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integralnih i interdisciplinarnih istraživanja (III 46010): „Razvoj novih inkapsulacionih i 
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Ministarstvo prosvete, nauke i tehnološkog razvoja Republike Srbije u periodu od 2011. do 

2017. godine. Veliki deo istraživanja ostvaren je i kroz Eureka projekat E!6750 između 

Republike Srbije i Republike Slovenije pod nazivom „Razvoj enzimskih procesa za 

proizvodnju hidrolizata proteina iz belanceta“ u periodu od 2011. do 2014. godine. 

 

Eksperimentalni deo rada ove doktorske disertacije izveden je u laboratorijama na Katedri 

za Biohemijsko inženjerstvo i biotehnologiju, Katedri za Hemijsko inženjerstvo i Katedri za 
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Optimizacija enzimskih postupaka za dobijanje hidrolizata proteina belanceta kao 

komponenata funkcionalne hrane primenom tehnologije ultrazvuka visokog 

intenziteta 

Rezime 

Predmet naučnog istraţivanja doktorske disertacije je razvoj novih netermičkih i 

enzimskih procesa za proizvodnju proteina belanceta i njihovih hidrolizata sa unapreĎenim 

tehnološko-funkcionalnim svojstvima kao visokokvalitetnih proteinskih dodataka hrani i 

napicima. 

Iako proteini belanceta spadaju u veoma kvalitetne proteine, zbog svog jedinstvenog 

aminokiselinskog sastava i velike biološke vrednosti, njihova šira komercijalna primena 

kao proteinskih dodataka ishrani je ograničena zbog alergenosti, nedovoljne digestivnosti, 

termolabilnosti, velike viskoznosti i drugih. Primenom tehnologije ultrazvuka visokog 

intenziteta kao i kontrolisanom i parcijalnom hidrolizom proteina belanceta mogu se 

unaprediti njihova fizičko-hemijska svojstva, smanjiti alergenost i osloboditi bioaktivni 

peptidi koji im dodeljuju dodatna svojstva funkcionalne hrane.  

Razvoj efikasnog enzimskog postupka za dobijanje hidrolizata odgovarajućih senzornih 

i funkcionalnih svojstava je sloţen zadatak i zahteva izbor i optimizaciju pretretmana 

supstrata, adekvatni izbor jedne ili više proteaza, kao i optimizaciju enzimskog postupka. 

Najveća prepreka za komercijalnu primenu hidrolizata proteina belanceta je, za sada, 

neadekvatan procesni pretretman pri obradi i sterilizaciji belanceta, koji dovodi do značajne 

promene boje, ukusa, funkcionalnosti i nutritivnih svojstava proizvoda. To je razlog zbog 

čega je primena tehnologije ultrazvuka visokog intenziteta postala fokus interesovanja 

poslednjih godina. Uticaju sonikacije na enzimsku hidrolizu proteina belanceta nije 

posvećeno dovoljno paţnje u literaturi, ali se primena ultrazvučnih talasa smatra brzom, 

efikasnom i pouzdanom tehnikom koja moţe dovesti do poboljšanja tehnološko-

funkcionalnih svojstava proizvoda. 

U skladu sa prethodno zabeleţenim, osnovni cilj ove disertacije je da se doprinese 

razvoju enzimskog procesa hidrolize proteina belanceta i optimizaciji ultrazvučnog 

pretretmana kao adekvatnoj zameni za tradicionalni termički pretretman procesiranja 

proteina hrane u prehrambenoj industriji. 
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U prvom delu rada ispitan je uticaj osnovnih parametara ultrazvučnog pretretmana kao 

što su frekvenca ultrazvučnih talasa, snaga ultrazvuka, tip ureĎaja (ultrazvučno kupatilo, 

ultrazvučna sonda), temperatura i duţina trajanja pretretmana na stepen denaturacije 

proteina belanceta. Ispitana je mogućnost unapreĎenja tehnološko-funkcionalnih svojstava 

proteina belanceta poput rastvorljivosti, kapaciteta pene, stabilnosti pene, indeksa aktivnosti 

emulzije i indeksa stabilnosti emulzije usled primene odgovarajućeg ultrazvučnog 

pretretmana. Posebna paţnja posvećena je ispitivanju uticaja ultrazvuka pod različitim 

uslovima na strukturu molekula u cilju pronalaţenja odgovarajuće korelacije izmeĎu 

intenziteta, reţima i duţine primenjenog pretretmana, strukture molekula proteina i njihovih 

tehnološko-funkcionalnih svojstava.  

