcije. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

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 

 

 α-heliks (%) β-ravan (%) 

ALK-izolat 17 59 

ARA-izolat 26 41 

(X+C)-izolat 29 40 

4.1.5. Aminokiselinski sastav proteinskih izolata leblebije 

Sa stanovišta ishrane, biljni proteini mogu obezbediti dovoljne količine esencijalnih 

aminokiselina za potrebe ljudskog organizma. Poznato je da svaki proteinski izolat ima jedinstven 

aminokiselinski sastav koji određuje njihova svojstva ali i njihov nutritivni kvalitet. Pored toga što 

leblebija sadrži dvostruko veću količinu proteina u poređenju sa žitaricama, smatra se da može 

poboljšati nutritivnu vrednost ishrane zasnovane na njima zbog svog dobro izbalansiranog 

aminokiselinskog sastava (Iqbal 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) i asparaginska kiselina (~7 g/100 gSM proteinskog izolata), koje su 

literaturno potvrđene kao glavne aminokiseline proteina leblebije (Espinosa-Ramírez and Serna-

Saldívar, 2019; Iqbal et al., 2006). Aminokiseline arginin i leucin su bile sledeće po zastupljenosti, 

što je uobičajeno kod proteina mahunarki (Osemwota et al., 2021). 

 

Tabela 8. Aminokiselinski sastav proteinskih izolata leblebije dobijenih iz alkalne i enzimima 

potpomognutih alkalnih ekstrakcija 

Sadržaj (g/100 gSM) ALK-izolat ARA-izolat (X+C)-izolat 

Asparaginska kiselina 7,41±0,02
a 

7,23±0,09
ab 

7,11±0,02
b 

Treonin 2,59±0,08
b 

2,58±0,00
b 

3,07±0,04
a 

Serin 3,32±0,04
a 

3,32±0,00
a 

3,34±0,01
a 

Glutaminska kiselina 11,91±0,01
a 

11,53±0,06
b 

11,05±0,01
c 

Prolin 2,12±0,04
a 

2,16±0,07
a 

2,09±0,01
a 

Glicin 2,96±0,01
a 

2,89±0,04
a 

3,00±0,02
a 

Alanin 3,27±0,10
a 

3,09±0,03
a 

3,18±0,00
a 

Cistein 0,99±0,02
a 

0,92±0,08
a 

0,88±0,02
a 

Valin 3,46±0,01
a 

3,38±0,00
b 

3,35±0,00
b 

Metionin 1,21±0,00
a 

1,27±0,10
a 

1,14±0,02
a 

Izoleucin 3,94±0,01
a 

3,95±0,09
a 

3,72±0,04
a 

Leucin 4,86±0,01
ab 

4,91±0,09
a 

4,61±0,02
b 

Tirozin 2,94±0,00
b 

3,35±0,04
a 

3,28±0,05
a 

Fenilalanin 3,78±0,13
a 

4,03±0,07
a 

4,09±0,17
a 

Histidin 2,30±0,00
b 

2,47±0,02
a 

2,24±0,00
c 

Triptofan 0,87±0,01
a 

0,77±0,00
b 

0,88±0,00
a 

Lizin 4,83±0,01
a 

4,68±0,06
a 

4,21±0,04
b 

Arginin 7,32±0,01
a 

7,58±0,12
a 

6,70±0,02
b 

Ukupan sadržaj  70,12±0,12
a 

70,15±0,24
a 

67,98±0,10
b 

Različita slova predstavljaju statistički značajne razlike određene prema Tukey-ovom testu na nivou p < 0,05 

Zbirna vrednost sadržaja aminokiselina koje sadrže sumpor (metionin i cistein) pokazala se 

kao vrlo niska u svim dobijenim izolatima (~2 g/100 g), što je u skladu sa postojećim saznanjima. 

Poznato je, naime, da su ove aminokiseline limitirajuće aminokiseline u proteinu leblebije (Singh et 

al., 1988). U niskim koncentracijama bile su prisutne takođe i aminokiseline triptofan, histidin i 

prolin. Dobijeni rezultati aminokiselinskog sastava alkalnog proteinskog izolata su u saglasnosti sa 

prethodno objavljenim istraživanjima za proteinske izolate dobijene jednakim postupkom (Paredez‐
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Lopez et al., 1991; Sánchez-Vioque et al., 1999). Enzimski tretman doveo je do veoma značajnog 

(p<0,01) povećanja sadržaja tirozina i smanjenja sadržaja glutaminske kiseline i valina u enzimski 

ekstrahovanim proteinskim izolatima u odnosu na alkalni izolat. Na osnovu razlika u 

aminokiselinskom sastavu može se zaključiti 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. 

 

 

 

Slika 9. Proteinski profili standarda (staza M), ALK-izolata (staza 1), (X+C)-izolata (staza 2) i ARA-

izolata (staza 3) leblebije dobijeni SDS-poliakrilamidnom gel elektroforezom; u staze sa proteinskim 

izolatima uneto je po 20 μg proteina 

 

Sa dobijenog elektroforetograma može se zaključiti da su izolati pokazali sličan 

elektroforetski profil, sa izuzecima u nekim proteinskim trakama. U sva tri proteinska izolata 

najizraženije proteinske trake bile su one na ~22 kDa i ~32 – 35 kDa, koje se mogu pripisati α- i β-

podjedinicama globulina tipa legumina, kao dominantne proteinske frakcije proteina leblebije (Singh 

and Jambunathan, 1982). U poređenju sa izolatom iz alkalne ekstrakcije čije 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 pomoć enzima može biti posledica 

njihovog manjeg udela u ovim izolatima (s obzirom na granicu detekcije primenjene procedure 

bojenja i činjenicu da je uneta jednaka masa svih proteinskih izolata). Proteinska traka na 

elektroforetogramu na ~10 kDa se može pripisati 10 kDa podjedinici 2S albumina (Chang, 2006), a 

ona na ~100 kDa lipoksigenazi čija 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 izraženija u poređenju sa izolatom iz alkalne ekstrakcije; ova 

traka se može pripisati jednoj od podjedinica glutelina, čija je molekulska masa 55 kDa (Chang, 

2006). Njeno izraženije prisustvo se može objasniti poboljšanim oslobađanjem glutelinske frakcije iz 

kotiledona i omotača semena leblebije omogućenim primenom enzima. Naime, glutelin čini 18,1% 

proteina celog semena leblebije i dominantna je proteinska frakcija u omotaču semena (33,2%), dok 

u kotiledonima i embrionu približno 20% proteina pripada glutelinu (Singh and Jambunathan, 1982). 

Na osnovu dobijenih rezultata može se zaklučiti da je hidroliza strukturnih polisaharida u semenu 

leblebije pomoću kombinacije celulaza i ksilanaze, kao i individualnom arabinofuranozidazom, 

pored ostalih, doprinela i povećanom prisustvu glutelinske frakcije u dobijenim proteinskim 

izolatima. 

4.1.7. Funkcionalne osobine proteinskih izolata leblebije 

Funkcionalna svojstva proteina predstavljaju izuzetno važnu osobinu koja u najvećoj meri 

određuju njihovo ponašanje i ulogu u prehrambenim sistemima. Funkcionalna svojstva tri 

pripremljena proteinska izolata određena su u cilju sagledavanja mogućeg uticaja enzimskih 

pretretmana, što bi moglo da bude značajno za njihovu upotrebu u prehrambenom matriksu. 

4.1.7.1. Rastvorljivost  

Visoka rastvorljivost proteina olakšava njihovu inkorporaciju u prehrambene sisteme i 

omogućava visoku funkcionalnost u primenama gde su potrebni procesi geliranja, emulgovanja i 

penjenja. Dobijeni rezultati pokazali su značajnu razliku u rastvorljivosti proteinskih izolata sa 

zaključkom da je veća rastvorljivost bila svojstvo izolata pripremljenih iz alkalnih ekstrakcija kojima 

je prethodio enzimski tretman (slika 10a). 

Uočeno je da (X+C)-izolat posedovao najveću rastvorljivost od 93%, dok je ARA- i ALK-

izolate karakterisala slabija rastvorljivost od 86% i 83%, redom. Primena individualne 

arabinofuranozidaze, i kombinacije celulaza i ksilanaze u tretmanima koje su prethodili alkalnoj 

ekstrakciji povećala je rastvorljivost proteinskih izolata za 5%, odnosno za 14%, redom, u poređenju 

sa izolatom iz alkalne ekstrakcije. Treba napomenuti da je rastvorljivost alkalnog izolata bila veća 

nego što je objavljeno za proteinski izolat leblebije, pripremljen uz pomoć alkalne ekstrakicije i 

izolektrične precipitacije, pri jednakim uslovima u pogledu pH i koncentracije proteina (Boye et al., 

2010b). 

Poznato je da na rastvorljivost proteina najviše utiču aminokiselinski sastav, svojstva 

površine molekula proteina koja zavise od sadržaja polarnih i nepolarnih grupa, kao i sama 

konformacija proteinskog molekula (Zayas, 1997). Povećana rastvorljivost proteinskih izolata iz 

enzimima potpomognutih ekstrakcija može biti posledica razlika u sastavu proteinskih izolata, 

odnosno razlika u udelima ekstrahovanih proteinskih frakcija, kao rezultat enzimskog pretretmana 

leblebije. 

Ovakva zapažanja o različitom sastavu proteinskih izolata u pogledu sadržaja proteinskih 

frakcija u dobroj su saglasnosti sa dobijenim rezultatima elektroforeze (slika 9). Poznato je, takođe, 

da se frakcije albumina, globulina i glutelina leblebije razlikuju prvenstveno po aminokiselinskom 

sastavu ali i po sadržaju hidrofobnih i hidrofilnih grupa (Singh and Jambunathan, 1982). Relativno 

veći sadržaj hidrofobnih aminokiselina (alanin, valin, glicin, prolin, leucin, izoleucin, metionin, 

fenilalanin i triptofan) u alkalnom izolatu (tabela 8) i njegova povećana površinska 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 nižom rastvorljivošću ovog proteinskog izolata. I 

obrnuto, niža izmerena hidrofobnost kod enzimski pretretiranih izolata u poređenju sa alkalnim (slika 

10a) je mogla da bude uzrok njihove veće rastvorljivosti.  

 

 

 

 

  

 

 

 

 

Slika 10. Rastvorljivost, površinska hidrofobnost i sadržaji ukupnih i reaktivnih sulfhidrilnih grupa 

kod ALK-, ARA- i (X+C)-izolata leblebije; različita slova predstavljaju statistički značajne razlike 

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

Analiza ukupnih SH grupa je pokazala da je najveći sadržaj bio u izolatu iz alkalne 

ekstrakcije (slika 10b), što je bilo u skladu sa najvećim sadržajem cisteina u ovom izolatu (tabela 8). 

S druge strane, poznato je da je gubitak nativne konformacije proteina povezan sa povećanjem 

izloženosti SH grupa na površini molekula, odnosno s povećanjem sadržaja reaktivnih sulfihidrilnih 

grupa (Zhang et al., 2017). S tim u vezi a na osnovu rezulata (slika 10b) se može konstatovati da je 

odnos između sadržaja reaktivnih i ukupnih sulfihidrilnih grupa kod svih izolata bio gotovo identičan 

(oko 75%). Ovo je predstavljalo posredan pokazatelj da se stepen eventualne denaturacije proteina 

među izolatima nije razlikovao, što se može objasniti jednakim uslovima kojima su protein bili 

izloženi tokom alkalne ekstrakcije i alkalne faze ekstrakcije u enzimski potpomognutom protokolu. 

Prema tome, razlika u rastvorljivosti između ALK-izolata, s jedne, i ARA-izolata i (X+C)-izolata, s 

druge strane, se ne može pripisati razlikama u stepenu denaturacije, već, prvenstveno razlikama u 

sastavu izolata, odnosno u sadržaju hidrofobnih aminokiselina čije su bočne grupe tokom 

denaturacije postale izloženije, što je dovelo do razlika u površinskoj hidrofobnosti i, sledstveno, 

rasvorljivosti. 

Slični efekti enzimskog tretmana dobijeni su za proteinske izolate soje – prema rezultatima 

(Perović et al., 2020), ekstrakcija potpomognuta koktelom celulaza, ksilanaze i pektinaza veoma 

značajno je povećala rastvorljivost izolata (80%) u poređenju sa onim iz alkalne ekstrakcije (73%). 

Treba takođe istaći da je rastvorljivost proteina leblebije bila superiornija u poređenju sa rezultatima 
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dobijenim za proteine soje, što 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 zadržavanja vode i ulja 

Kapaciteti zadržavanja vode (WHC) povezan je sa sposobnošću proteina da zadržava vodu 

(vezana voda, hidrodinamička voda, kapilarna voda i fizički zarobljena voda), i u najvećoj meri je 

određen karakteristikama samog molekula proteina, ali i faktorima koji potiču od medijuma u kom se 

protein nalazi (Moure et al., 2006). Poznato je da na kapacitet zadržavanja vode najviše utiče 

koncentracija proteina, pH vrednost medijuma, jonska jačina, prisustvo drugih komponenata, kao što 

su hidrofilni polisaharidi, lipidi i soli, ali i temperatura i uslovi skladištenja (Zayas, 1997). Rezultati 

ispitivanja ove funkcionalne osobine pripremljenih proteinskih izolata su pokazali da je kapacitet 

zadržavanja vode onih iz enzimima potpomognutih alkalnih ekstrakcija bio značajno veći od WHC 

izolata iz alkalne ekstrakcije (slika 11). 

 

Slika 11. Kapaciteti zadržavanja vode (WHC) i ulja (OHC) proteinskih izolata iz alkalne i enzimima 

potpomognutih alkalnih ekstrakcija leblebije; različita slova predstavljaju statistički značajne razlike 

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

Razlike u kapacitetu zadržavanja vode mogu proisticati iz razlika u sastavu proteinskih 

izolata, odnosno iz odnosa između proteinskih frakcija u njima, koje ispoljavaju različite 

funkcionalne osobine. Na primer, ranije je pokazano da glutelinska frakcija indijskog oraha ima 

superiorniji WHC u poređenju sa drugim proteinskim frakcijama iz ove sirovine, zbog svoje 

fleksibilne mikrostrukture koja poboljšava interakciju sa vodom (Liu et al., 2018). Dakle, veće 

vrednosti WHC za ARA- i (X+C)-izolat mogu biti povezane sa povećanim prisustvom glutelinske 

frakcije u njima, koja je efikasnije ekstrahovana nakon tretmana enzimima. Pored toga, rezultati 

većeg WHC proteinskih izolata iz ekstrakcija potpomognutim enzimima u poređenju sa rezultatima 

samo alkalne ekstrakcije su u skladu sa rezultatima njihove poboljšane rastvorljivosti.  
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Kapacitet zadržavanja ulja (OHC) je još jedno funkcionalno svojstvo proteina od suštinskog 

značaja za kvalitet prehrambenih proizvoda, njihov rok trajanja i prihvatljivost od strane potrošača. 

Sva tri proteinska izolata pokazala su dobru sposobnost zadržavanja ulja (slika 11), a rezultat 

kapaciteta zadržavanja 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 značajno (p<0,01) su povećali sposobnost proteinskih izolata 

da zadrže ulje. Ovakav rezultat može biti objašnjen zaključcima ranijih istraživanja koja su pokazala 

da razlike u kapacitetu zadržavanja ulja mogu biti posledica razlika u sastavu proteinskih izolata i 

samih uslova ekstrakcionog procesa (Boye et al., 2010b; Paredez‐Lopez et al., 1991), ali takođe i 

razlika u strukturnim karakteristikama proteinskih frakcija (Liu et al., 2018). Stoga se može zaključiti 

da su enzimima potpomognute ekstrakcije proteina iz leblebije omogućile dobijanje izolata koji su se 

razlikovali u sadržaju proteinskih frakcija, što se, opet, odrazilo na razlike u kapacitetu zadržavanja 

ulja. 

4.1.7.3. Emulgujuća svojstva i penjenje 

Svojstva emulgovanja i penjenja kod proteina odnose se na njihovu sposobnost da smanje 

površinski napon između dve faze i na taj način olakšaju formiranje stabilnog međupovršinskog sloja 

na granici faza ulje/voda, odnosno vazduh/voda. Rezultati emulgujućih karakteristika (indeksa 

emulgujuće aktivnosti i stabilnosti) proteinskih izolata dobijenih alkalnom ekstrakcijom sa ili bez 

upotrebe enzima prikazani su na slici 12.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Slika 12. Indeks emulgujuće aktivnosti (EAI) i stabilnosti (ESI) ALK-, ARA- i (X+C)-proteinskih 

izolata leblebije; različita slova predstavljaju statistički značajne razlike određene 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 značajno 

(p<0,01) povećanom emulgujućom aktivnošću u poređenju sa onim dobijenim alkalnom 
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ekstrakcijom. Najveću emulgujuću aktivnost pokazao je (X+C)-izolat (33 m
2
/g) a zatim su ga sledili 

ARA- i ALK-izolat (31 i 27 m
2
/g, redom). Poznato je da je površinska aktivnost proteina složena 

funkcija njihove konformacije, sposobnosti da se odvijaju na međufaznoj granici i određenih faktora 

kao što su fleksibilnost, prisustvo hidrofilnih i hidrofobnih ostataka u primarnoj strukturi, kao i 

faktora medijuma (Moure et al., 2006). Pored toga, rastvorljivost proteina u vodenoj sredini je blisko 

povezana sa njegovom površinskom aktivnošću (Kinsella, 1979). Superiornije emulgujuće 

karakteristike proteinskih isolata iz enzimski potpomognutih alkalnih ekstrakcija su u dobroj 

saglasnosti sa rezultatima njihove veće rastvorljivosti u poređenju sa ALK-izolatom (slika 10a). 