UtvrĎen je porast kapaciteta pene (KP), stabilnosti pene (SP), indeksa aktivnosti 

emulzije (IAE) i indeksa stabilnosti emulzije (ISE) nativnih proteina belanceta pretretiranih 

ultrazvučnom sondom frekvence 20 kHz (UZS-20kHz), kao i ultrazvukom u kupatilima 

frekvence 40 kHz i 35 kHz (UZK-40kHz i UZK-35kHz). Vreme pretretmana od 15 min 

dalo je najbolje rezultate emulgujućih svojstava i svojstava penjenja za sva tri ultrazvučna 

pretretmana. Pretretman proteina belanceta sondom UZS-20kHz prouzrokovao je 

pomeranje raspodele veličine čestica ka manjim prečnicima i uticao je na smanjenje 

polidisperznog indeksa, dok pretretman UZK-40kHz nije u tolikoj meri uticao na smanjenje 

čestica agregiranih molekula proteina belanceta. Dobijena je negativna linearna korelacija 

izmeĎu veličine čestica i rastvorljivosti proteina belanceta nakon primene UZS-20kHz, a 

meĎusobna zavisnost izmeĎu IAE i ISE i veličine čestica je, takoĎe, potvrĎena i 

ustanovljeno je da sa smanjenjem čestica dolazi do poboljšanja emulgujućih svojstava 

primenom pretretmana UZS-20kHz. Ramanovom spektroskopijom pokazano je da je su 

pretretman sondom UZS-20kHz i ultrazvučni tretman u kupatilu UZK-40kHz uticali na 

promenu sekundarne strukture proteina belanceta i ustanovljeno je da je pretretman UZS-

20kHz imao veći uticaj na strukturna svojstva. 

Druga celina bila je posvećena optimizaciji procesnih parametara i načinima izvoĎenja 

enzimske hidrolize ultrazvučno pretretiranih proteina belanceta. Izborom jedne ili više 

proteaza kao biokatalizatora procesa i podešavanjem procesnih parametara enzimske 

hidrolize ultrazvučno pretretiranih proteina belanceta u šarţnom reaktorskom sistemu, 

usvojen je najefikasniji enzimski postupak za dobijanje hidrolizata sa poboljšanim 
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funkcionalnim svojstvima. TakoĎe, odreĎen je i kinetički model hidrolize proteina 

belanceta u šarţnom reaktoru, koji valjano opisuje tok reakcije i na osnovu koga je moguće 

predvideti stepene hidrolize i sastave hidrolizata u duţem vremenskom periodu.  

Brzine enzimske reakcije su bile veće nakon sva tri ultrazvučna pretretmana u 

poreĎenju sa hidrolizom intaktnih proteina belanceta, a kao najefikasniji pokazao se 

pretretman ultrazvučnom sondom UZS-20kHz. Vreme pretretmana od 15 min usvojeno je 

kao optimalno. Ovi rezultati su potpuno u skladu sa utvrĎenim promenama u strukturi 

proteina belanceta usled dejstva ultrazvuka frekvence 15 kHz u toku 15 min. Primenom 

jednostepenog enzimskog postupka, alkalaza se pokazala kao najefikasnija, dok je u 

dvostepenom enzimskom postupku kombinacija enzima alkalaze i neutraze dala najveće 

prinose peptida i stepene hidrolize. Usvojen je empirijski kinetički model, koji uzima u 

obzir inhibiciju supstratom u višku i dezaktivaciju enzima u skladu sa kinetikom drugog 

reda, kao pogodan za opisivanje procesa enzimske hidrolize ultrazvučno pretretiranih 

proteina belanceta u šarţnom reaktorskom sistemu. Najveća konstanta brzine reakcije 