Kada je reč o stabilnosti pripremljenih emulzija, najstabilnija je bila ona pripremljena sa (X+C)-

izolatom. Pored toga, rezultati indeksa emulgujuće aktivnosti i indeksa stabilnosti kod svih dobijenih 

proteinskih izolata bili su veći ili jednaki u poređenju sa onim iz leblebije i drugih mahunarki koje su 

objavili Boye et al. (2010).  

Slično kao kod emulgujućih svojstava, svojstva penjenja proteinskih izolata iz alkalnih 

ekstrakcija potpomognutih enzima su bila značajno poboljšana u poređenju sa onim alkalnog izolata 

(slika 13). Proteini ekstrahovani nakon pretretmana arabinofuranozidazom, kao i kombinacijom 

ksilanaze i celulaza pokazali su povećan kapacitet pene za 13% i 24%, redom, u odnosu na alkalni 

izolat. Stabilnost pene proteinskih izolata dobijenih iz obe enzimima potpomognute ekstrakcije bila 

je povećana za približno 150% u odnosu na onu dobijenu sa alkalnim izolatom. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Slika 13. Kapacitet pene i stabilnost pene proteinskih izolata iz alkalne i enzimima potpomognutih 

alkalnih ekstrakcije leblebije; različita slova predstavljaju statistički značajne razlike određene prema 

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

Dobijeni rezultati se mogu objasniti činjenicom da se proteinske frakcije, prisutne u 

proteinskim izolatima u različitim odnosima, razlikuju po sposobnosti formiranja emulzija i 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). 

Takođe treba imati u vidu da površinska aktivnost proteinskih izolata predstavlja složenu a ne 
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jednostavnu zbirnu funkciju pojedinačnih svojstava proteinskih frakcija jer je pokazano da 

funkcionalna svojstva proteinskih izolata mogu biti bolja od zbirnih svojstava pojedinačnih frakcija 

(Liu et al., 2018). 

4.1.8. In vitro antioksidativna aktivnost proteinskih izolata leblebije 

Osim osobine da poboljšaju funkcionalna svojstva prehrambenih proizvoda, proteini takođe 

imaju veliki potencijal kao antioksidanti jer poseduju sposobnost da uklone slobodne radikale 

različitim mehanizmima (Elias et al., 2008). Proteinski izolati dobijeni nakon alkalne ekstrakcije sa i 

bez enzimskog pretretmana su analizirani ABTS metodom u cilju određivanja njihove in vitro 

antioksidativne aktivnosti, i rezultati su prikazani na slici 14.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Slika 14. In vitro antioksidativna aktivnost ALK-, ARA- i (X+C)-proteinskog izolata određena 

ABTS metodom; različita slova predstavljaju statistički značajne razlike određene prema Tukey-

ovom testu na nivou p < 0,05. 

Rezultati su pokazali da je enzimski pretretman veoma značajno povećao antioksidativni 

potencijal alkalnog proteinskog izolata tj. njegovu sposobnost da ukloni ABTS radikale. Pretretman 

arabinofuranozidazom i onaj kombinacijom celulaza i ksilanaze poboljšao je antioksidativnu 

aktivnost alkalnog izolata za 70%, odnosno za više od 100%, redom. Dobijeni rezultati se mogu 

pripisati poboljšanoj ekstrakciji proteina ne samo iz kotiledona, već i iz omotača semena leblebije, 

što je kao posledicu imalo razliku u odnosima proteinskih frakcija u dobijenim izolatima koja bi 

mogla biti uzrok njihove različite antioksidativne aktivnosti. Naime, pokazano je da su proteinske 

frakcije albumina, globulina i glutelina, ekstrahovane iz kokosa imale različite antioksidativne 

aktivnosti, koje su proistekle iz njihovog različitog aminokiselinskog sastava, pri čemu je frakcija 

glutelina pokazala superiorniju sposobnost uklanjanja ABTS radikala u odnosu na druge dve (Li et 

al., 2018). Ovi zaključci su u saglasnosti sa rezultatima dobijenim za antioksidativne aktivnosti 

proteinskih izolata iz alkalnih ekstrakcija leblebije potpomognutim enzimima. Poboljšana 

antioksidativna aktivnost ovih proteinskih izolata, dakle, može se pripisati povećanom sadržaju 

glutelinske frakcije u njima, u odnosu na ALK-izolat. 
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4.2. Nanočestice pripremljene iz proteinskih izolata leblebije 

Za pripremu proteinskih nanočestica korišćeni su izolati dobijeni iz alkalne i enzimima-

potpomognutih alkalnih ekstrakcija. Ispitivan je uticaj varijabli - vremena zagrevanja (10 i 20 min), 

pH (7 i 9,3), temperature (65 i 90 °C), koncentracije proteina ( 0,1 i 0,4 %) i tretmana (termički i 

ultrazvučni) na najvažnije karakteristike i svojstva proteinskih nanočestica – njihovu veličinu, 

stabilnost tokom skladištenja i hidrofobnost, kao i mutnoću nastalih disperzija. Pored toga, 

analizirani su kapaciteti vezivanja hidrofilnih supstanci, na primeru askorbinske kiseline, i 

hidrofobnih supstanci, na primeru linolne kiseline. Određena je i in vitro antioksidativna aktivnost 

pripremljenih nanočestica. Sve analizirane osobine sagledane su sa aspekta razlika u svojstvima 

proteinskih izolata iz primenjenih ekstrakcionih protokola. 

Dobijeni rezultati su pokazali da nije bilo značajnih promena u mutnoći i veličini čestica 

tretiranih proteinskih rastvora u odnosu na nativne kada su primenjeni termički tretman na 65 °C i 

ultrazvučni tretman, kao i kada je korišćena niža koncentracija proteina od 0,1% (rezultati nisu 

prikazani). Shodno tome, dalje analize su izvođene pripremanjem proteinskih nanočestica termičkim 

tretmanom rastvora proteinskih izolata koncentracije 0,4% na 90 °C u trajanju od 10 i 20 min, na 

različitim pH (7 i 9,3). 

4.2.1. Mutnoća disperzije proteinskih nanočestica 

S obzirom da pH igra ključnu ulogu u procesu stvaranja proteinskih nanočestica (Wang et al., 

2010a), mutnoća proteinskih disperzija je merena nakon termičke obrade na dve različite pH 

vrednosti - 7 i 9,3. Ove dve vrednosti pH izabrane su kao jedna relativno bliska, a druga udaljenija 

od izoelektrične tačke (pI 4,5) proteina leblebije (Chang et al., 2012). Nakon preliminarnih 

ispitivanja, termički tretman je rađen na 90 ℃ što, prema literaturnim podacima predstavlja 

temperaturu denaturacije proteina leblebije (Withana-Gamage et al., 2011). Vizuelni prikaz i 

vrednosti mutnoće proteinskih disperzija zagrevanih na 90 ℃ tokom 10 i 20 min, na pH 7 i 9,3 

prikazani su na slici 15 i u tabeli 9. Rezultati su pokazali da je, kada su rastvori proteina podvrgnuti 

termičkom tretmanu, pH vrednost uticala na promene u mutnoći proteinskih disperzija. Nativni 

proteinski rastvori koji nisu bili izloženi zagrevanju su bili blago zamućeni pri pH 7 i bistri na pH 

9,3. 

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

  Mutnoća (A400)  

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

pH 7 0,35±0,05
b
 0,49±0,00

b
 0,25±0,01

b
 

pH 7, 10 min, 90 °C 0,80±0,01
a
 0,93±0,01

a
 0,39±0,00

a
 

pH 7, 20 min, 90 °C 0,86±0,00
a
 0,92±0,01

a
 0,39±0,00

a
 

 

pH 9,3 0,19±0,01
b
 0,16±0,01

c
 0,21±0,00

b
 

pH 9,3, 10 min, 90 °C 0,25±0,00
a
 0,29±0,00

a
 0,23±0,01

a
 

pH 9,3, 20 min, 90 °C 0,24±0,01
a
 0,24±0,00

b
 0,24±0,00

a
 

Uslovi termičkog tretmana: 90 ℃ tokom 10 i 20 min na pH 7 i 9,3. Rezultati su prikazani kao aritmetička sredina ± 

standardna devijacija (n = 3). Različita slova predstavljaju statistički značajne razlike određene 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; termički tretman: 90 ℃, 

10 i 20 min, pH 7 i 9,3 

 

Povećanje zamućenja proteinskih disperzija na obe pH nakon zagrevanja objašnjava se 

formiranjem proteinskih agregata izazvanih toplotnim tretmanom, kao što je ranije opisano 

(Bengoechea et al., 2011). Drugim rečima, kada se rastvori proteina zagrevaju, dolazi do 

denaturacije i odvijanja proteinskog molekula, što je često praćeno neposrednom agregacijom usled 

izlaganja hidrofobnih bočnih grupa aminokiselina i njihovog učešća u intermolekulskim hidrofobnim 

interakcijama (Wang et al., 2010a). Najveća mutnoća zabeležena je u disperziji nanočestica 

dobijenih iz ARA-izolata, zatim ALK- i (X+C)-izolata pri pH 7, a isti trend mutnoće disperzije je 

uočen nakon termičkog tretmana na pH 9,3. Kao što se može videti sa slike 15, povećanje mutnoće 

disperzija je bilo izraženije pri nižoj ispitivanoj pH vrednosti, što je verovatno bilo posledica 

intenzivnije agregacije proteina na pH bližoj izoelektričnoj tački. 
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Dobro je poznato da zagrevanje proteina dovodi do promene strukture ovih molekula. 

Međutim, termički tretman različito utiče na različite tipove sekundarnih struktura, npr. β-ravni su 

sklonije termičkoj denaturaciji u odnosu na α-helikse (Wang et al., 2014). Upravo u ovome može 

ležati razlog zašto su ispitivani izolati proteina različito reagovali na toplotni tretman. Naime, razlika 

u mutnoći disperzija nakon termičkog tretmana proteinskih izolata iz alkalnih i enzimski-

potpomognutih alkalnih ekstrakcija može biti posledica razlika u odnosima proteinskih frakcija u 

njima, tj. različitim procentima α-heliksa i β-ravni/β-zavoja u njihovim sekundarnim strukturama, 

kao što je prethodno i utvrđeno (tabela 7).  

Svi izolati su pokazali veoma značajno povećanje mutnoće na obe vrednosti pH, uz zapažanje 

da je porast zamućenja bio manji pri višoj vrednosti pH. S tim u vezi, niže vrednosti mutnoće 

proteinskih disperzija pri višim vrednostima pH mogu biti povezane sa većim elektrostatičkim 

odbijanjem između proteinskih molekula (pH>>pI) i, povezano sa tim, manjom agregacijom 

proteinskih molekula. S druge strane, iz prikazanih rezultata se može videti da produženje vremena 

zagrevanja nije pokazalo dalje povećanje zamućenja kod svih izolata na obe ispitivane pH vrednosti. 

Treba, takođe, primetiti i da su dobijeni rezultati za veću mutnoću proteinskih disperzija bili 

usaglašeni sa rezultatima za veličinu proteinskih nanočestica (veće nanočestice su dobijene na nižem 

pH) koji će biti prikazani u narednom potpoglavlju (4.2.2). 

4.2.2. Raspodela veličina proteinskih nanočestica  

Dobro je poznato da su veličina i indeks polidisperznosti (PdI) među najvažnijim 

karakteristikama pripremljenih nanočestica (Soleimanifar et al., 2020). Raspodela veličina molekula 

proteina u netretiranim rastvorima, kao i raspodela veličina čestica (PSD) u disperzijama nakon 

termičkog tretmana rastvora ALK-, ARA- i (X+C)-izolata prikazane su na slici S1. Kada su rastvori 

proteina, nakon što je pH vrednost podešena na 7 i 9,3, podvrgnuti termičkom tretmanu, došlo je do 

zamućenja zbog formiranja čestica, kao posledica intenzivne agregacije proteina. Kao što je ranije 

objašnjeno, tokom procesa zagrevanja neke od vodoničnih veza koje stabilizuju sekundarnu strukturu 

proteina počinju da se kidaju, nakon čega dolazi do delimičnog  „odmotavanja“ molekula proteina, 

što za posledicu ima izlaganje hidrofobnih bočnih grupa aminokiselina, koje favorizuje njihovu 

agregaciju (Juárez et al., 2009). Na osnovu dobijenih rezultata može se pretpostaviti da je učešće β-

ravni u konformacionim promenama sekundarne strukture igralo važnu ulogu i to prvenstveno u 

formiranju agregata. Kao što je već napomenuto, poznato je da su α-heliksi stabilniji od β-ravni 

tokom termičkog tretmana (Wang et al., 2014). Kako su se proteinski izolati razlikovali po sadržaju 

elemenata sekundarne strukture (α-heliks, β-ravan/β-zavoj), termički tretman ovih struktura u 

izolatima je mogao dovesti do razlika u pripremljenim proteinskim nanočesticama i njihovim 

veličinama. 

Rezultati su pokazali da je monomodalni PSD bio prisutan u svim uzorcima (netretirani 

rastvori proteinskih izolata i pripremljene nanočestice) na obe vrednosti pH, sa izuzetkom 

bimodalnog PSD nakon 10 minuta zagrevanja na pH 7 za ALK- i ARA-izolat (slike S1a i S1b). 

Pojava bimodalne raspodele veličine čestica mogla bi ukazati da proces agregacije u datom vremenu 

nije bio potpun (Ferrado et al., 2019). 

Kao rezultat različitog vremena trajanja termičkog tretmana i vrednosti pH na kom su 

pripremane, dobijene su nanočestice različitih veličina u rasponu od 28 do 290 nm (tabela 10). 

Srednji prečnik čestica i mutnoća (tabela 9) su porasli tokom prvih 10 minuta zagrevanja, što ukazuje 

da se tokom ovog perioda dešavala intenzivna agregacija proteina. U narednih 10 minuta termičkog 
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tretmana i veličina čestica i mutnoća su ostali relativno konstantni, što sugeriše da u ovom 

vremenskom okviru nije bilo važnijih promena u karakteristikama nanočestica. 

Obično se raspodela veličine čestica analizira zajedno sa indeksom polidisperznosti (PdI). 

Izračunavanje PdI uzima u obzir srednju veličinu čestice, indeks prelamanja rastvarača, ugao 

merenja i varijansu distribucije (Gaumet et al., 2008). Rezultati za vrednosti indeksa polidisperznosti 

(PdI) su pokazali smanjenje u poređenju sa rastvorima netretiranih proteina (<0,4) što je ukazalo na 

umerenu polidisperznost pripremljenih proteinskih nanočestica (Li et al., 2007; Sponton et al., 2017).  

Tabela 10. Parametri veličine nanočestica dobijenih termičkim tretmanom* 

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

 Pik 1 (nm) Pik 2 (nm) Srednji prečnik (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 - 137±0 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  23±0 - 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  171±2 - 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 32±3 - 65±1 0,408±0,025 

* termički tretman: 90 ℃, 10 i 20 min, pH 7 i 9,3 

Ispitivanja efekata termičkih tretmana na strukturu proteina soje su pokazala značajno 

smanjenje udela β-ravni, odnosno povećanje udela α-heliksa (Wang et al., 2014). Takođe, 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 ℃ izaziva značajno smanjenje udela β-ravni i povećanje udela α-heliksa. Štaviše, promene u 

sadržaju elemenata sekundarne strukture proteina (smanjenje udela β-ravni) su bile prisutne i u 

proteinima iz drugih izvora nakon primene termičkog tretmana (Choi and Ma, 2007; Mills et al., 

2001; Wang et al., 2014; Ye et al., 2017). 

Rezultati dobijeni analizom udela sekundarnih struktura u nanočesticama pripremljenim od 

proteinskih izolata leblebije su pokazali da je termički tretman izazvao povećanje udela struktura α-

heliksa i smanjenje udela β-ravni u poređenju sa netretiranim proteinskim izolatima. Pokazano je da 

je tokom termičkog tretmana došlo do smanjenja sadržaja β-ravni za 13% i 18% u alkalno 

ekstrahovanom proteinskom izolatu, za 6 i 13% u izolatu proteina dobijenom uz pomoć 

arabinofuranozidaze, i za 6 i 10% u izolatu dobijenom uz pomoć celulaza i ksilanaze, pri pH 7 i pH 

9,3, redom, u odnosu na odgovarajuće izolate bez tretmana (tabela 11). 