dobijena je nakon pretretmana ultrazvučnom sondom UZS-20kHz, dok je najmanje 

povećanje brzine reakcije ostvareno nakon pretretmana UZK-35kHz. Pretretman UZS-

20kHz uticao je na poboljšanje tehnološko-funkcionalnih svojstava (rastvorljivosti, 

kapaciteta i stabilnosti pene, emulgujućih svojstava) hidrolizata dobijenih hidrolizom 

pomoću alkalaze i papaina, što je prouzrokovano promenama strukture molekula. Nakon 

hidrolize alkalazom, ostvarena je veća površinska hidrofobnost u vremenskim intervalima 

od 2-15 min, dok kod hidrolizata papaina nije primećen statistički značajan (p>0,05) porast 

površinske hidrofobnosti sa vremenom ultrazvučnog pretretmana. 

Poslednji deo ove doktorske disertacije posvećen je dobijanju hidrolizata proteina u 

formi praha. Optimizovan je proces sušenja različitim postupcima (liofilizacija i sprej 

sušenje) i dobijeni prahovi su okarakterisani sa aspekta organoleptičkih, tehnološko-

funkcionalnih i fizičko-hemijskih svojstava. Posebna paţnja bila je usmerena na očuvanje 

tehnološko-funkcionalnih svojstava dobijenih hidrolizata u toku sušenja, jer je upravo čitav 

proces, koji je prethodio sušenju, optimizovan sa ciljem dobijanja hidrolizata sa 

poboljšanom funkcionalnošću. 

Rezultati dobijeni u toku rada na ovoj doktorskoj disertaciji dali su naučni doprinos 

objašnjenju mehanizma delovanja ultrazvučnih talasa na strukturu proteina belanceta i 
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uspostavljena je korelacija izmeĎu promena u strukturi molekula, koje su manifestovane 

promenom sadrţaja reaktivnih i ukupnih sulfhidrilnih grupa, stepena hidrofobnosti i 

naelektrisanja površine, veličine čestica (mera agregacije meĎu molekulima) sa tehnološko-

funkcionalnim svojstvima. Sinergistički efekat ultrazvučnog pretretmana i naknadne 

enzimske hidrolize detaljno je objašnjen i utvrĎen je njihov uticaj na tehnološko-

funkcionalna svojstva proteina belanceta, što predstavlja značajan doprinos u razumevanju 

mehanizma delovanja ultrazvučnih talasa na proteine belanceta. Na osnovu ovih činjenica, 

moţe se zaključiti da su funkcionalnost hidrolizata i njihova struktura veoma povezani i da 

su unapreĎena funkcionalna svojstva direktna posledica promene strukture proteina 

belanceta izazvane ultrazvučnim talasima visoke frekvence, čiji je uticaj delimično zadrţan 

i nakon enzimske hidrolize. MeĎutim, kako dolazi do raskidanja peptidnih veza u molekulu 

pod dejstvom enzima u toku hidrolize, naravno da se moţe pričati samo o kombinovanom 

uticaju ultrazvuka i enzima. Dobijen je potpuno okarakterisan hidrolizat proteina belanceta 

u tečnoj formi i osušen u vidu praha. Ostvareni rezultati mogu posluţiti kao osnova za 

uvoĎenje novih tehnoloških postupaka za obradu prirodnih proteina sa svrhom poboljšanja 

njihovih funkcionalnih, nutritivnih i organoleptičkih svojstava u cilju razvoja novih 

prehrambenih proizvoda. 

 

Kljuĉne reĉi: proteini belanceta, ultrazvučni pretretman, enzimska hidroliza, strukturna 

karakterizacija, tehnološko-funkcionalna svojstva. 

Nauĉna oblast: Tehnološko inţenjerstvo 

Uţa nauĉna oblast: Biohemijsko inţenjerstvo i biotehnologija 
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Optimization of enzymatic processes in order to obtain egg white protein hydrolysates 

as a functional food component 

applying the high-intensity ultrasound technology  

 

Summary 

 

The scope of this academic doctoral research is the development of new non-thermal 

and enzymatic processes in order to obtain high-qualitiy egg white protein and their 

hydrolysates with improved technological-functional properties as high-quality protein 

additives for food and beverages.  