Tabela 11. Udeo komponenata sekundarne strukture u proteinskim nanočesticama pripremljenim 

termičkim tretmanom izolata leblebije na osnovu FTIR analize  

 Bez tretmana        pH 7, 10 min, 90 ℃       pH 9,3, 20 min, 90 °C 

 
α-helix β-ravan α-helix β-ravan α-helix β-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 β-ravni nakon termičkog tretmana može se povezati sa ulogom ovih 

sekundarnih struktura u formiranju agregata i to preko intermolekulskih interakcija polipeptidnih 

lanaca. Kako se β-ravni uvek nalaze u unutrašnjosti proteinskog molekula, delimični gubitak 

strukture β-ravni ukazuje na odvijanje strukture proteina i izlaganje hidrofobnih mesta koja mogu da 

interaguju jedno sa drugim i izazovu agregaciju. Može se uočiti povezanost između smanjenja udela 

β-ravni i veličine pripremljenih nanočestica. Nanočestice najveće veličine pripremljene su iz ALK-

izolata a upravo je ovaj izolat imao najveći udeo β-ravni u svojoj sekundarnoj strukturi pre tretmana, 

kao i njegovo najintenzivnije smanjenje nakon tretmana. Upravo zbog toga veći prečnici 

pripremljenih nanočestica kod ALK-izolata su bile posledica većeg gubitka β-ravni, što je, 

posledično, moglo imati uticaj na intenzitet agregacije, odnosno veličinu proteinskih čestica. 

Proteinske nanočestice najmanjih prečnika su pripremljene od (X+C)-izolata, verovatno zbog 

relativno većeg udela stabilnijih α-heliksa prisutnih u njegovoj strukturi i stoga manjeg sadržaja β-

ravni. 

4.2.3. Stabilnost proteinskih nanočestica tokom skladištenja 

Različita primena proteinskih nanočestica 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 nanočestica pripremljenih od proteinskih izolata leblebije, 
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mereni su prosečni prečnik i zeta potencijal u periodu od 7 dana tokom skladištenja na 4 °C a 

dobijeni rezultati su predstavljeni na slici 16.  

Pri pH 7, nakon 7 dana skladištenja na 4 °C, nanočestice pripremljene iz svih ispitivanih 

proteinskih izolata su pokazale povećanje srednjeg prečnika u poređenju sa nultim danom, što može 

ukazati na konformacione promene u njihovoj strukturi. Najveće uvećanje srednjeg prečnika od 20% 

zabeleženo je kod nanočestica pripremljenih od alkalnog izolata, dok su nanočestice pripremljene od 

izolata dobijenih uz pomoć enzima pokazale manje uvećanje tokom ispitivanog vremena 

skladištenja. 

 

 

 

Slika 16. Srednji prečnik i zeta potencijal proteinskih nanočestica pripremljenih termičkim 

tretmanom a) AKL-izolata, b) ARA-izolata i c) (X+C)-izolata leblebije, mereni u periodu od 7 dana 

tokom skladištenja na 4 °C 

Nanočestice pripremljene od (X+C)-izolata pokazale su povećanje srednjeg prečnika od 17%, 

dok su nanočestice od ARA-izolata imale najmanji porast ove veličine od 7%. Dobijeni rezultati su 

bili u saglasnosti sa promenama u zeta potencijalu; veoma značajno (p < 0,01) povećanje negativnog 

površinskog naelektrisanja je izmereno kod nanočestica 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 skladištenja. Ovakva zapažanja mogu se objasniti promenama u strukturi proteinskih 

nanočestica koje su dovele do izlaganja naelektrisanih aminokiselina a s tim i većim vrednostima 

zeta potencijala, kao što je to prethodno objašnjeno (Fan et al., 2021). Na višoj pH vrednosti, 9,3, 

utvrđeno je veoma značajno smanjenje srednjeg prečnika (9 - 16%) za nanočestice pripremljene od 

alkalnog izolata (p < 0,01). Nanočestice dobijene iz proteinskih izolata ekstrahovanih uz pomoć 

arabinofuranozidaze, i kombinacije celulaza i ksilanaze nisu pokazale značajnu (p > 0,05) promenu u 

srednjem prečniku, potvrđujući da su ove koloidne disperzije ostale relativno stabilne u pogledu 

konformacionih promena, agregacije ili rastvaranja čestica, odnosno da su pokazale veću stabilnost 

tokom skladištenja. Pored toga, nije bilo značajne razlike (p > 0,05) u zeta potencijalu kod ovih 

nanočestica ni nakon 7 dana skladištenja (rezultati nisu prikazani). 

Na osnovu dobijenih rezultata može se zaključiti da su stabilnije nanočestice proizvedene od 

proteinskih izolata dobijenih iz alkalnih ekstrakcija potpomognutih enzimima nego od alkalnog 

izolata, i to pri višim pH vrednostima. Ovo se može dovesti u vezu sa razlikama u proteinskom 

sastavu izolata, odnosno udelima elemenata sekundarne strukture, nastalim kao rezultat enzimskog 

tretmana pre alkalne ekstrakcije. Pokazano je, takođe, da su nanočestice pripremljene od proteinskih 

izolata iz enzimima potpomognutih ekstrakcija bile stabilne, što predstavlja dobar preduslov za 

njihovu dalju upotrebu kao nanonosača različitih bioloških jedinjenja.  

4.2.4. Površinska hidrofobnost proteinskih nanočestica 

Poznato je da proteini poseduju širok spektar funkcionalnih grupa na svojoj površini koje im 

omogućavaju interakciju sa nizom različitih molekula (Fathi et al., 2018). Takođe, prisustvo 

hidrofobnih grupa i povećana površinska hidrofobnost molekula proteina mogu imati znatan uticaj na 

brojne karakteristike ovih molekula na način da se prvenstveno smanji njihova rastvorljivost, 

ograniči difuzivnost, olakšaju interakcije protein-protein i podstakne njihova agregacija putem 

stvaranja hidrofobnih interakcija. Rezultati površinske hidrofobnosti pripremljenih nanočestica 

prikazani su na slici 17, uporedo sa rezultatima površinske hidrofobnosti rastvora nativnih 

proteinskih izolata leblebije na odgovarajućim pH vrednostima. 

Prikazani rezultati pokazuju da je površinska hidrofobnost nanočestica iz sva tri ispitivana 

izolata nakon termičkog tretmana bila veoma značajno (p<0,01) povećana u poređenju sa onom 

netretiranih proteina. Generalno, termički tretman je prouzrokovao porast površinske hidrofobnosti 

što se može objasniti odvijanjem molekula proteina i izlaganjem hidrofobnih domena koji se u 

nativnom molekulu nalaze u unutrašnjosti (Sponton et al., 2015b). Poznato je da je površinska 

hidrofobnost povezana sa promenama u elementima sekundarne strukture i to β-ravni nakon 

termičkog tretmana; delimični gubitak strukture β-ravni tokom zagrevanja rezultira izlaganjem 

hidrofobnih domena, što može izazvati povećanje hidrofobnosti kod molekula proteina (Wang et al., 

2014). Najveće vrednosti površinske hidrofobnosti za nanočestice pripremljene od alkalnog izolata 

na oba ispitivana pH mogu se objasniti najvećim sadržajem β-ravni u ovom izolatu. Razlike u 

rezultatima površinske hidrofobnosti pripremljenih nanočestica mogu se povezati sa različitim 

udelima elemenata sekundarne strukture (α-heliksa, β-ravni/β-zavoja) u ekstrahovanim proteinskim 

izolatima, kao i u samim nanočesticama. Dobijeni rezultati za povećanje površinske hidrofobnosti 

pod uticajem termičkog 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. Površinska hidrofobnost proteinskih nanočestica pripremljenih iz ALK-, ARA- i (X+C)-

izolata; termički tretman: 90 ℃ tokom 10 i 20 min na pH 7 i 9,3. Rezultati su prikazani kao 

aritmetička sredina ± standardna devijacija (n = 3). Različita slova predstavljaju statistički značajne 

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

4.2.5. In vitro antioksidativna aktivnost proteinskih nanočestica 

Kao što je već rečeno, pored primene u raznim prehrambenim proizvodima u cilju 

poboljšanja njihovih nutritivnih i funkcionalnih karakteristika, proteini imaju odličan potencijal i kao 

antioksidanti. Zato je bilo interesantno ispitati kakav efekt termički tretman ima na ovu važnu 

biološku aktivnost. Rezultati antioksidativne aktivnosti pripremljenih nanočestica prikazani su na 

slici 18, uporedo sa antioksidativnom aktivnošću odgovarajućih proteinskih izolata iz alkalnih 

ekstrakcija sa ili bez enzimskog tretmana. Termički tretman doprineo je povećanju antioksidativnog 

potencijala svih pripremljenih nanočestica, određenog njihovom sposobnošću da uklone ABTS 

radikale. Nanočestice su pokazale povećanje antioksidativne aktivnosti za 5 - 9% pri pH 7, i za 11 - 

18% pri pH 9,3 u poređenju sa proteinskim izolatima koji nisu bili podvrgnuti termičkom tretmanu. 
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Najizraženije povećanje ABTS aktivnosti od 18% izmereno je kod nanočestica dobijenih iz ARA-

izolata nakon termičkog tretmana na pH 9,3 u trajanju od 20 min, što je predstavljalo visoko 

značajnu (p < 0,001) razliku u poređenju sa odgovarajućim nativnim izolatom. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Slika 18. In vitro antioksidativna aktivnost proteinskih nanočestica pripremljenih iz  ALK-, ARA- i 

(X+C)-izolata određena ABTS testom. Rezultati su prikazani kao aritmetička sredina ± standardna 

devijacija (n = 3). Različita slova predstavljaju statistički značajne razlike određene prema Tukey-

ovom testu na nivou p < 0,05. 

Dobijeni rezultati su u skladu sa rezultatima Žilić et al. (2012), koji su pokazali da je termički 

tretman (10 min na 80 ℃) proteina kukuruza povećao njegovu antioksidativnu aktivnost za 12% u 

poređenju sa proteinom koji nije bio podvrgnut termičkom tretmanu. Ukupna antioksidativna 

aktivnost proteina može se poboljšati otvaranjem njegove tercijarne strukture kako bi se povećala 

dostupnost rastvarača bočnim grupama aminokiselina koje mogu da uklone slobodne radikale (Elias 

et al., 2008), čime se mogu objasniti dobijeni rezultati. 

4.2.6. Kapacitet proteinskih nanočestica za vezivanja linolne kiseline 

Brojni proteini imaju sposobnost da vezuju različite hidrofobne/hidrofilne bioaktivne 

supstance, bilo specifičnim ili nespecifičnim interakcijama, ili formirajem kompleksa, što može biti 

od velikog značaja za poboljšanje njihovog inkorporiranja u hranu (Wan et al., 2015). Proteinske 

nanočestice mogu pružiti različite mogućnosti za modifikaciju i vezivanje različitih jedinjenja. 

Kapacitet nanočestica pripremljenih od ALK-, ARA- i (X+C)-proteinskih izolata da vežu hidrofobne 

supstance analizirana je sa linolnom kiselinom (LA) i dobijeni rezultati su prikazani na slici 19, 

uporedo s kapacitetom odgovarajućih nativnih izolata. 
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Slika 19. Kapacitet proteinskih nanočestica dobijenih termičkim tretmanom ALK-, ARA- i (X+C)-

izolata za vezivanje LA; termički tretman: 90 ℃ tokom 10 i 20 min na pH 7 i 9,3; Rezultati su 

prikazani kao aritmetička sredina ± standardna devijacija (n = 3). Različita slova predstavljaju 

statistički značajne razlike određene prema Tukey-ovom testu na nivou p < 0,05. 

Nanočestice pripremljene iz sva tri izolata pokazale su veoma značajno (p < 0,001) povećanje 

kapaciteta vezivanja LA u poređenju sa termički netretiranim proteinima. Najveći kapacitet 

vezivanja imale su nanočestice pripremljene od ARA-izolata na obe ispitivane pH vrednosti (58% na 

pH 7 i 69% na pH 9,3). Povećani kapacitet vezivanja LA proteinskih nanočestica može biti povezan 

sa činjenicom da tokom termičkog tretmana dolazi do izlaganja hidrofobnih aminokiselina i stvaranja 

novih mesta za vezivanje hidrofobnih molekula. Parametri veličine čestica (površina, zapremina, 
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odnos površina/zapremina), kao i odnos površinska hidrofobnost/površina nanočestica određivani su 

sa ciljem objašnjenja uticaja procesnih uslova na parametre površinske hidrofobnosti a samim tim i 

na kapacitet vezivanja LA (tabela 12).  

Tabela 12. Parametri veličine nanočestica
*
 i odnos površinska hidrofobnost/površina nanočestica** 

pripremljenih od ALK-, ARA- i (X+C)-izolata 

 A (nm
2
) V (nm

3
) A/V (1/nm) PH/A (μg BPB/nm

2
) 

ALK-izolat 
    

pH 7, 10 min, 90 °C 3,4310
5 

23,6610
5 0,14 3,110

-5 

pH 7, 20 min, 90 °C  2,3610
5
 13,4710

5
 0,17 5,010

-5
 

pH 9,3, 10 min, 90 °C 1,8410
5
 9,3010

5
 0,20 6.810

-5
 

pH 9,3, 20 min, 90 °C 8,3710
4
 2,8510

5
 0,29 1,710

-4
 

     

ARA-izolat     

pH 7, 10 min, 90 °C 3,4810
5
 24,1110

5
 0,14 2.410

-5
 

pH 7, 20 min, 90 °C  2,7810
5
 17,2110

5
 0,16 3.910

-5
 

pH 9,3, 10 min, 90 °C 6,6310
4
 2,0110

5
 0,33 1,710

-4
 

pH 9,3, 20 min, 90 °C 9,7710
4
 3,5910

5
 0,27 1,110

-4 

     

(X+C)-izolat     

pH 7, 10 min, 90 °C 8,3410
4
 2,8310

5
 0,29 8.810

-5
 

pH 7, 20 min, 90 °C  8,6810
4
 3,0010

5
 0,29 9.410

-5
 

pH 9,3, 10 min, 90 °C 5,3710
4
 1,4610

5
 0,37 1,610

-4
 

pH 9,3 20 min, 90 °C 5,3610
4
 1,4610

5
 0,37 1,210

-4
 

* površina – A; zapremina – V; odnos površina/zapremina - A/V; 

** odnos površinska hidrofobnost/površina nanočestica – PH/A. 

Generalno, dobijeni rezultati su ukazali da se na višoj pH vrednosti stvaraju manje 

nanočestice (A), za koje je karakterističan veći odnos površine i zapremine (A/V). To znači da je udeo 

hidrofobne površine u nanočesticama manjih dimenzija veći nego kod nanočestica većih dimenzija 

(PH/A) (Sponton et al., 2017). Shodno tome, kod svih pripremljenih nanočestica uočeno je da se na 

većoj vrednosti pH termičkim tretmanom formirale manje nanočestice koje je odlikovala veća 

hidrofobnost a samim tim i povećan 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 nanočestica iz svih izolata, 

jer produžetak termičkog 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 može se 

objasniti povećanjem broja mesta vezivanja LA podstaknut konformacionim promenama proteina 

tokom zagrevanja na višoj pH vrednosti. Dobijeni rezultati su u saglasnosti sa istraživanjima koje su 

pokazala da proteinske nanočestice dobijene uz pomoć termičkog tretmana  imaju povećan kapacitet 

vezivanja linolne kiseline (Fang et al., 2015; Perez et al., 2015; Sponton et al., 2015b). 

4.2.7. Kapacitet proteinskih nanočestica za vezivanja askorbinske kiseline 

Askorbinska kiselina (vitamin C) predstavlja glavni antioksidant neophodan za različite 

biološke funkcije u organizmu jer, između ostalog, deluje i kao primarna odbrana od štetnog uticaja 

slobodnih radikala (Shahraki et al., 2018). Upravo zbog toga je ispitivana mogućnost vezivanja ovog 

vitamina za proteinske nanočestice pripremljene od ALK-, ARA- i (X+C)-proteinskih izolata. U 

ekperimentima su korišćene nanočestice koje su imale najveće (pH 7, 10 min, 90 °C) i najmanje (pH 

9,3 10 min, 90 °C) dimenzije, kao i odgovarajući izolati u nativnom stanju. Rezultati konstanti 

vezivanja vitamina C od strane pripremljenih nanočestica prikazani su u tabeli 13, uporedo sa 

rezultatima konstanti vezivanja odgovarajućih termički netretiranih proteinskih izolata.  

Iz poređenja konstanti vezivanja askorbinske kiseline od strane proteinskih izolata i 

odgovarajućih nanočestica pripremljenih termičkim tretmanom, može se videti da je primenjeni 

tretman izazvao smanjenje kapaciteta vezivanja ovog jedinjenja. Ovi rezultati se mogu objasniti 

činjenicom da je termički tretman proizveo proteinske nanočestice sa većom površinskom 

hidrofobnošću i dodatnim hidrofobnim regionima na površini molekula. Te konformacione promene 

u strukturi proteina mogu da dovedu do smanjenog vezivanja askorbinske kiseline verovatno zbog 

njene izražene hidrofilne prirode. U isto vreme, ovi rezultati su u skladu sa onim dobijenim za 

kapacitet vezivanja hidrofilnog molekula linolne kiseline. Iz pregleda dostupne literature može se 

zaključiti da do sada nisu vršena ispitivanja vezivanja askorbinske kiseline za proteinske nanočestice 

pripremljene upotrebom termičkog tretmana. Suprotno našim rezultatima, Voci et al. (2022) su 

pokazali dobro vezivanje askorbinske kiseline za nanočestice pripremljene metodom desolvatacije od 

glijadinske frakcije proteina pšenice.  

Tabela 13. Konstanta vezivanja askorbinske kiseline od strane proteinskih nanočestica pripremljenih 

termičkim tretmanom ALK-, ARA- i (X+C)-izolata 

Konstanta vezivanja (l/mol) 

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

pH 7 6,28×10
2 

2,29×10
2
 6,37×10

2
 

pH 7, 10 min, 90 °C 2,48×10
2
 2,20×10

2
 4,00×10

2
 

pH 9,3 3,32×10
2
 8,43×10

1
 8,25×10

2
 

pH 9,3, 20 min, 90 °C 2,32×10
2
 1,25×10

2
 1,23×10

2
 

Rezultati su prikazani kao aritmetička sredina ± standardna devijacija (n = 3). Različita slova 

predstavljaju statistički značajne razlike određene prema Tukey-ovom testu na nivou p < 0,05. 
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4.3. Razdvajanje proteina leblebije preparativnom hromatografijom sa hidrofobnim 

interakcijama 

Razdvajanje proteina leblebije urađeno 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 najvećim prinosom i dobrim funkcionalnim osobinama. Detekcija proteinskih frakcija 

vršena je na talasnoj dužini 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 

III 0,8 - 0,6 28 0,29 

IV 0,6 - 0,4 25 0,27 

V 0,4 - 0,0 22 0,95 

* izražen kao koncentracija amonijum-sulfata 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Slika 20. Hromatogram proteina ARA-izolata eluiranih u gradijentnim koracima sa BioSuite Phenyl 

preparativne HIC kolone 
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Opadajućom koncentracijom amonijum-sulfata u gradijentnim koracima, proteini ARA-

izolata su eluirani sa kolone u frakcijama, čiji bi redosled, teorijski, trebalo da bude po rastućoj 

hidrofobnosti. Najveći proteinski pik je eluiran pri najvećoj koncentraciji soli, što bi moglo da ukaže 

da je relativno najhidrofilnija priroda površine bila karakteristika dominantnog masenog udela 

proteina, nešto 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 sadržala je nešto veći 

maseni udeo proteina, gotovo 18%. Dobijeni rezultati koji su bili posledica različite 

hidrofilnosti/hidrofobnosti proteina ARA-izolata u skladu su sa činjenicom da se, generalno, proteini 

leblebije međusobno razlikuju po aminokiselinskom sastavu, odnosno sadržaju hidrofobnih i 

hidrofilnih bočnih grupa (Singh and Jambunathan, 1982) kao jedne od determinanata karakteristika 

površine. 

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 izvršena je SDS PAGE tehnikom i dobijeni elektroforetogram je prikazan na slici 21. 

 

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 II (staza 2), Frakcija III (staza 3), Frakcija IV (staza 4) i Frakcija V 

(staza 5). 

Sa dobijenog elektroforetograma može se zaključiti da se ARA-izolat, koji je bio podvrgnut 

frakcionisanju HIC-om, sastojao od proteinskih traka čije su se molekulske mase kretale u opsegu od 

15 do 70 kDa. Jasno se može uočiti nekoliko glavnih traka sa molekulskim masama koje su imale 
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približne vrednosti 20 kDa, 35 kDa, 45 kDa, 55 kDa i 70 kDa, kao i manje izraženih traka nižih 

molekulskih masa, koje su tipične za proteinske izolate leblebije (Chang et al., 2012). Važno je 

napomenuti da u rastvoru visoke koncentracije soli (1 mol/l (NH4)2SO4), u kom je vršeno rastvaranje 

ARA-izolata pre uvođenja 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) poređeni 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 sličnih molekulskih masa 

albumina i 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 (NH4)2SO4. Frakcija 

I koja je prva eluirana sa kolone, je pokazala da su dominantne trake na pozicijama od ~ 20 i 35 kDa, 

tipične za β- i α-podjedinice legumina, redom, kao i manje izražena traka (~55 kDa) koja se mogla 

pripisati i albuminima i globulinima leblebije, prema rezultatima HIC-a imale relativno najveću 

hidrofilnost. Nije primećena bitna razlika između proteinskih traka kod Frakcija II i III koje su 

takođe odlikovale trake od ~20 kDa i ~35 kDa. Kod Frakcije IV moglo se uočiti 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 može identifikovati kao protein ove frakcije 

(Chang et al. 2011; Chang et al., 2012). Proteinski profil eluirane frakcije V, kao frakcije relativno 

najveće hidrofobnosti prema HIC-u, pokazao je trake na ~70 kDa (podjedinica vicilina), kao i na 45 

kDa, 30 kDa, 17 kDa i 15 kDa, od kojih bi one nižih 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 široko koristi u strukturnoj 

karakterizaciji proteina, dok istovremeno može da služi i za proučavanje veze između strukture 

proteina i njihove površinske hidrofobnosti. Spektri dobijenih frakcija razdvojenih preparativnom 

HIC tehnikom prikazani su na slici 22, u opsegu talasnog broja 1400 - 1700 cm
-1

. 

Dobijeni rezultati sa slike 22 su ukazali na razlike u spektrima frakcija eluiranih sa HIC 

kolone, i to naročito u oblasti Amid I (1600 - 1700 cm
-1

) tj. oblasti karakterističnoj za sekundarnu 

strukturu proteina. Originalni spektri različitih frakcija proteinskog ARA-izolata razdvojenih 

tehnikom preparativne HIC koristili su se za dobijanje drugih izvoda. Njihova dalja analiza i 

izračunavanje udela elemenata sekundarne strukturne ukazali su na razlike u sadržaju α-heliksa i β-

ravni među eluiranim proteinskim frakcijama (tabela 15). 

Rezultati iz tabele 15 su pokazali povećanje sadržaja β-ravni po sledećem redosledu: Frakcija 

I < Frakcija II < Frakcija III < Frakcija IV < Frakcija V. Analizirano sa aspekta hidrofobnosti, može 

se zaključiti da je veći sadržaj β-ravni izračunat za frakcije koje su sa kolone eluirane pri nižim 

koncentracijama soli. Tako su Frakcije IV i V poslednje eluirane sa kolone, što ukazuje na njihovu 

relativno najveću hidrofobnost, a takođe je u saglasnosti sa većim sadržajem β-ravni u njihovoj 

sekundarnoj strukturi u odnosu na ostale frakcije. Objašnjenje se može pronaći u činjenici da visok 

sadržaj β-ravni dovodi do izloženosti hidrofobnih mesta na površini molekula proteina u većoj meri, 

čineći određenu proteinsku frakciju hidrofobnijom. Wang et al. (2011) su takođe izvestili o 
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pozitivnoj korelaciji između sadržaja β-ravni i površinske hidrofobnosti molekula proteina. Dakle, na 

ovaj način je i potvrđeno da je razdvajanje proteina ARA-izolata leblebije bilo moguće na osnovu 

razlika u njihovoj hidrofobnosti koje su proistekle iz razlika u udelima elemenata sekundarne 

strukture proteina. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

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 

 Frakcija I Frakcija II Frakcija III Frakcija IV Frakcija V 

β-ravan (%) 40 43 49 50 59 

α-heliks (%) 24 23 20 21 21 

 

4.3.3. In vitro antioksidativna aktivnost frakcija dobijenih preparativnom HIC tehnikom 

Proteini i proteinske frakcije ispoljavaju različite biološke aktivnosti među kojima su i 

antioksidativna svojstva koja prvenstveno zavise od aminokiselinskog sastava, sekvence, 

hidrofobnosti i dužine lanaca proteina (Karimi et al., 2020). Potencijalne razlike u in vitro 

antioksidativnoj aktivnosti između eluiranih frakcija određene 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; različita 

slova predstavljaju statistički značajne razlike određene prema Tukey-ovom testu na nivou p < 0,05 

Kao što se može zaključiti sa slike 23, frakcije eluirane pri nižim koncentracijama amonijum-

sulfata (Frakcije IV i V) pokazale su veće antioksidativne aktivnosti u odnosu na ostale. Najveću 

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 i I, redom (bez statistički značajne razlike). 

Objašnjenje ovakvih rezultata može se pronaći u činjenici da eluirane proteinske frakcije veće 

hidrofobnosti mogu da ostvaruju jače hidrofobne interakcije, a pokazano je da se ostvarivanjem ovih 

interakcija poboljšava interakcija sa slobodnim radikalima olakšavajući njihovo uklanjanje 

(Phongthai and Rawdkuen, 2020). Slični rezultati dobijeni su u istraživanjima Tang and Zhuang 

(2014), prema kojima su proteinske frakcije zeina, koje odlikuje povećana hidrofobnost, pokazale 

izraženiju antioksidativnu aktivnost. Na osnovu ranijih istraživanja zaključeno 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 čime su u 

saglasnosti dobijeni rezultati za antioksidativnu aktivnost proteinskih frakcija ARA-izolata leblebije 

razdvojenih HIC tehnikom. 

4.4. Frakcije proteina leblebije i njihova svojstva 

Predmet ovog dela istraživanja predstavljalo je izdvajanje frakcija proteina leblebije, njihova 

karakterizacija i određivanje funkcionalnih osobina, sa ciljem dubljeg razumevanja karakteristika i 

svojstava proteinskih izolata dobijenih alkalnim i enzimima potpomognutim alkalnim ekstrakcijama 

kao njihovih smeša. Sekvencijalnom ekstrakcijom vodom, i vodenim rastvorima natrijum-hlorida i 

natrijum-hidroksida iz leblebije su izdvojene proteinske frakcije albumina, globulina i glutelina, 

redom. Određivani su hemijski sastav, aminokiselinski sastav, kao i elektroforetski profili dobijenih 

frakcija proteina. Funkcionalnost albuminske, globulinske i glutelinske frakcije proteina evaluirana 

je određivanjem njihove rastvorljivosti, kapaciteta zadržavanja vode i ulja, emulgujućih i osobina 
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penjenja. Takođe, analizirane su i njihove biološke 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 četiri glavne grupe - albumine (rastvorljive u vodi i razblaženim puferima), 

globuline (rastvorljive u rastvorima soli), prolamine (rastvorljive u 70 - 90% etanolu) i gluteline 

(rastvorljive u razblaženim kiselinama ili bazama). Sekvencijalnom ekstrakcijom obezmašćenog 

semena leblebije različitim rastvaračima dobijene su albuminska, globulinska i glutelinska frakcija u 

prinosima predstavljenim u tabeli 16.  

Tabela 16. Prinos i efikasnost ekstrakcije proteinskih frakcija iz obezmašćenog brašna 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 računata u odnosu na literaturne podatke o sadržaju frakcija u semenu 

leblebije Kabuli tipa (Boukid (2021); Chang et al. (2011); Dhawan et al. (1991))  

Ekstrakcija leblebije vodom, rastvorom soli i 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 obezmašćenog semena 

leblebije. Slični rezultati dobijeni su u istraživanjima Singh et al. (2008) gde je ostvaren prinos 

albuminske frakcije od 1,8 g/100 g obezmašćene leblebije Kabuli tipa. Poznato je da proteini 

leblebije sadrže globulin kao glavni rezervni protein (~56%), zatim glutelin (~18%), albumin 

(~12,0%) i prolamin (~3%) (Boukid, 2021;Singh and Jambunathan, 1982). Shodno tome, efikasnost 

ekstrakcije proteinskih frakcija iznosila je 16% za albuminsku frakciju, 4% za frakciju globulina i 

11% za frakciju glutelina. Uzimajući u obzir sadržaj masti u semenu leblebije, dobijeni rezultati su 

uporedivi sa rezultatima istraživanja Da Silva et al. (2001) koji su postigli efikasnost ekstrakcije 

albumina i glutelina iz leblebije od 16% i 10% redom (Makeri et al., 2017). Nizak prinos globulinske 

frakcije, ekstrahovane rastvorom NaCl, u skladu je sa rezultatima Liu et al. (2008) koji su takođe 

pokazali relativno nisku efikasnost ekstrakcije ove frakcije proteina (7%). Ovakvi rezultati se mogu 

objasniti promenama faza tokom sekvencijalne ekstrakcije koje mogu dovesti do unutrašnjih 

interakcija protein-protein, što dovodi do smanjenja ili povećanja 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 određivanja hemijskog sastava dobijenih frakcija proteina leblebije, analizirani su 

sadržaji proteina, pepela i skroba, i dobijeni rezultati, izraženi kao g/100 g suve materije, prikazani 

su u tabeli 17.  

Analiza dobijenih rezultata je pokazala da se globulin leblebije u pogledu određivanih 

kategorija hemijskog sastava značajno razlikovao od albuminske i glutelinske frakcije. Naime, 
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sadržaji proteina i skroba su bili značajno veći a sadržaj pepela značajno manji od onih u ostale dve 

frakcije. Poznato je da kiseline i baze koje se koriste za podešavanje pH vrednosti za/tokom procesa 

ekstrakcije mogu doprineti stvaranju soli, odnosno povećanju sadržaja pepela kod ekstrahovanih 

proteina (Wu et al., 2009). Takođe, dobro je poznato da ugljeni hidrati poseduju visok afinitet prema 

albuminima mahunarki (Genovese and Lajolo, 1998). Stoga, moguće je da su neki od ugljenih 

hidrata leblebije jonskom ili kovalentnom vezom povezani za albumin, što je u saglasnosti sa 

mogućnošću da je u ovoj frakciji prisutnan veći sadržaj ugljenih hidrata (pod pretpostavkom da 

ugljeni hidrati, ne računajući skrob, čine razliku do 100% ukupnog sadržaja proteinskih frakcija 

(tabela 17)). Rezultati nižeg sadržaja proteina kod frakcije glutelina su u skladu sa prethodno 

objavljenim rezultatima Chang (2010) o relativno niskom sadržaju proteina u frakciji glutelina iz 

semena leblebije. Veći (pretpostavljeni) sadržaj ugljenih hidrata (ne računajući skrob) kod frakcije 

glutelina može biti objašnjen činjenicom da je ova frakcija proteina ekstrahovana poslednja tokom 

postupka sekvencijalne ekstrakcije što je moglo doprineti većoj istovremenoj ekstrakciji ugljenih 

hidrata u odnosu na prethodne frakcije, kao što je predloženo u literaturi (Chang, 2010). 

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

Sadržaj (g/100 gSM) Albumin Globulin Glutelin 

Protein 74,93±1,16
b 

90,89± 0,96
a 

73,57± 0,89
b 

Skrob 0,26±0,03
b 

0,69±0,01
a 

0,19±0,01
b 

Pepeo 7,72±0,32
b 

5,73±0,04
a 

7,64±0,20
b 

različita slova predstavljaju statistički značajne razlike određene 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 što već rečeno, amid I (1700-1600 cm
-1

) region je najvažniji za analiziranje sekundarne 

strukture proteina. Regioni talasnih brojeva koji odgovaraju β-ravni (~1620 cm
-1

, ~1629 cm
-1

 i ~1638 

cm
-1

), α-heliksu (~1650 cm
-1

 – 1660 cm
-1

), nasumičnim kalemovima (~1643 cm
-1

 -1648 cm
-1

) i β-

zavojima (~1670 cm
-1

 - 1680 cm
-1

) (Carbonaro and Nucara, 2010; Shevkani et al., 2019) korišćeni 

su za izračunavanje komponenata sekundarne strukture. Poznato je da udeli α-heliksa i β-ravni/β-

zavoja variraju između frakcija albumina, globulina i glutelina kod mahunarki (Makeri et al., 2017). 

Uopšteno govoreći, najveći udeo komponenata sekundarne strukture kod svih izolovanih frakcija 

proteina leblebije činile su β-ravni, dok je učešće α-heliksa, β-zavoja i nasumičnih kalemova u 

sekundarnoj strukturi bilo manje (tabela 18).  

Pa, ipak, dobijeni rezultati su pokazali da su se frakcije proteina leblebije međusobno 

razlikovale po udelima svih izračunatih elemenata sekundarne strukture. Tako je u albumiskoj 

frakciji bio dominantan udeo β-ravni (oko 60%), koji je bio praćen približno jednakim udelima α-

heliksa i β-zavoja, dok prisustvo nasumičnih kalemova nije potvrđeno. Nešto niži ali takođe najveći 

udeo β-ravni bio je karakteristika i globulina leblebije, uz nešto veći udeo α-heliksa (gotovo 30%) u 

odnosu na ALB, ali i sa prisutnim strukturnim elementom nasumičnih kalemova. Ovi rezultati su bili 

u saglasnosti sa rezultatima Chang et al. (2022) za globulinsku frakciju izolovanu iz leblebije. 