Despite egg white proteins are part of really quality proteins, because of unique amino 

acid composition and high biological values, their wide commercial use as protein 

ingredients in foods is limited. Main causes are allergenicity, insufficient digestion, 

thermolability, high viscosity and many others. High-intensity ultrasound technology as 

well as controlled and partial enzymatic hydrolysis of egg white proteins have shown a 

great potential to improve their functional properties and to reduce protein allergenicity 

while releasing bioactive peptides and assigning them additional functional properties. 

The development of effective enzymatic processes for the preparation of egg white 

protein hydrolysates with appropriate sensory and functional properties is a rather difficult 

task which requires the choice and optimisation of substrat pretreatment, adequate selection 

of one or more proteases, as well as enzymatic process optimization.  

  At present, expanded egg white hydrolysates utilization is impeded by inadequate 

functional properties caused by processing treatments during commercial production that 

alter egg white protein physico-chemical properties and nutritional quality, among then the 

thermal treatment is one of the most damaging to the proteins. This places the high-

intensity ultrasound technologies at the top of research interest during last years. There has 

not still been given relevant importance in literature on the study of the influence of 

sonication on egg white protein hydrolysates. However, the use of ultrasound waves could 

be considered quick, efficient and reliable technology which will be able to improve the 

technological-functional properties of natural proteins. 

In accordance with before mentioned features, the fundamental scope of this doctoral 

research is to contribute to design of an efficient enzymatic hydrolytic process and to 
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optimization of ultrasound pretreatment as an adeguate replacement of the traditional 

thermal pretreatment of proteins in food industry. 

In the first part of the research, the effects of fundamental ultrasound pretreatment 

parameters on degree of egg white protein denaturation have been studied like ultrasound 

wave frequences, ultrasound power, type of device (ultrasonic bath, ultrasound probe), 

temperature and time of pretreatment. The possibility of improving the technological-

functional properties of egg white proteins, such as solubility, foam capacity, foam 

stability, emulsion activity index and emulsion stability index due to the application of the 

appropriate ultrasonic pretreatment, has been investigated. Moreover, the protein structure 

change, particle morphology and particle size distribution during the ultrasound pre-

treatment under different conditions have been also analysed. Special attention was given to 

study the effect of ultrasound treatment under different conditions on functional and 

structural properties of egg white proteins, and to determine if there was a correlation 

between particle and/or structural properties of the protein and its tecnhnological-functional 

properties.   

An increase in foam capacity (KP), foam stability (SP), emulsion activity index (IAE) and 

emulsion stability index (ISE) of native egg white proteins pretreated with 20 kHz 

ultrasound probe (UZS-20kHz), as well as ultrasound in baths of frequencies 40 KHz and 

35 kHz (UZK-40kHz and UZK-35kHz) were established. The pretreatment time of 15 min 

appeared to be the most effective to improve both, emulsifying properties and foaming 

properties for all three ultrasonic pretreatments. The pretreatment of egg white proteins 

with a UZS-20kHz probe caused the movement of the particle size distribution to smaller 

diameters and influenced the decrease in the polydispersion index, while the UZK-40kHz 

pretreatment did not, in such a way, affect the reduction of particles of aggregated protein 

molecules. A negative linear correlation between the particle size and the solubility of egg 

white proteins after application of UZS-20kHz was obtained, while a two-step linear 

correlation between the foam capacity (FC)/foam stability (FS) and particle size was 

apparent. Specifically, FC and FS sharply increased with decreasing particle size for range 

from ∼370 to ∼260 nm, and below this range from 260.6 to 68.4 nm, the changes were not 

that substantial. Besides, the solubility, FC, and FS were directly and linearly related with 

the absolute value of the particle zeta potential. The overall emulsifying properties were 
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also improved with an increase of sonication time, through both the decrease of the mean 

particle diameter and the increase of zeta potential, but there was no direct correlation 

between the emulsion activity/stability index and protein particle size and/or charge. 

Analysis of egg white protein structure by Raman spectroscopy revealed that both UZS-

20kHz probe and ultrasound treatment in the UZK-40kHz bath caused the changes in the 

secondary structure, while the UZS-20kHz pretreatment had a greater influence on the 

structural properties.  