S druge strane, međusobni odnosi analiziranih elemenata sekundarne strukture proteina su za 

glutelinsku frakciju leblebije bili uočljivo različiti u odnosu na druge dve frakcije. Naime, 



Doktorska disertacija Milica Perović 

67 

 

sekundarna struktura glutelinske frakcije je sadržala α-helikse i β-ravni u gotovo jednakom procentu 

(31% i 33%, redom), i dosta veći sadržaj nasumičnih kalemova (20%) u odnosu na druge dve 

frakcije proteina. 

 

 

 

                                    

 

 

 

 

 

Slika 24. FTIR spektri albuminske, globulinske i glutelinske frakcije proteina leblebije 

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

 
α-heliks (%) β-ravan (%) 

nasumični kalemovi 

(%) 
β-zavoji (%) 

ALB 23 57 - 20 

GLO 27 52 5 16 

GLU 31 33 20 14 

Može se, dakle, konstatovati da je postojala primetna razlika u sadržaju i β-ravni i nasumičnih 

kalemova između ekstrahovanih frakcija - glutelinska frakcija je sadržala veći procenat nasumičnih 

kalemova a manji β-ravni što sugeriše da je došlo do promene u strukturi proteina ove frakcije. Ovo 

se verovatno moglo desiti kao posledica alkalnih uslova tokom njene ekstrakcije, što se kao mogući 

uzrok spominje u literaturi (Du et al., 2012a; Zhu et al., 2010). Takođe, istraživanja Abugoch et al. 

(2003) su pokazala da je alkalni tretman modifikovao strukturu glutelinske frakcije iz amaranta, koja 

je postala delimično odvijena. Veći udeo nasumičnih kalemova (29%) u odnosu na ostale frakcije 

nađen je i u sekundarnoj strukturi glutelina pirinča (Xu et al., 2016). 

Poznato je da se ravnoteža sila koje drže podjedinice proteina na okupu menja tokom 

ekstrakcije, što zauzvrat može uticati na neka svojstva izolovanih biomolekula (Papalamprou et al., 

2009). Karakteristike nasumičnih kalemova suštinski zavise od karakteristika polipeptidnog lanca, i 

to najviše od hidrofobnih i hidrofilnih ostataka koji se nalaze na površini proteinskog molekula 
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(Smith et al., 1996). Veći sadržaj nasumičnih kalemova mogao bi da ukaže na povećanje neuređenih 

struktura u glutelinskoj frakciji, pa time i moguće povećanje njegove fleksibilnosti. Ovo je važno 

naglasiti s obzirom da je poznato da postoji dobra podudarnost između strukture proteina i njegove 

funkcionalnosti; odvijanje, konformaciona fleksibilnost proteina, kao i promene u strukturi mogu 

umnogome uticati na različita 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 

sadržaja prisutnih aminokiselina, kao i od fiziološke iskorišćenosti određene 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 i glutelinske frakcije proteina leblebije 

Sadržaj (g/100 gSM) ALB GLO GLU 

Asparaginska kiselina 7,31 ± 0,06
a 

7,52 ± 0,01
a 

6,92 ± 0,11
b 

Treonin 2,28 ± 0,04
b 

2,36 ± 0,02
b 

3,25 ± 0,08
a 

Serin 3,08 ± 0,04
b 

3,36 ± 0,02
a 

3,30 ± 0,06
a 

Glutaminska kiselina 11,62 ± 0,08
b 

12,13 ± 0,01
a 

10,63 ± 0,08
c 

Prolin 2,29 ± 0,01
a 

2,11 ± 0,03
b 

2,34 ± 0,01
a 

Glicin 2,70 ± 0,06
b 

3,04 ± 0,01
a 

3,08 ± 0,01
a 

Alanin 2,82 ± 0,04
c 

3,33 ± 0,00
b 

3,48 ± 0,02
a 

Cistein 0,89 ± 0,03
a 

0,94 ± 0,06
a 

1,01 ± 0,04
a 

Valin 3,26 ± 0,06
b 

3,44 ± 0,02
b 

3,95 ± 0,03
a 

Metionin 1,62 ± 0,09
a 

1,30 ± 0,05
a 

1,57 ± 0,01
a 

Izoleucin 3,76 ± 0,04
b 

3,91 ± 0,05
b 

4,44 ± 0,05
a 

Leucin 5,16 ± 0,11
ab 

4,77 ± 0,07
b 

5,42 ± 0,04
a 

Tirozin 2,54 ± 0,08
c 

3,10 ± 0,02
b 

4,21 ± 0,05
a 

Fenilalanin 4,17 ± 0,06
ab 

3,94 ± 0,05
b 

4,29 ± 0,01
a 

Histidin 2,12 ± 0,14
a 

2,39 ± 0,02
a 

2,38 ± 0,05
a 

Triptofan 0,89 ± 0,01
b 

0,74 ± 0,01
c 

0,98 ± 0,01
a 

Lizin 5,68 ± 0,06
a 

4,16 ± 0,04
c 

4,72 ± 0,03
b 

Arginin 6,40 ± 0,12
b 

8,65 ± 0,02
a 

6,33 ± 0,04
b 

Ukupan sadržaj  68,63 ± 0,25
c 

71,22 ± 0,14
b 

72,37 ± 0,04
a 

različita slova predstavljaju statistički značajne razlike određene prema Tukey-ovom testu na 

nivou p < 0,05 
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Rezultati analize aminokiselinskog sastava su pokazali da su glutaminska i asparaginska 

kiselina bile dominantno prisutne u svim ispitivanim frakcijama proteina leblebije, uz statistički 

značajno manji sadržaj obe aminokiseline u glutelinu. Veći sadržaj glutaminske i asparaginske 

kiseline u ovim frakcijama leblebije u odnosu na ostale aminokiseline bile su i rezultat istraživanja 

Tavano et al. (2008). S druge stane, cistein je bio najmanje zastupljena aminokiselina u svim 

frakcijama, što je u skladu sa činjenicom da su proteini mahunarki deficitarni u sadržaju 

aminokiselina koje sadrže sumpor (Duranti and Scarafoni, 1999). Iako su neka istraživanja ukazala 

na veći sadržaj 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, sadržaj ove 

aminokiseline je bio najveći u glutelinskoj frakciji, iako bez statistički značajne razlike u odnosu na 

druge dve. Analiza je pokazala da su postojale značajne razlike u sadržaju tirozina i lizina u 

albuminima, globulinima i glutelinima leblebije. Albuminska frakcija je imala veći sadržaj lizina u 

poređenju sa globulinskom, što je u saglasnosti sa ranije objavljenim rezultatima (Liu et al., 2008). 

Ukupni sadržaj hidrofobnih aminokiselina (alanin, valin, leucin, izoleucin, metionin, 

fenilalanin, prolin, glicin i triptofan) je bio veći u glutelinu u poređenju sa onim kod globulina i 

albumina. Sličan rezultat je dobijen u istraživanjima Liu et al. (2018) - glutelinska frakcija indijskog 

oraha je imala veći sadržaj hidrofobnih aminokiselina u poređenju sa druge dve proteinske frakcije. 

Upravo ova karakteristika glutelina bi mogla da ukaže na razliku u određenim interakcijama ove u 

odnosu na druge dve frakcije leblebije, što bi moglo da dovede i do razlika u nekim njihovim 

funkcionalnim svojstvima.  

4.4.5. SDS-PAGE frakcija proteina leblebije 

Nakon izoelektrične precipitacije i sušenja liofilizacijom, albuminska, globulinska i 

glutelinska frakcija proteina leblebije analizirane su tehnikom SDS-PAGE i dobijeni 

elektroforetogram prikazan je na slici 25.   

Elektroforetski profili albuminske, globulinske i glutelinske frakcije pokazali su jedinstvene 

podjedinice, karakteristične 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 može se dodeliti lipoksigenazi prisutnoj u leblebiji (92 kDa). Postojanje proteinskih traka sa 

najmanjom molekulskom masom od ~7 i ~25 kDa prisutnih u albuminskoj frakciji može se pripisati 

podjedinicama 2S albumina i tripsin-inhibitorima (Clemente et al., 2000). Najizraženije trake 

globulina, molekulskih masa 20 kDa i 35 kDa, predstavljaju α- i β-podjedinice 11S legumina 

leblebije. Clemente et al. (2000) su takođe u svojim istraživanjima prikazali postojanje globulinskih 

podjedinica leblebije u intervalima molekulskih masa od oko 40 kDa do 46,5 kDa, i od 23 do 25 

kDa. Takođe, traka sa molekulskom masom od oko 50 kDa karakteristična je za 7S frakciju vicilina. 

Pored toga, traka na ~55 kDa u stazi glutelina predstavlja tipičnu podjedinicu ove frakcije (Chang, 

2006). Većina uočenih proteinskih traka kod frakcije glutelina leblebije može se uporediti sa 

podjedinicama glutelina pirinča (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 istraživačkih 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) i GLU (staza 3); u staze sa frakcijama uneto je po 20 μg proteina 

4.4.6. Funkcionalne osobine frakcija proteina leblebije 

Poznato je da se proteini mogu inkorporirati u različite prehrambene proizvode kako bi se 

povećala njihova nutritivna vrednost i/ili se obezbedile njihove specifične i željene karakteristike 

(Singhal et al, 2016). Funkcionalne osobine albumina, globulina i glutelina leblebije određivane su u 

cilju njihovog mogućeg korišćenja za različite primene u prehrambenoj industriji. Kao i za 

proteinske izolate, tako je i za frakcije proteina funkcionalnost analizirana određivanjem njihove 

rastvorljivosti, kapaciteta zadržavanja vode i ulja, emulgujućih svojstava i sposobnosti penjenja.  

4.4.6.1. Rastvorljivost frakcija proteina leblebije 

Rastvorljivost proteina predstavlja veoma važnu 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 značajne razlike u rastvorljivosti izolovanih 

frakcija leblebije. Tako je na pH 9, najveća rastvorljivost (oko 85%) izmerena za frakciju globulina 

dok je najmanja rastvorljivost (oko 65%) zabeležena za frakciju glutelina. Sličan rezultat zapažen je 

u istraživanjima Chang et al. (2022) u kom je frakcija globulina leblebije pokazala visoku 

rastvorljivost (>90%) u alkalnim uslovima (pH 9 i 10). Takođe, dobijeni rezultati rastvorljivosti 

frakcija proteina leblebije se slažu sa literaturnim podacima o rastvorljivosti odgovarajućih frakcija 

proteina iz biljnih izvora i to glutelina pirinča (Agboola et al., 2005), globuline ovsa i pasulja (Ma 

and Harwalkar, 1984; Mundi and Aluko, 2012) i albumine prosa i lanenog semena (Akharume et al., 

2020; Nwachukwu and Aluko, 2018). 
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Slika 26. Rastvorljivost i površinska hidrofobnost kod ALB, GLO i GLU frakcija proteina leblebije; 

različita slova predstavljaju statistički značajne razlike određene prema Tukey-ovom testu na nivou p 

< 0,05 

Kao glavni faktori koji utiču na rastvorljivost proteina izdvajaju se aminokiselinski sastav, 

fleksibilnost i raspodela hidrofilnih i hidrofobnih ostataka na površini molekula proteina. 

Hidrofilne/hidrofobne grupe u velikoj meri utiču na rastvorljivost proteina i igraju glavnu ulogu u 

povećanju/smanjenju ove osobine. Niža rastvorljivost glutelina može biti povezana i objašnjena 

sadržajem hidrofobnih aminokiselina u ovoj frakciji, koji je dat u prethodnom poglavlju (4.4.4). 

Naime, pokazalo se da glutelinska frakcija ima veći sadržaj hidrofobnih aminokiselina u odnosu na 

albuminsku i globulinsku, što se moglo odraziti na interakcije proteina sa molekulima vode, a samim 

tim uticati i na rastvorljivost. Takođe, rezultati niže rastvorljivosti glutelina su u dobroj saglasnosti i 

sa rezultatima za površinsku hidrofobnost (slika 26) - ova frakcija je imala čak pet puta veću 

površinsku hidrofobnost u odnosu na albuminsku, dok je u odnosu na globulinsku bila skoro 

dvostruko veća. Veća neuređenost molekula proteina glutelinske frakcije, koja se ogledala i u većem 

sadržaju nasumičnih kalemova prisutnih u sekundarnoj strukturi (tabela 18), verovatno je doprinela i 

većoj hidrofobnosti ove u odnosu na ostale frakcije. Posledično, povećanje površinske hidrofobnosti 

moglo je takođe da rezultira sprečavanjem interakcija protein-voda a samim tim i smanjenjem 

rastvorljivosti.  

4.4.6.2. Kapaciteti zadržavanja vode i ulja frakcija proteina leblebije 

Zadržavanje vode/ulja, kao osobina proteina, umnogome utiče na karakteristike i kvalitet 

gotovih prehrambenih proizvoda. Rezultati kapaciteta zadržavanja vode (WHC) i ulja (OHC) 

izolovanih frakcija proteina leblebije prikazani su na slici 27. 

Izolovane frakcije proteina leblebije su pokazale različitu sposobost zadržavanja vode i ulja, a 

statistička analiza dobijenih rezultata je ukazala na značajnost ovih razlika. Najveći WHC je imao 

glutelin i to više od 2,5 puta veći od onog albuminske frakcije. Slični rezultati dobijeni su i za 

kapacitet zadržavanja ulja; i za ovaj pokazatelj je glutelin imao najveću vrednost, koja je bila nešto 

više od dvostruko veća u odnosu na, u ovom slučaju, globuline koji su imali najmanji OHC. 
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Slika 27. Kapaciteti zadržavanja vode (WHC) i ulja (OHC) ALB, GLO i GLU frakcija proteina 

leblebije; različita slova predstavljaju statistički značajne razlike određene prema Tukey-ovom testu 

na nivou p < 0,05 

Poznato je da struktura proteina ima veliki uticaj na njihovu funkcionalnost (Hui, 2006). Kao 

što je već objašnjeno, povećan sadržaj nasumičnih kalemova u sekundarnoj strukturi glutelina bi se 

mogao objasniti odvijanjem/otvaranjem i povećanom fleksibilnošću molekula ove frakcije proteina 

leblebije. Ovakve konformacione promene verovatno su uticale na povećanu izloženost bočnih 

lanaca aminokiselina prema okruženju, što je samim time uticalo na kapacitete WHC/OHC. Stoga se 

najveće vrednosti kapaciteta zadržavanja vode/ulja glutelinske frakcije mogu posmatrati kao usko 

povezane sa njegovom fleksibilnijom strukturom i izlaganjem polarnih/nepolarnih bočnih grupa koje 

posledično povećavaju broj mesta za vezivanje vode i ulja i omogućavaju dobru sposobnost 

zadržavanja, kao što je predloženo u literaturi (Mustafa and Reaney, 2020). 

Generalno, dobijeni rezultati sugerišu da su sve izolovane frakcije proteina leblebije imale 

dobre vrednosti zadržavanja vode/ulja, poželjne za njihovu upotrebu u prehrambenoj industriji. 

Dodatno, može se zapaziti dobro slaganje većih vrednosti WHC i OHC za glutelin sa rezultatima 

kapaciteta zadržavanja vode/ulja kod proteinskih izolata; naime, proteinski izolati dobijeni uz pomoć 

enzimskog pretretmana pokazali su veće vrednosti WHC/OHC u odnosu na izolat iz samo alkalne 

ekstrakcije, što je u skladu sa pretpostavkom o većem udelu glutelinskih proteina u njima.   

4.4.6.3. Emulgujuća svojstva i svojstva penjenja frakcija proteina leblebije 

Rezultati indeksa emulgujuće aktivnosti (EAI) i emulgujuće stabilnosti (ESI) izolovanih 

frakcija proteina leblebije prikazani su na slici 28, na osnovu kojih su uočene značajne varijacije ovih 

svojstava među ispitivanim uzorcima.  

EAI glutelina bio je značajno (p < 0,001) veći od rezultata dobijenih za albumin i globulin. 

Poznato je da EAI i ESI proteina u najvećoj meri zavise od konformacionih faktora kao što su 

fleksibilnost molekula i izbalansiran hidrofobno-hidrofilni odnos (Li et al., 2019). Naime, 
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konformacione promene i izlaganje aminokiselinskih ostataka koji su se nalazili u unutrašnjosti 

molekula omogućavaju proteinu da interaguje sa fazom ulja zbog njegove hidrofobne prirode, a u 

isto vreme i sa fazom vode zbog njegove hidrofilne prirode (Lam and Nickerson, 2013). Zato se 

proteini sa fleksibilnijom strukturom lakše adsorbuju na granici faza ulje-voda i stoga imaju bolje 

emulgujuće karakteristike (Jiang et al., 2015). Dobijeni rezultat za najveći EAI glutelina je u skladu 

sa rezultatima njegove sekundarne strukture koja je pokazala najveći sadržaj nasumičnih kalemova. 