The second part of the research regards the optimization of process parameters and 

design of enzymatic hydrolysis of ultrasound pretreated egg white proteins. By choosing 

one or more proteases as biocatalysts and adjusting the process parameters of egg white 

protein hydrolysis in the batch reactor system, it was adopted the most effective enzymatic 

process for obtaining the hydrolysate with improved functional composition. Furthermore, 

the kinetic model of egg white protein hydrolysis in the batch reactor system was 

established. The kinetic model properly describes the progress of the enzymatic reaction, 

and also, gives prediction of the degree of hydrolysis and hydrolysates compositions in long 

time period.   

The rates of enzymatic reactions were greater after all three ultrasound pretreatments 

compared to the hydrolysis of intact egg white proteins, and the ultrasound UZS-20kHz 

probe pretreatment proved to be the most effective. The 15-minute pretreatment time was 

adopted as optimal. These results are fully in line with the determined changes in the 

structure of egg white proteins due to the effect of ultrasound frequency of 15 kHz for 15 

min. By using a single-step enzymatic method, alcalase proved to be the most effective, 

while in the two-step enzymatic process, the combination of alcalase and neutrase yielded 

the highest yields of the peptide and the degree of hydrolysis. An empirical kinetic model 

was adopted, taking into account the substrate inhibition in excess and the enzyme 

deactivation according to the second order kinetics, suitable for describing the process of 

enzymatic hydrolysis of ultrasonically pretreated egg white proteins in the batch reactor 

system. The highest rate of reaction was obtained after the ultrasonic probe pretreatment 

UZS-20kHz, while minor increase in the reaction rate was achieved after the pretreatment 

UZK-35kHz. The pretreatment of the UZS-20kHz influenced the improvement of the 

technological-functional properties (solubility, capacity and stability of foam, emulsifying 
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properties) of hydrolysates obtained by hydrolysis with alcalase and papain, which is 

caused by changes in the structure of the molecules. After alcalase-catalyzed hydrolysis, a 

greater surface hydrophobicity was achieved at 2-15 min time intervals, while in papain 

hydrolysis, statistically significant (p>0.05) increased surface hydrophobicity with the time 

of ultrasonic pretreatment was determined. 

The final part of the research was concentrated on getting egg white protein 

hydrolysates in powder form. The drying process was optimized with different steps such 

as lyophilization and spray drying. Obtained powders were analyzed in terms of 

organoleptic and technological-functional features, as well as physical and chemical 

composition. Especially, the focus was on preservation of functional properties of obtained 

hydrolysis during the process of drying. It should be noticed that the entire process, before 

the drying, was optimized with the purpose of getting hydrolysates with improved 

functional features. 

Results obtained from this doctoral thesis, give the research contribution in explaining 

the mechanism of high intensity ultrasound effects on egg white protein structure and the 

correlation between changes in the structure of molecules, which were manifested by the 

change in the content of reactive and total sulfhydryl groups, the degree of hydrophobicity 

and surface charge, particle size (aggregation measure among molecules) and 

technological-functional properties is established. The synergistic effect of ultrasonic 

pretreatment and subsequent enzymatic hydrolysis has been explained in detail, and their 

effect on improved technological and functional properties of egg white proteins has been 

identified, which is a significant contribution in understanding the mechanism of action of 

ultrasonic waves on protein denaturation. Based on these facts, it can be concluded that the 

functionality of the hydrolysates and their structure are highly interconnected and that the 

improved functional properties are a direct consequence of the change in the structure of 

egg white proteins caused by ultrasonic waves of high intensity, whose influence is even 

partially retained after enzymatic hydrolysis. However, as the breakup of peptide bonds in 

the molecule occurs under the action of the enzyme during hydrolysis, of course, one can 

only talk about the combined effect of ultrasound and enzymes. Completely characterized 

egg white protein hydrolysates was obtained in liquid form and dried in powder form. 

These achieved results may be of help as basis for new technological processes for the 
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processing of natural proteins with the aim to further improve their functional, nutritious 

and organoleptic properties in order to develop new food products. 