Veća fleksibilnost molekula glutelina kao moguća posledica ovoga, rezultirala je povećanom 

površinskom hidrofobnošću ove frakcije (slika 26), čime se može objasniti njena bolja interakcija sa 

uljanom fazom (Ajibola et al., 2016), odnosno, veći EAI. Karaca et al. (2011) su utvrdili da su 

vrednosti EAI niže za proteine dobijene iz ekstrakcije rastvorima soli, što sugeriše da su takvi 

proteini manje efikasni kao emulgatori. Takvo zapažanje je u skaldu sa najmanjim rezultatom EAI 

dobijenim za globulinsku frakciju proteina leblebije. Takođe, treba istaći da su EAI frakcija glutelina 

i albumina bili  znatno veći od onih dobijenih za proteinske izolate iz soje (L’Hocine et al., 2006), 

proteinske frakcije graška (Akharume et al., 2020) i iz ljuski pirinča (Adebiyi et al., 2007). 

Rezultati za stabilnost emulzija ispitivanih frakcija leblebije su pokazali drugačiji trend u 

odnosu na indeks emulgujuće aktivnosti. Značajno veći rezultati za stabilnost emulzija dobijeni su za 

globulinsku i albuminsku frakciju u poređenju sa frakcijom glutelina. Veća stabilnost emulzija kod 

albuminske frakcije može se objasniti činjenicom da ova frakcija ima proteine i nižih molekulskih 

masa u odnosu na druge dve, ali, prema literaturi, i mogući veći procenat vezanih polisaharida koji 

doprinose stabilnosti emulzija (Lam and Nickerson, 2013). To je u skladu sa rezultatima dobijenim 

SDS PAGE tehnikom koji su pokazali veći broj proteinskih traka nižih molekulskih masa (slika 25), 

kao i pretpostavljenim većim sadržajem ugljenih hidrata (tabela 17) u albuminskoj frakciji u odnosu 

na druge dve. Slični rezultati dobijeni su u istraživanjima Akharume et al. (2020) po kojima je 

albuminska frakcija iz prosa pokazala veću emulgujuću stabilnost od ostalih frakcija. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Slika 28. Indeks emulgujuće aktivnosti (EAI) i stabilnosti (ESI) ALB, GLO i GLU frakcija proteina 

leblebije; različita slova predstavljaju statistički značajne razlike određene prema Tukey-ovom testu 

na nivou p < 0,05 
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Svojstva penjenja su određena sposobnošću proteina da se brzo adsorbuju na granici faza 

vazduh-tečnost tokom homogenizacije i formiraju kohezivne viskoelastične filmove oko mehurića 

vazduha putem intermolekularnih interakcija (Mine, 1995). Izolovane frakcije proteina leblebije su 

okarakterisane u pogledu kapaciteta pene (FC) i stabilnosti pene (FS) i dobijeni rezultati su prikazani 

na slici 29. Rezultati FC i FS su pokazali da su svojstva penjenja glutelina leblebije bila bolja u 

poređenju sa ovim svojstvima albumina i globulina.  

Dobro je poznato da karakteristike površine molekula proteina igraju ključnu ulogu u 

formiranju i stabilizaciji pene. Proteini veće fleksibilnosti i veće površinske hidrofobnosti su 

pogodniji za formiranje pene (German et al., 1983; Townsend and Nakai, 1983). Delimično 

odvijeni/odmotani molekuli proteina se udružuju da bi formirali stabilizujući film oko mehurića 

vazduha, što je neophodno za stvaranje i stabilnost pene (Lomakina and Míková, 2006). Prethodno 

prikazani rezultati ispitivanja sekundarne strukture su pokazali da frakcija glutelina leblebije ima 

veći sadržaj nasumičnih kalemova što ukazuje na fleksibilniju i više odvijenu/odmotanu strukturu 

ove frakcije u odnosu na druge dve ispitivane. Veći rezultati za FC i FS ostvareni kod glutelina mogu 

biti povezani sa njegovom sekundarnom strukturom koja bi mogla dovesti do veće adsorpcije i 

boljeg preuređivanja na granici faza vazduh-voda. Štaviše, rezultati svojstva penjenja glutelina bili su 

u skladu sa njegovom većom hidrofobnošću, kao što su prethodni rezultati pokazali.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Slika 29. Svojstva penjenja ALB, GLO i GLU frakcija proteina leblebije; različita slova predstavljaju 

statistički značajne razlike određene prema Tukey-ovom testu na nivou p < 0,05 

Dodatno, može se zapaziti dobro slaganje superiornijih rezultata za emulgujuće 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 veće 

vrednosti ovih funkcionalnih osobina u odnosu na izolat iz samo alkalne ekstrakcije, što je u skladu 

sa pretpostavkom da je u njima prisutan veći udeo glutelina. 
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4.4.7. In vitro antioksidativna aktivnost frakcija proteina leblebije 

Pored funkcionalnih i nutritivnih svojstava, proteini imaju potencijal da uklone slobodne 

radikale i zbog toga dodatno blagotvorno utiču na zdravlje ljudi. Upravo iz tog razloga određivana 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 najveću antioksidativnu 

aktivnost, dok je u odnosu i na nju i na glutelinsku, globulinska frakcija pokazala statistički značajno 

niži rezultat. Visoka antioksidativna aktivnost direktno je povezana sa jedinstvenim 

aminokiselinskim sastavom, strukturom i karakteristikama bočnih grupa aminokiselina u molekulu 

proteina (Matemu et al., 2021). Ranija istraživanja su potvrdila vezu između sadržaja hidrofobnih 

aminokiselina i mogućnosti uklanjanja ABTS radikala; tako je veći sadržaj hidrofobnih 

aminokiselina u glutelinskoj frakciji proteina pirinča rezultirao većom antioksidativnom aktivnošću 

ove frakcije (Wang et al., 2016). Slični rezultati za dobru antioksidativnu aktivnost glutelinske 

frakcije potvrđeni su i u istraživanjima (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 sadržaj hidrofobnih aminakiselina i udeo nasumičnih kalemova u glutelinu leblebije bio 

najveći, antioksidativna aktivnost albumina je u ovim istraživanjima pokazala najveći potencijal za 

uklanjanje ABTS
+

 radikala, što se može objasniti većom ratvorljivošću ove frakcije u odnosu na 

glutelinsku. Poznato je, naime, da je veća rastvorljivost proteina povezana sa njihovom većom 

antioksidativnom aktivnošću, s obzirom da je na ovaj način omogućen olakšan kontakt i interakcije 

između antioksidanta i reaktivnih radikalskih vrsta (Zou et al., 2016).  

 

 

 

 

 

 

 

Slika 30. In vitro antioksidativna aktivnost albuminske, globulinske i glutelinske frakcije proteina 

leblebije određena ABTS metodom; različita slova predstavljaju statistički značajne razlike određene 

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

4.5. Nanočestice pripremljene iz frakcija proteina leblebije 

Jedan deo ispitivanja odnosio se na pripremu nanočestica od frakcija albumina, globulina i 

glutelina leblebije primenom termičkog tretmana i njihovu karakterizaciju, a dobijeni rezultati su 

prikazani u narednim poglavljima. Analiziran je uticaj varijabli - vremena zagrevanja (10 i 20 min) i 
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pH (7 i 9,3) na najvažnije karakteristike proteinskih nanočestica i to veličinu čestica, stabilnost 

tokom skladištenja i hidrofobnost, kao i na mutnoću nastalih disperzija. Određeni su i kapaciteti 

vezivanja hidrofilnih supstanci, na primeru askorbinske kiseline, i hidrofobnih supstanci, i to linolne 

kiseline. Takođe, izmerena je i in vitro antioksidativna aktivnost pripremljenih nanočestica. Sve 

analizirane osobine sagledane su sa aspekta razlika u karakteristikama i svojstvima proteinskih 

frakcija iz primenjenih ekstrakcionih protokola. 

4.5.1. Mutnoća disperzija proteinskih nanočestica 

Vizuelni prikaz i vrednosti zamućenja disperzija frakcija proteina leblebije zagrevanih na 90 

℃ 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 izoelektričnih tački frakcija albumina (pI 3,4), 

globulina (pI 4,7) i glutelina (pI 4,4) koje su prethodno eksperimentalno određene.  

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

  Mutnoća (A400 nm)  

 ALB GLO GLU 

pH 7, bez tretmana 0,133±0,006
b 

0,189±0,016
b 

0,424±0,029
b 

pH 7, 10 min, 90 °C 0,319±0,001
a
 0,536±0,030

a
 0,712±0,002

a
 

pH 7, 20 min, 90 °C 0,328±0,008
a
 0,533±0,033

a
 0,725±0,004

a
 

 

pH 9,3, bez tretmana 0,149±0,001
c
 0,136±0,015

b
 0,141±0,012

b
 

pH 9,3, 10 min, 90 °C 0,169±0,001
b
 0,214±0,004

a
 0,205±0,006

a
 

pH 9,3, 20 min, 90 °C 0,174±0,001
a
 0,219±0,003

a
 0,207±0,007

a
 

Uslovi termičkog tretmana: 90 ℃ tokom 10 i 20 min na pH 7 i 9,3. Rezultati su prikazani kao aritmetička sredina ± 

standardna devijacija (n = 3). Različita slova predstavljaju statistički značajne razlike određene prema Tukey-ovom testu 

na nivou p < 0,05. 

Rezultati su pokazali da je pH vrednost u velikoj meri uticala na intenzitet zamućenja 

proteinskih disperzija nakon što su rastvori albumina, globulina i glutelina podvrgnuti termičkom 

tretmanu. Najveće zamućenje je zabeleženo kod nanočestica dobijenih iz GLU, zatim GLO i ALB 

pri pH 7, dok je na pH 9,3 uočen sličan trend. Nakon termičkog tretmana, sve proteinske frakcije su 

pokazale veoma značajno povećanje zamućenja na obe vrednosti pH, uz zapažanje da je porast 

zamućenja, u odnosu na rastvor bez tretmana, bio manji na višoj pH vrednosti. Kao što se može 

videti sa slike 31, povećanje zamućenja disperzija frakcija proteina leblebije pri nižem pH je bilo 

uočljivije, kao moguća posledica intenzivnije agregacije proteina.  

Poznato je da pod uticajem povišenih temperatura dolazi do otvaranja strukture proteina i 

izlaganja hidrofobnih grupa na površinu molekula koje posledično učestvuju u hidrofobnim 

interakcijama i dovode do agregacije proteina (Wang et al., 2010a). Najmanje vrednosti zamućenja 

izmerene su kod albuminskih nanočestica, što se može objasniti činjenicom da je izolektrična tačka 

ove proteinske frakcije najviše udaljena od pH vrednosti na kojima je izvođen termički tretman. 

Takođe, poznato je da termički tretman različito utiče na različite tipove sekundarnih struktura u 

molekulu proteina, pa se stoga razlike u mutnoći mogu pripisati različitom uticaju termičkog 
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tretmana na α-helikse i β-ravni/β-zavoje u sekundarnim strukturama albuminske, globulinske i 

glutelinske frakcije. U tom smislu postoji dobro slaganje između vrednosti zamućenja i veličine 

stvorenih nanočestica, koje će biti opisane u sledećem poglavlju (4.5.2). Iz prikazanih rezultata se 

takođe može zapaziti da produžetak termičkog tretmana uglavnom nije doveo do većih promena u 

mutnoći kod svih pripremljenih nanočestica i na obe ispitivane vrednosti pH. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Slika 31. Vizuelni prikaz disperzija ALB, GLO i GLU leblebije; termički tretman: 90 ℃, 10 i 20 

min, pH 7 i 9,3 

 

4.5.2. Raspodela veličina proteinskih nanočestica 

Da bi se bolje okarakterisale pripremljene nanočestice i objasnile potencijalne razlike u 

promeni strukture proteinskih frakcija nakon zagrevanja, pored mutnoće analizirana je i veličina 

čestica i indeks polidisperznosti (PdI) svih pripremljenih nanostruktura. Raspodela veličine čestica 

(PSD) netretiranih i termički tretiranih rastvora proteinskih frakcija prikazana je na slici S3. Rezultati 

PSD-a pokazuju da je toplotni tretman izazvao povećanje srednjeg prečnika svih proteinskih frakcija 
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i omogućio stvaranje nanostruktura sa prečnikom manjim od 100 nm. Kao što je poznato, termički 

tretman uzrokuje intenzivnu agregaciju proteina (Mession et al., 2013; Tang et al., 2019), koja je u 

ovom ekperimentu bila praćena stvaranjem proteinskih nanočestica većih dimenzija u odnosu na 

dimenzije molekula proteina u rastvorima frakcija pre termičkog tretmana i stoga većim 

zamućenjem. Kao što je bio slučaj kod proteinskih izolata, tako je i kod frakcija proteina leblebije 

zagrevanje iznad temperature denaturacije verovatno dovelo do delimičnog razvijajanja strukture 

proteina i izlaganja hidrofobnih grupa na površinu molekula, što je moglo favorizovati njihovu 

agregaciju. Variranjem vremena termičkog tretmana i vrednosti pH dobijene su nanočestice različitih 

veličina u rasponu od 23 do 405 nm (tabela 21). Razlike u veličini nanočestica pripremljenih od 

frakcija proteina leblebije mogu se objasniti razlikama u sadržaju sekundarnih strukturnih 

komponenata (α-heliksa, β-ravani/β-zavoja) jer razgradnja ovih struktura može dovesti do razlika u 

pripremljenim nanočesticama i njihovim veličinama. 

Tabela 21. Parametri veličine nanočestica pripremljenih termičkim tretmanom ALB, GLO i GLU 

frakcija proteina leblebije 

 Pik 1 (nm) Pik 2 (nm) Srednji prečnik (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 11±1 - 64±5 0,541±0,036 

pH 9,3, 10 min, 90 °C 27±2 - 76±2 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 - 87±2 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 12±0 - 74±0 0,566±0,015 

pH 9,3, 10 min, 90 °C 40±1 - 71±2 0,275±0,032 

pH 9,3, 20 min, 90 °C 35±2 - 77±2 0,416±0,012 

     

GLU     

pH 7, bez tretmana 27±2 - 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 - 40±2 0,532±0,023 

pH 9,3, 10 min, 90 °C 24±3 - 66±1 0,290±0,033 

pH 9,3, 20 min, 90 °C 26±2 - 66±1 0,232±0,010 

Uslovi termičkog tretmana: 90 ℃ tokom 10 i 20 min na pH 7 i 9,3. 
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Najveće čestice su pripremljene iz GLU na pH 7, što se može objasniti relativno najvećim 

udelom nasumičnih kalemova u sekundarnoj strukturi ove frakcije, za koje se može pretpostaviti da 

su se transformisali tokom termičkog tretmana u β-ravni (tabela 22), kao što je prethodno sugerisano 

(Lin et al., 2004, 2002). Proteinske nanočestice najmanjeg prečnika su takođe pripremljene od GLU 

frakcije ali na pH 9,3, verovatno zbog stabilnijih α-heliksa prisutnih u njegovoj strukturi i dodatno 

manjeg gubitka sadržaja β-ravni, u skladu sa prethodnim istraživanjima (Wang et al., 2014). Pored 

nanočestica pripremljenih iz glutelina, na višoj ispitivanoj pH dobijene su i manje veličine 

nanočestica pripremljenih iz ALB frakcije, moguće je i zbog toga što je ovu frakciju proteina 

odlikovalo prisustvo proteina nižih molekulskih masa u netretiranom rastvoru (slika 25). 

Tabela 22. Udeo komponenata sekundarne strukture u proteinskim nanočesticama pripremljenim 

termičkim tretmanom frakcija proteina leblebije na osnovu FTIR analize 

 α-heliks β-ravan nasumični kalemovi β-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 nanočestice, kao i za sve 

netretirane rastvore frakcija proteina) na obe vrednosti pH, sa izuzetkom bimodalnog PSD nakon 10 i 

20 minuta zagrevanja na pH 7 glutelinske frakcije proteina. Rezultati za vrednosti PdI su pokazali 

smanjenje u poređenju sa rastvorima netretiranih proteina (<0,4), što ukazuje na umerenu 

polidisperznost (Sengupta and Sarkar, 2022). Srednji prečnik čestica i zamućenje su porasli tokom 

prvih 10 minuta zagrevanja, što ukazuje da se tokom ovog perioda dešavala ubrzana agregacija 

proteina. Veličina čestica i zamućenje su ostali relativno konstantni u narednih 10 minuta termičkog 

tretmana (od 10 do 20 min), što sugeriše da nije bilo dalje promene ove karakteristike čestica. 

Kao što je već diskutovano, termički tretman je imao efekta na sekundarnu strukturu 

albuminske, globulinske i glutelinske frakcije leblebije. Generalno, termički tretman je doveo do 

smanjenja sadržaja β-ravni i β-zavoja, i povećanja sadržaja α-heliksa i nasumičnih kalemova (tabela 
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22). Poznato je da globulinska frakcija biljnih proteina termostabilnija, odnosno da  poseduje višu 

temperaturu denaturacije u odnosu na druge dve ispitivane frakcije (Gorinstein et al., 1996). Stoga je 

bilo razumljivo da se izrazitije povećanje sadržaja nasumičnih kalemova, kao razmotanijih oblika 

sekundarne strukture, dogodilo u albuminskoj i glutelinskoj frakciji. 