 

Key words: egg white proteins, ultrasound treatment, enzymatic hydrolysis, structural 

characterization, technological-functional properties. 
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1. UVOD  

Proteini belanceta poseduju jedinstvene funkcionalne karakteristike, kao što su odlično 

geliranje, penjenje i aminokiselinski sastav, ali je njihova šira komercijalna primena kao 

proteinskih dodataka ishrani, posebno u slučaju dijetetskih suplemenata i hrane za decu, 

ograničena zbog velike viskoznosti, alergenosti, nedovoljne digestivnosti i termolabilnosti 

[1-4]. Navedena svojstva proteina belanceta se mogu značajno poboljšati kontrolisanom 

enzimskom hidrolizom, kako u pogledu smanjenja alergenog potencijala, tako i u pogledu 

povećanja njihove rastvorljivosti, svarljivosti i funkcionalne vrednosti [5]. Stoga nije 

iznenaĎujuće što proteini belanceta predstavljaju veoma značajan suplement u pekarskim 

proizvodima, kolačima, mesnim preraĎevinama i u industriji hrane uopšte. 

U poreĎenju sa nativnim proteinima, hidrolizati su manje viskozni, lakše se umešavaju, 

imaju smanjen alergeni potencijal, veću rastvorljivost i značajno su svarljiviji. Činjenica 

koja je od izuzetnog značaja je da se parcijalnom i kontrolisanom enzimskom hidrolizom 

proteina belanceta mogu osloboditi bioaktivni di- i tripeptidi koji imaju antioksidativnu, 

antihipertenzitivnu i antimikrobnu aktivnost zbog čega se dobijeni hidrolizati mogu koristiti 

kao bioaktivni suplementi funkcionalnoj hrani [6]. MeĎutim, nutritivni proteini i bioaktivni 

peptidi su nestabilna jedinjenja koja mogu da promene hemijsku strukturu hidrolizata, često 

imaju naprijatan gorak ukus ili mogu da zadrţe alergenost nakon procesa. Zbog toga, 

proizvodnja ovih nestabilnih bioaktivnih hidrolizata zahteva korišćenje inovativnih 

tehnologija koje omogućavaju zadrţavanje biološke aktivnosti i odreĎena svojstva date 

supstance u toku proizvodnje, bez obrazovanja neţeljenih sporednih proizvoda i efekata. 

Efikasnost ovog procesa zavisi od mnogo faktora od kojih su najvaţniji vrsta i 

koncentracija enzima, pretretman i koncentracija supstrata (proteini), temperatura, pH, 

način voĎenja procesa, operativni uslovi i konfiguracija reaktora. 

Gotovo svi proteini belanceta, uključujući ovalbumin i ovotransferin, u svojoj nativnoj 

formi pokazuju malu osetljivost na proteolitičke enzime kao što su alkalaza, tripsin ili α-

himotripsin. Pregledom literature ustanovljeno je da termički denaturisan ovalbumin 

pokazuje veći afinitet ka gore spomenutim proteazama. MeĎutim, pokazalo se da najviše 

negativnih propratnih efekata ima upravo termički tretman belanceta na visokim 

temperaturama zbog odvijanja sloţene Majlardove i drugih reakcije, što dovodi do 
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tamnjenja i nastajanja jedinjenja sa toksičnim, mutagenim i teratogenim efektima. U toku 

termičkog postupka u blago alkalnoj sredini dolazi i do neselektivne i nekontrolisane 

hidrolize proteina, kao i njihove ireverzibilne denaturacije, tako da se značajno smanjuje 

nutritivna vrednost proizvoda. Dodatni problem je što se tokom termičkog postupka ne 

smanjuje alergenost ovalbumina i drugih proteina belanceta, jer su alergeni hrane generalno 

otporni na termički tretman. Zbog toga, kao alternativa tradicionalnoj termičkoj obradi, sve 

više se preporučuju netermički tretmani belanceta i enzimska hidroliza proteina, zbog 

velikog broja prednosti i dugoročnih efekata proizvodnje koji se mogu postići. 