Kao i kod proteinskih izolata, tako je i kod svih pripremljenih nanočestica iz frakcija proteina 

leblebije bilo prisutno smanjenje sadržaja β-ravni što se može objasniti njihovim učestvovanjem u 

formiranju agregata putem stvaranja intermolekularnih β-ravni (Fink, 1998; Nowick, 2008). Kako se  

one uvek nalaze u unutrašnjosti proteinskog molekula, delimični gubitak strukture β-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 povećanje sadržaja 

nasumičnih kalemova umnogome doprinosi povećanju hidrofobnosti proteinskih nanočestica (Wang 

et al., 2011). 

4.5.3. Stabilnost proteinskih nanočestica tokom skladištenja 

Na osnovu podataka o stabilnosti nanočestica može se pretpostaviti da li će pripremljene 

nanočestice ostati stabilne ili se degradirati tokom određenog vremena, što je od velike važnosti za 

njihovu primenu. Da bi se ispitala stabilnost pripremljenih nanočestica, srednji prečnik i zeta 

potencijal mereni su u periodu od 7 dana tokom skladištenja na 4 °C i dobijeni rezultati su 

predstavljeni na slici 32. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Slika 32. Srednji prečnik i zeta potencijal proteinskih nanočestica pripremljenih iz a) ALB b) GLO i 

c) GLU frakcija proteina leblebije, mereni u periodu od 7 dana tokom skladištenja na 4 °C 
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Pri pH 7, nakon 7 dana skladištenja na 4 °C, sve nanočestice pripremljene iz proteinskih 

frakcija pokazale su postojanu stabilnost i male promene u veličini čestica. Ove promene su bile 

uočljivije kod nanočestica pripremljenih termičkim tretmanom u trajanju od 20 min nego kod onih 

dobijenih nakon 10 min zagrevanja. Kod GLO I GLU nanočestica uočeno je povećanje srednjeg 

prečnika od 5% i 15%, redom, dok kod ALB nanočestica povećanje srednjeg prečnika nije bilo 

statistički značajno. Dobijeni rezultati su u saglasnosti sa promenama u zeta potencijalu; veoma 

značajno (p < 0,01) povećanje negativnog površinskog naelektrisanja bilo je izmereno za nanočestice 

iz GLU i GLO frakcija, dok kod ALB nanočestica nije došlo do promena u zeta potencijalu. 

Povećanje negativnog površinskog naelektrisanja dešava se usled odvijanja proteinskih nanočestica i 

promena u njihovom srednjem prečniku koji dovode do izlaganja naelektrisanih aminokiselina i s tim 

povećanja vrednosti zeta potencijala (Fan et al., 2021).  

Pri pH 9,3 nisu uočene statistički značajne promene u srednjem prečniku kod ALB i GLU 

nanočestica dobijenih termičkim tretmanom nakon 10 min i 20 min, što je ukazalo na njihovu veliku 

stabilnost. Kod GLO proteinske frakcije uočeno je smanjenje srednjeg prečnika od 28% i 10% kod 

nanočestica pripremljenih zagrevanjem u intervalu od 10 min i 20 min, redom. Ovi rezultati bili su 

praćeni razlikama u zeta potencijalu; kod GLO nanočestica došlo je do smanjenja negativnog 

površinskog naelektrisanja, što je bilo u skladu sa pretpostavkom da su stvorene čestice izgubile deo 

svoje nanostrukture (Freitas and Müller, 1998). 

4.5.4. Površinska hidrofobnost proteinskih nanočestica 

Pored površinskog naelektrisanja, površinska hidrofobnost proteina takođe predstavlja važan 

parametar koji utiče na njihovu ukupnu funkcionalnost (Liu and Tang, 2013). Rezultati površinske 

hidrofobnosti rastvora nativnih frakcija proteina leblebije i pripremljenih nanočestica prikazani su na 

slici 33. Dobijeni rezultati pokazuju da je površinska hidrofobnost nanočestica iz sve tri ispitivane 

frakcije nakon termičkog tretmana bila značajno (p < 0,05) povećana u poređenju sa netretiranim 

rastvorima frakcija. Kao što je i ranije napomenuto, termički tretman dovodi do odmotavanja 

tercijerne strukture i izlaganja hidrofobnih ostataka (koji se generalno nalaze u unutrašnjosti 

molekula), što posledično utiče na povećanje površinske hidrofobnosti molekula proteina. 

Najveće vrednosti površinske hidrofobnosti dobijene su za nanočestice pripremljene od GLU 

i ALB na pH 9,3. Ovakvi rezultati mogu se objasniti većom površinskom hidrofobnošću nativne 

glutelinske frakcije (slika 26), ali i termičkim tretmanom koji je doprineo razmotavanju strukture 

proteina ove frakcije, pa time i povećanju ove osobine njihovih površina. Što se tiče albuminske 

frakcije, uočeno je povećanje sadržaja nasumičnih kalemova kao elemenata sekundarne strukture 

nakon termičkog tretmana (tabela 22), što je verovatno doprinelo fleksibilnijoj strukturi i većim 

vrednostima površinske hidrofobnosti kod ovih nanočestica. Povećanje vrednosti površinske 

hidrofobnosti kod albuminske frakcije u saglasnosti je sa rezultatima Tang et al. (2019) koji su 

takođe pokazali da se zagrevanjem povećala površinska hidrofobnost albuminske frakcije dobijene iz 

ljuski pirinča. Već izneta konstatacija da povećanje sadržaja nasumičnih kalemova umnogome 

doprinosi povećanju hidrofobnosti kod proteinskih nanočestica (Wang et al., 2011) je u saglasnosti 

sa rezultatima povećanjog sadržaja nasumičnih kalemova (tabela 22) sa većom površinskom 

hidrofobnošću kod pripremljenih nanočestica iz albuminske i glutelinske frakcije. 
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Slika 33. Površinska hidrofobnost proteinskih nanočestica pripremljenih iz ALB, GLO i GLU 

leblebije; termički tretman: 90 ℃ tokom 10 i 20 min na pH 7 i 9,3; Rezultati su prikazani kao 

aritmetička sredina ± standardna devijacija (n = 3). Različita slova predstavljaju statistički značajne 

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

 

4.5.5. Kapacitet proteinskih nanočestica za vezivanja linolne kiseline 

Sposobnost proteina da vezuju različita bioaktivna jedinjenja usko je povezana sa prisustvom 

hidrofobnih/hidrofilnih regiona na njihovoj površini. Sposobnost nanočestica pripremljenih od 

frakcija albumina, globulina i glutelina da vežu hidrofobnu linolnu kiselinu je ispitana i dobijeni 

rezultati su prikazani na slici 34. 
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Slika 34. Kapaciteti proteinskih nanočestica dobijenih termičkim tretmanom ALB, GLO i GLU 

leblebije za vezivanje LA; termički tretman: 90 ℃ tokom 10 i 20 min na pH 7 i 9,3. Rezultati su 

prikazani kao aritmetička sredina ± standardna devijacija (n = 3). Različita slova predstavljaju 

statistički značajne razlike određene prema Tukey-ovom testu na nivou p < 0,05. 

 

Sve pripremljene nanočestice su pokazale statistički visoko značajno (p < 0,001) povećanje 

kapaciteta vezivanja LA u poređenju sa netretiranim frakcijama proteina, osim onih pripremljenih iz 

GLO posle 20 min tretmana na pH 7. Povećani kapacitet vezivanja LA može biti povezan sa 

činjenicom da tokom termičkog tretmana dolazi do izlaganja hidrofobnih amino kiselina i stvaranja 

novih mesta za vezivanje različitih bioaktivnih molekula, što je prethodno i pokazano (slika 33). 
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Najveći kapacitet vezivanja ostvaren je kod nanočestica dobijenih iz ALB frakcije na obe ispitivane 

pH vrednosti, na pH 7 i 9,3 i to 58 i 67%, redom.  

Tabela 23. Parametri veličine nanočestica
*
 i odnos površinska hidrofobnost/površina nanočestica** 

pripremljenih od ALB, GLO i GLU frakcija proteina leblebije 

Frakcija proteina 

leblebije 
A (nm

2
) V (nm

3
) A/V (1/nm) PH/A (μg BPB/nm

2
) 

ALB     

pH 7, 10 min, 90 °C 1,3810
5
 60,5810

4
 0,23 7,7510

-5
 

pH 7, 20 min, 90 °C 9,0710
4
 32,1410

4
 0,29 13,0910

-5
 

pH 9,3, 10 min, 90 °C 7,2510
4
 22,9710

4
 0,31 17,3410

-5
 

pH 9,3, 20 min, 90 °C 6,1510
4
 17,9510

4
 0,34 23,3110

-5
 

     

GLO     

pH 7, 10 min, 90 °C 1,1810
5
 47,7610

4
 0,25 7,0210

-5
 

pH 7, 20 min, 90 °C  1,2610
5
 52,3310

4
 0,24 8,7310

-5
 

pH 9,3, 10 min, 90 °C 6,3310
4
 18,7310

4
 0,34 17,8310

-5
 

pH 9,3, 20 min, 90 °C 7,4510
4
 23,8910

4
 0,31 14,8410

-5
 

     

GLU     

pH 7, 10 min, 90 °C 3,4610
5
 23,9410

5
 0,14 2,1210

-5
 

pH 7, 20 min, 90 °C  3,8910
5
 28,5310

5
 0,13 2,1010

-5
 

pH 9,3, 10 min, 90 °C 5,4710
4
 15,0410

4
 0,36 15,9510

-5
 

pH 9,3 20 min, 90 °C 5,4710
4
 15,0410

4
 0,36 12,5010

-5
 

* površina – A; zapremina – V; odnos površina/zapremina - A/V; 

** odnos površinska hidrofobnost/površina nanočestica – PH/A 

S obzirom da se, generalno, moglo zaključiti da se sa povećanjem vrednosti pH na kojoj je 

vođen tretman povećao i kapacitet nanočestica za vezivanje linolne kiseline, dobijeni rezultati su 

analizirani i sa aspekta važnih parametara pripremljenih nanočestica (tabela 23). Analiza rezultata je 

pokazala da se ovaj fenomen može objasniti činjenicom da se na višoj pH vrednosti stvaraju 

nanočestice manje veličine, za koje je karakterističan veći odnos površine i zapremine; to znači da je 

odnos površinske hidrofobnosti i površine za nanočestice manje veličine/zapremine veći nego za 

nanočestice većih dimenzija (Sponton et al., 2017), što se može videti i iz brojnih vrednosti za V i 

PH/A. Rezultati za parametre veličine nanočestica, kao i odnosa njihove hidrofobnosti i površine su 

bili konzistentni sa onima za vezivanje LA; pokazalo se, naime, da su nanočestic pripremljene 

termičkim tretmanom albuminske frakcije na pH 9,3, koje su imale najveći PH/A, imale i najveći 

kapacitet vezivanja linolne kiseline. 



Doktorska disertacija Milica Perović 

85 

 

4.5.6. Kapacitet proteinskih nanočestica za vezivanja askorbinske kiseline 

Proteinske nanočestice mogu se koristiti kao sistemi koji će omogućiti efikasnu isporuku 

bioaktivnih jedinjenja i postići povećanje njihove biodostupnosti. Askorbinska kiselina, kao primer 

hidrofilnog bioaktivnog jedinjenja, široko je poznata po svojim izrazitim antioksidativnim 

svojstvima. U ekperimentima su korišćene nanočestice koje su imale najveće (pH 7, 10 min, 90 °C) i 

najmanje (pH 9,3 10 min, 90 °C) dimenzije, kao i odgovarajuće frakcije proteina leblebije u 

nativnom stanju. Rezultati konstanti vezivanja frakcija proteina leblebije i od njih pripremljenih 

nanočestica za askorbinsku kiselinu prikazani su u tabeli 24. 

Tabela 24. Konstante vezivanja nanočestica dobijenih termičkim tretmanom frakcija proteina 

leblebije za askorbinsku kiselinu 

Konstanta vezivanja (l/mol) 

 ALB GLO GLU 

pH 7 6,14×10
1 

9,57×10
1 

5,08×10
1 

pH 7, 10 min, 90 °C 4,00×10
1 

7,24×10
1 

4,35×10
1 

pH 9,3 1,62×10
2
 5,82×10

1 
1,15×10

1 

pH 9,3, 20 min, 90 °C 1,03×10
2
 1,26×10

2
 3,76×10

1 

Uslovi termičkog tretmana: 90 ℃ tokom 10 i  20 min na pH 7 i 9,3.  

Iz poređenja konstanti vezivanja frakcija proteina leblebije i odgovarajućih nanočestica 

pripremljenih termičkim tretmanom može se zaključiti da je primenjeni protokol, generalno, izazvao 

smanjenje ovog parametra vezivanja askorbinske kiseline. Objašnjenje se može pronaći u činjenici 

da je termički tretman produkovao proteinske nanočestice sa većom hidrofobnošću po jedinici 

površine u odnosu na nativne frakcije, što je moglo negativno da se odrazi na vezivanje hidrofilnog 

jedinjenja kakvo je askorbinska kiselina. U tom smislu su, može se sa sigurnošću pretpostaviti, 

konformacione promene u strukturi proteina, koje su odgovorne za povećanje hidrofobnosti 

površine, uzrokovale smanjeno vezivanje askorbinske kiseline. Istovremeno, manje vrednosti 

hidrofobnosti površine izmerene za GLO nanočestice verovatno su bile odgovorne za veću konstantu 

vezivanja askorbinske (a takođe i manji kapacitet vezivanja linolne kiseline), u odnosu na 

nanočestice pripremljene iz druge dve frakcije proteina leblebije. 

Treba, takođe, primetiti da su nanočestice pripremljene iz sve tri frakcije proteina leblebije 

imale niže konstante vezivanja askorbinske kiseline na višoj pH vrednosti termičkog tretmana, što je 

u skladu sa diskusijom ne samo o uticaju hidrofobnosti, već i veličine nanočestica, odnosno odnosa 

PH/A (slika 33 i tabela 23).  

4.5.7. In vitro antioksidativna aktivnost proteinskih nanočestica 

Antioksidativna svojstva različitih nanostruktura trenutno se intenzivno proučavaju u cilju 

otkrivanja njihovih pozitivnih efekata na ljudsko zdravlje (Samrot et al., 2022). Rezultati in vitro 

antioksidativne aktivnosti nanočestica pripremljenih od frakcija albumina, globulina i glutelina 

leblebije, uporedo sa aktivnošću nativnih rastvora prikazani su na slici 35. 
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Slika 35. In vitro antioksidativna aktivnost proteinskih nanočestica pripremljenih iz  ALB, GLO i 

GLU frakcija leblebije određena ABTS testom. Rezultati su prikazani kao aritmetička sredina ± 

standardna devijacija (n = 3). Različita slova predstavljaju statistički značajne razlike određene 

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

 

Dobijeni rezultati su pokazali da je termički tretman značajno doprineo povećanju 

antioksidativnog potencijala svih pripremljenih nanočestica, ocenjenog njihovom sposobnošću da 

uklone ABTS
+

 radikale. Nanočestice su pokazale povećanje antioksidativne aktivnosti od 14% do 

67% pri pH 7, i od 26% do 75% pri pH 9,3 u poređenju sa odgovarajućim proteinskim frakcijama 

koje nisu bile podvrgnute termičkom tretmanu. Nakon termičkog tretmana, antioksidativna aktivnost 

je blago porasla kod albuminskih i glutelinskih nanočestica, dok je povećanje bilo uočljivije i 

intenzivnije kod globulinskih nanočestica. Dobijeni rezultati povećane antioksidativne aktivnosti 

nanočestica mogu biti objašnjeni povećanjem površinske hidrofobnosti nakon termičkog tretmana 

koje može biti odgovorno za ostvarivanje hidrofobnih interakcija, čime se, prema literaturnim 

podacima, olakšava njihova interakcija sa slobodnim radikalima i omogućava uklanjanje ovih 

reaktivnih vrsta (Yuan et al., 2018; Zou et al., 2016). 

Ipak, generalno gledano, albuminska frakcija proteina leblebije dala je nanočestice sa 

najvećom antioksidativnom aktivnošću; ova frakcija je i u nativnom stanju pokazala najveću 

sposobnost uklanjanja ABTS
+

 radikala (slika 23) što se može objasniti najvećom rastvorljivošću ove 

frakcije, kao važnog svojstva u pogledu omogućavanja kontakta i interakcije između antioksidanta i 

reaktivnih radikalskih vrsta (Zou et al., 2016). 