Usled negativnih efekata termičkog pretretmana proteina belanceta, razvoj inovativnih 

tehnologija i novih metoda koje će poboljšati funkcionalna svojstva proteina belanceta je 

glavni izazov naučnika danas. Primena tehnologije visokog pritiska ima veliki potencijal za 

sterilizaciju i obradu belanceta, jer omogućava inaktivaciju mikroorganizama i time 

produţenje trajnosti proizvoda uz manji uticaj na senzorna i nutritivna svojstva od 

konvencionalnog termičkog postupka. Pored toga, ovaj tretman potencijalno moţe da 

doprinese smanjenju alergenosti proteina i efikasnijoj enzimskoj hidrolizi koja se izvodi 

nakon toga, usled promene konformacije i odgovarajuće denaturacije proteina. MeĎutim, 

uprkos velikom potencijalu, ova relativno nova tehnologija se koristi samo u par slučajeva, 

dok se veoma malo zna o efektima pritiska na strukturu i funkcionalna svojstva proteina 

belanceta. Pored toga postoji i više problema u toku izvoĎenja tretmana visokim pritiskom 

kao što su: veliki ekonomski troškovi pri intenzivnom tretmanu, neuniformni prenos toplote 

što dovodi do gradijenta temperature i rizik od ireverzibilne denaturacije proteina usled 

lokalnog pregrevanja. To je razlog zbog čega je primena ultrazvučnih talasa postala fokus 

interesovanja poslednjih godina. Uticaju sonikacije na proteina belanceta i njihovu 

naknadnu enzimsku hidrolizu nije posvećeno dovoljno paţnje u literaturi, ali se primena 

ultrazvučnih talasa smatra brzom, efikasnom i pouzdanom tehnikom koja moţe dovesti do 

poboljšanja kvaliteta hrane i plasiranja novih proizvoda na trţište sa jedinstvenim 

funkcionalnim svojstvima. Kao što je naglašeno u mnogim naučnim radovima, primenom 

ultrazvučnog pretretmana moţe se uticati na promenu strukture molekula proteina. Na 

primer, primena ultrazvuka na hidrolizu ovotransferina termolizinom je dovela do 

strukturnih promena molekula proteina, koje su se ogledale u povećanju reaktivnih 

sulfhidrilnih grupa, dok se nakon hidrolize proteina belanceta taj uticaj odrazio na 
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povećanje površinske hidrofobnosti molekula proteina belanceta. Pored ovoga, primena 

ultrazvučnog pretretmana dovela je do promene tehnološko-funkcionalnih svojstava 

proteina kao što su, rastvorljivost, emulgaciona svojstva, kapacitet penjenja, viskoznost i 

ACE (na engl. angiotensin converting enzyme) inhibitorna aktivnost [7,8]. 

Štaviše, hidrolizati proteina belanceta dobijeni enzimskom hidrolizom pomoću 

odgovarajućih proteaza pokazuju antioksidativnu, antimikrobnu i ACE inhibitornu 

aktivnost [1,9-13]. Ovi hidrolizati, takoĎe, imaju pozitivan uticaj na razne funkcije u 

ljudskom organizmu i pozitivno utiču na zdravlje. Bez obzira što su proteini belanceta 

dostupni u izobilju, ljudska potrošnja proizvoda od jaja je ograničena. Stoga, proizvodnja 

hidrolizata proteina belanceta sa odgovarajućom biološkom aktivnošću i poboljšanim 

funkcionalnim svojstvima moţe imati i ekonomski značaj isto koliko i procesni. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



TEORIJSKI DEO 

2. PROTEINI BELANCETA 

Proteini belanceta su postali predmet interesovanja i istraţivanja proteklih par decenija. 

U početku se smatralo da se belance sastoji od samo jednog proteina, ali su eksperimenti 

vezani za koagulaciju, precipitaciju i frakcionisanje dali potvrdu da se belance ipak sastoji 

od više proteinskih frakcija sa različitim osobinama. Rastvaranjem odreĎene frakcije u 

poluzasićenom rastvoru amonijum-sulfata dokazano je da se ona sastoji od tri proteina, (1) 

kristalnog albumina koga su Ozborn (Osborne) i Kembel (Campbell) nazvali „ovalbumin―, 

(2) nekristalnog albumina, koji je dobio ime „konalbumin―, odnosno ovotransferin i (3) 

nekoagulacioni protein koji je po Merneru (Mörner) nazvan „ovomukoid―, jer je on prvi 

definisao kompleksu prirodu ovog proteina. Hektoen (Hektoen) i Kol (Cole) (1928) su 

imunološkim tehnikama potvrdili prisustvo ovalbumina, konalbumina i ovomukoida u 

belancetu [14-17]. 