   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

5. Zaključci 
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Iz istraživanja sprovedenih u okviru ove doktorske disertacije proistekli su sledeći zaključci: 

 

❖ Enzimi za razgradnju ćelijskog zida biljaka, koji su pojedinačno ili u različitim 

kombinacijama testirani u tretmanu obezmašćenog semena leblebije pre alkalne ekstrakcije, 

omogućili su značajno povećanje koncentracije proteina leblebije u ekstraktu,  u odnosu na 

alkalnu i kontrolnu ekstrakciju. Među njima, najveće vrednosti merenog pokazatelja 

efikasnosti pretretmana ostvarene su u ARA, (X+C) i X ekstrakcijama, sa značajnom 

razlikom u odnosu na ALK i K ekstrakcije.  

❖ Alkalnim postupkom ekstrahovano je približno dve trećine ukupnih proteina iz obezmašćene 

leblebije, odnosno njegova efikasnost je iznosila 68%. Kada je primenjen enzimski 

pretretman, bez obzira da li je korišćena pojedinačna arabinofuranozidaza ili kombinacija 

celulaza i ksilanaze, došlo je do skoro potpune ekstrakcije proteina iz obezmašćene leblebije, 

što je rezultiralo efikasnošću ekstrakcije iznad 90% u oba slučaja. Enzimski pretretman 

omogućio je veoma značajno poboljšanje prinosa proteina i efikasnosti ekstrakcije za više od 

25% u poređenju sa samom alkalnom ekstrakcijom. 

❖ Na osnovu FTIR analize zaključeno je da su postojale značajne razlike među ALK-, ARA- i 

(X+C)-proteinskim izolatima koje su se najviše odnosile na sadržaj α-heliksa i β-ravni/β-

zavoja; naime udeo α-heliksa u sekundarnoj strukturi proteina bio je veći u ARA- i (X+C)-

izolatima i, suprotno, udeo β-ravni bio je veći u sekundarnoj strukturi ALK izolata. Ove 

razlike mogu ukazivati na različit sastav izolata u smislu odnosa između albumina, globulina 

i glutelina u njima, kao rezultata različitih protokola ekstrakcije. FTIR analiza frakcija 

proteina pokazala je da je u albuminskoj i globulinskoj frakciji proteina leblebije bio 

dominantan udeo β-ravni dok je glutelinska frakcija sadržala veći procenat nasumičnih 

kalemova i α-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 i pretpostavkom da je u izolatima dobijenim u enzimima 

potpomognutim ekstrakcijama bio povećan udeo glutelinske frakcije. 

❖ SDS PAGE je pokazala sličan proteinski profil ALK-, ARA- i (X+C)-izolata sa trakama 

karakterističnim za proteine leblebije, s tom razlikom da je u izolatima dobijenim u 

ekstrakcijama potpomognutim enzimima proteinska traka na ~55 kDa bila izraženija u 

poređenju sa izolatom iz alkalne ekstrakcije. Ova proteinska traka se može pripisati jednoj od 

podjedinica glutelina, čije izraženije je prisustvo bilo omogućeno poboljšanim oslobađanjem 

ove frakcije iz kotiledona i omotača semena leblebije primenom enzima. Pretpostavka o 

većem prisustvu glutelinske frakcije u izolatima dobijenim ekstrakcijama potpomognutim 

enzimima potvrđena je rezultatima analize elektroforetskih profila frakcija proteina leblebije; 

oni su pokazali da je za ALB frakciju bilo karakteristično postojanje traka manjih 

molekulskih masa od ~7 i ~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 tipičnu podjedinicu ove frakcije.  

❖ Rezultati aminokiselinskog sastava su pokazali da su u svim proteinskim izolatima leblebije 

dominantno bile prisutne glutaminska i asparaginska kiselina, dok su sledeće po 
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zastupljenosti bile arginin i leucin. Enzimski tretman doveo je do veoma značajnog povećanja 

sadržaja tirozina i smanjenja sadržaja glutaminske kiseline i 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 

najveći sadržaj glutaminske i asparaginske kiseline. Takođe, značajno veći sadržaj tirozina u 

izolatima iz enzimima potpomognutih ekstrakcija je bio u dobroj saglasnosti sa značajno 

većim sadržajem ove aminokiseline u glutelinskoj frakciji proteina leblebije u odnosu na 

druge dve frakcije proteina. 

❖ Primena individualne arabinofuranozidaze i kombinacije celulaza i ksilanaze u tretmanima 

koje su prethodili alkalnoj ekstrakciji povećala je rastvorljivost proteinskih izolata u 

poređenju sa izolatom iz alkalne ekstrakcije. Veće vrednosti WHC-a i OHC-a, bolje 

emulgujuće karakteristike i svojstava penjenja su takođe 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 zadržavanja vode i ulja, emulgujućih osobina 

i svojstava penjenja kod glutelinske frakcije (u odnosu na druge dve frakcije) sa rezultatima 

za ova svojstva proteinskih izolata. Ovo je predstavljalo još jedan pokazatelj da su proteinski 

izolati dobijeni alkalnom ekstrakcijom nakon enzimskog pretretmana ispoljili superiornije 

funkcionalne osobine zbog povećanog udela glutelina u njima. 

❖ Pored poboljšanja funkcionalnih osobina, enzimski pretretman je veoma značajno povećao 

antioksidativni potencijal alkalnog proteinskog izolata meren njegovom sposobnošću da 

ukloni ABTS
·+

 radikale. Pretretman arabinofuranozidazom, i kombinacijom celulaza i 

ksilanaze poboljšao je in vitro antioksidativnu aktivnost alkalnog izolata za 70%, odnosno 

više od 100%, redom. S druge strane, analiza in vitro antioksidativne aktivnosti frakcija 

proteina leblebije pokazala je da je albuminska frakcija ispoljila najveću a globulinska 

najmanju sposobnost uklanjanja  ABTS
·+

 radikala. Dobijeni rezultati mogu biti objašnjeni 

činjenicom da neke osobine proteinskog izolata mogu predstavljati složenu a ne jednostavnu 

zbirnu funkciju pojedinačnih svojstava proteinskih frakcija, pa tako i svojstva proteinskih 

izolata mogu biti bolja od zbira doprinosa pojedinačnih 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 najveći sadržaj β-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 najveće hidrofobnosti imale proteinske trake na ~70 

kDa, kao podjedinice globulina leblebije, i trake nižih molekulskih masa, kao proteina 

albuminske frakcije, koje nisu bile uočene u drugim frakcijama. Hidrofobnije frakcije su 

takođe ispoljile veću in vitro antioksidativnu aktivnost u odnosu na ostale, što je u saglasnosti 

sa pretpostavkom da jače hidrofobne interakcija poboljšavaju kontakt sa slobodnim 

radikalima i olakšavaju njihovo uklanjanje. 

❖ Najmanje nanočestice pripremljene su od proteinskog izolata dobijenog iz alkalne ekstrakcije 

potpomognute kombinacijom celulaza i ksilanaze, pri većoj ispitivanoj vrednosti pH. Ove 

nanočestice pokazale su i bolju stabilnost tokom skladištenja i veću antioksidativnu aktivnost 
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u odnosu na nanočestice pripremljene od alkalnog izolata. Proteinski izolat ekstrahovan uz 

pomoć arabinofuranozidaze omogućio je pripremu nanočestica sa najvećim kapacitetom 

vezivanja linolne kiseline na obe ispitivane pH. Rezultati karakteristika nanostruktura 

dobijenih iz frakcija proteina leblebije su pokazali da nanočestice dobijene od glutelinske 

frakcije poseduju najmanju veličinu nanočestica, veliku stabilnost tokom skladištenja kao i 

visoku in vitro antioksidativnu aktivnost. Primećeno je dobro slaganje superiornijih rezultata 

nanočestica pripremljenih iz glutelinske frakcije sa rezultatima za ova svojstva nanočestica 

pripremljenih od proteinskih izolata iz enzimima potpomognutih ekstrakcija, što je u skladu 

sa pretpostavkom da je u njima prisutan veći udeo glutelina. Dodatno, nanočestice 

pripremljene od albuminske frakcije pokazale su generalno veći kapacitet vezivanja linolne 

kiseline, kao složene funkcije veličine i površinske hidrofobnosti, u odnosu na nanočestice iz 

druge dve frakcije, uz takođe izraženu in vitro antioksidativnu aktivnost. 
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Slika S1. Raspodela veličina čestica (PSD) proteinskih nanostruktura pripremljenih iz a) ALK-, b) 

ARA- i c) (X+C)-izolata; termički tretman: 90 ℃ tokom 10 i 20 min na pH 7 i 9,3. 
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Slika S2. Proteinski profili standarda (staza M) i albuminske (staza 1), globulinske (staza 2) i 

glutelinske (staza 3) frakcije proteina leblebije (u 1 mol/l amonijum-sulfatu) dobijeni SDS-

poliakrilamidnom gel elektroforezom 
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Slika S3. Raspodela veličina čestica (PSD) proteinskih nanostruktura pripremljenih iz a) ALB, b) 

GLO i c) GLU frakcija proteina leblebije; termički tretman: 90 ℃ tokom 10 i 20 min na pH 7 i 9,3. 
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Ovaj Obrazac čini sastavni deo doktorske disertacije, odnosno doktorskog umetničkog projekta koji 

se brani na Univerzitetu u Novom Sadu. Popunjen Obrazac ukoričiti iza teksta doktorske disertacije, 

odnosno doktorskog umetničkog projekta. 

Plan tretmana podataka 

Naziv projekta/istraživanja 

Proteini leblebije (Cicer arietinum L.) – enzimska ekstrakcija, karakterizacija i modifikacija u 

nanostrukture pogodne za unapređenu primenu 

Naziv institucije/institucija u okviru kojih se sprovodi istraživanje 

Univerzitet u Novom Sadu, Tehnološki fakultet Novi Sad 

Naziv programa u okviru kog se realizuje istraživanje 

Istraživanja obuhvaćena ovom doktorskom disertacijom finansirana su od strane Ministarstva 

prosvete, nauke i tehnološkog razvoja Republike Srbije, u okviru nacionalnog programa 451-03-

68/2022-14/200134 

1. Оpis podataka 

 

1.1 Vrsta studije 

 

Ukratko opisati tip studije u okviru koje se podaci prikupljaju 

Doktorska disertacija 

 

1.2 Vrste podataka 

а) kvantitativni  

б) kvalitativni 

 

1.3. Način prikupljanja podataka 

a) ankete, upitnici, testovi 

b) kliničke procene, medicinski zapisi, elektronski zdravstveni zapisi 

v) genotipovi: navesti vrstu ________________________________ 

g) administrativni podaci: navesti vrstu _______________________ 

d) uzorci tkiva: navesti vrstu _____________________________ 

đ) snimci, fotografije: navesti vrstu   fotografije ispitivanih uzoraka  

e) tekst, navesti vrstu    naučna literatura  

ž) mapa, navesti vrstu ______________________________________ 

z) ostalo: opisati      primena instrumentalnih analiza 

 

1.3 Format podataka, upotrebljene skale, količina 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    statistički 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 sledeća pitanja: 

 

a) vremenski razmak između ponovljenih merenja je između nekoliko minuta i nekoliko dana 

b) varijable koje se više puta mere odnose se na sve eksperimentalne analize  

v) nove verzije fajlova koji sadrže ponovljena merenja su imenovane kao ____________ 

 

Napomene:  ______________________________________________________________ 

 

Da li formati i softver omogućavaju deljenje i dugoročnu validnost podataka? 

a) Da 

b) Ne 

 

Ako je odgovor ne, obrazložiti ______________________________________________ 

 

2. Prikupljanje podataka 

2.1 Metodologija za prikupljanje/generisanje podataka 

 

2.1.1. U okviru kog istraživačkog nacrta su podaci prikupljeni?  

a) eksperiment, navesti tip     hemijska analiza 

b) korelaciono istraživanje, navesti tip  

c) analiza teksta, navesti tip  tumačenje dobijenih rezultata, izvođenje zaključaka i poređenje sa 

literaturnim podacima 

d) ostalo, navesti šta ______________________________________________________ 

 

2.1.2 Navesti vrste mernih instrumenata ili standarde podataka specifičnih za određenu naučnu 

disciplinu (ako postoje). 

 

  Liofilizator Martin Crist Alpha LSC 2-4 

 HPLC sistem Agilent 1290 Infinity I  

 Spektrofotometar Bruker ALPHA 

 Аminoanalizator Biochrom 30+  

 omniPAGE Vertical Electrophoresis System  

 Homogenizator Ultra-Turrax T-25 

 Zetasizer Nano ZS90  

 Obrada podataka statistički softver Statistica 10.0.  

 

2.2 Kvalitet podataka i standardi  

 

2.2.1. Tretman nedostajućih podataka 

a) Da li matrica sadrži nedostajuće podatke? Da Ne 

 

Ako je odgovor da, odgovoriti na sledeća pitanja: 
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a) Koliki je broj nedostajućih podataka? __________________________ 

b) Da li se korisniku matrice preporučuje zamena nedostajućih podataka? Da    Ne 

v) Ako je odgovor da, navesti sugestije za tretman zamene nedostajućih podataka 

_______________________________________________________________________________ 

 

2.2.2. Na koji način je kontrolisan kvalitet podataka? Opisati 

 

Kvalitet podataka je kontrolisan izvođenjem višestrukih merenja i primenom statističkih alata za 

evaluaciju njihovog kvaliteta. 

 

2.2.3. Na koji način je izvršena kontrola unosa podataka u matricu? 

 

Kontrola unosa podataka je izvršena upoređivanjem dobijenih podataka sa literaturnim podacima. 

 

3. Tretman podataka i prateća dokumentacija 

 

3.1.Tretman i čuvanje podataka 

3.1.1. Podaci će biti deponovani u Nacionalnom repozitorijumu disertacija u Srbiji i u 

repozitorijumu Informacionog sistema naučne 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 će podaci biti u otvorenom pristupu? 

a) Da 

b) Da, ali posle embarga koji će trajati do ___________________________________ 

v) Ne 

Ako je odgovor ne, navesti razlog ________________________________________ 

 

3.1.5. Podaci neće biti deponovani u repozitorijum, ali će biti čuvani.  

Obrazloženje 

______________________________________________________________________________ 

 

3.2 Metapodaci i dokumentacija podataka 

 

3.2.1. Koji standard za metapodatke će 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, analitičke i 

proceduralne informacije, njihovo kodiranje, detaljne opise varijabli, zapisa itd. 

______________________________________________________________________________ 

 

3.3 Strategija i standardi za čuvanje podataka 

 

3.3.1. Do kog perioda će podaci  biti čuvani u repozitorijumu? _______________________ 

3.3.2. Da li će podaci biti deponovani pod šifrom? Da   Ne 

3.3.3. Da li će šifra biti dostupna određenom krugu istraživača? Da   Ne 
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3.3.4. Da li se podaci moraju ukloniti iz otvorenog pristupa posle izvesnog vremena?  

          Da   Ne 

Obrazložiti 

______________________________________________________________________________ 

4. Bezbednost podataka i zaštita poverljivih informacija 

 

Ovaj odeljak MORA biti popunjen ako vaši podaci  uključuju lične podatke koji se odnose na 

učesnike u istraživanju. Za druga istraživanja treba takođe razmotriti zaštitu i sigurnost podataka.  

4.1 Formalni standardi za sigurnost informacija/podataka 

Istraživači koji sprovode ispitivanja s ljudima moraju da se pridržavaju Zakona o zaštiti podataka 

o ličnosti 

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

i odgovarajućeg institucionalnog kodeksa o akademskom integritetu. 

 

4.1.2. Da li je istraživanje odobreno od strane etičke komisije? Da Ne 

Ako je odgovor Da, navesti datum i naziv etičke komisije koja je odobrila istraživanje 

 

 

4.1.2. Da li podaci uključuju lične podatke učesnika u istraživanju? Da Ne 

Ako je odgovor da, navedite na koji način ste osigurali poverljivost i sigurnost informacija 

vezanih za ispitanike: 

 

a) Podaci nisu u otvorenom pristupu 

b) Podaci su anonimizirani 

c) Ostalo, navesti šta 

______________________________________________________________________________ 

 

5. Dostupnost podataka 

5.1. Podaci će biti  

a) javno dostupni 

b) dostupni samo uskom krugu istraživača u određenoj naučnoj oblasti   

c) zatvoreni 

Ako su podaci dostupni samo uskom krugu istraživača, navesti pod kojim uslovima mogu da ih 

koriste: 

______________________________________________________________________________ 

Ako su podaci dostupni samo uskom krugu istraživača, navesti na koji način mogu pristupiti 

podacima:______________________________________________________________________ 

 

5.4. Navesti licencu pod kojom će prikupljeni podaci biti arhivirani. 

Autorstvo – nekomercijalno – bez prerade 

 

6. Uloge i odgovornost 
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6.1. Navesti ime i prezime i mejl adresu vlasnika (autora) podataka 

Milica Perović, perovicmilica@uns.ac.rs 

 

6.2. Navesti ime i prezime i mejl adresu osobe koja održava matricu s podacima 

Milica Perović, perovicmilica@uns.ac.rs 

 

6.3. Navesti ime i prezime i mejl adresu osobe koja omogućuje pristup podacima drugim 

istraživačima 

Milica Perović, perovicmilica@uns.ac.rs 

 

 

 

 

 

 

 

 

 