Belance, poznato i po nazivu albumen, predstavlja vodeni rastvor koji ima strukturu 

sličnu gelu koja je posledica prisustva ovomucina unutar belanceta. Ovomucin spada u  

fibrilarne proteine i smatra se odgovornim za sluzavu formu belanceta [18]. Oko 63% 

ukupne mase jajeta čini belance i moţe se reći da se ono sastoji od dva sloja, gušćeg, 

debljeg sloja (spoljašnji sloj) i reĎeg, tanjeg sloja (unutrašnji sloj) (Slika 2.1). Spoljašnji, 

gušći sloj je zaštićen vitelinskom membranom (membrana ţumanceta), dok je unutrašnji 

sloj prepoznatljiv po prisustvu lanaca helaze koji imaju funkciju da zadrţe ţumance u 

centru belanceta [19,20]. Glavna razlika izmeĎu ove dve različite forme belanceta je u 

njihovoj viskoznosti, koja je mnogo veća kod gušćeg, debljeg sloja, zbog visokog sadrţaja 

ovomucina, dok su druge razlike uglavnom posledica različitog proteinskog sastava [19]. 

Proteinski sastav belanceta je detaljnije objašnjen u narednom odeljku. 
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Slika 2.1. Struktura jajeta 

Zbog odličnih emulgacionih svojstava, dobrom penjenju i geliranju, kao i zbog sadrţaja 

visoko-kvalitetnih i hranljivih proteina, gotovo je nemoguće zanemariti značaj belanceta u 

prehrambenoj industriji. Proteini belanceta su netoksični, imaju nisku cenu, a za lizozim, 

koji je sastavni deo belanceta, utvrĎeno je da potpomaţe stabilizaciji enzima i da poseduje 

antibakterijsku aktivnost [21-23]. Istraţivači su belance jajeta koristili za koimobilizaciju 

enzima kao što su katalaza, invertaza, kao i za imobilizaciju ćelija [22,23]. Iz ovog razloga 

mnogi istraţivači su svoja istraţivanja usmerili na proučavanje komponenata belanceta – 

proteina i njihove strukture koja je značajna za navedene karakteristike. U pogledu 

esencijalnih aminokiselina, proteini belanceta su najuravnoteţeniji, pa su stoga i 

najkvalitetniji i sluţe za uporeĎivanje pri utvrĎivanju hranjive vrednosti svih drugih 

proteina. Esencijalne aminokiseline koje su zastupljene su: lizin, treonin, valin, metionin, 

izoleucin, leucin, tirozin, fenialanin. 

2.1. Fiziĉko-hemijska svojstva proteina belanceta 

Belance čini pribliţno 60% ukupne mase jajeta, a voda i proteini su glavne sastavne 

komponente belanceta. Kao što je prikazano u Tabeli 2.1, proteini belanceta zauzimaju oko 

10,52% ukupne mase belanceta, a ostatak belanceta čine voda i ugljeni hidrati i pepeo u 

tragovima, kao i vitamini i minerali [24]. Belance sadrţi gotovo identičnu količinu kalijuma 

i natrijuma, minerala odgovornih za kreiranje elektrohemijskog gradijenta poznatog kao 

membranski potencijal. Membranski potencijal ima krucijalnu ulogu u kontrakciji mišića, 

prenosu nervnih impulsa, pravilnom radu srca, kao i prenosu nutrijenata i metabolita kroz 

ćeliju. 
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Tabela 2.1. Mineralni i vitaminski sastav proteina belanceta [25] 

(g/100 g) 

Komponenta Belance 

Voda 87,91 

Proteini 10,52 

Ukupni lipidi 0,00 

Ugljeni hidrati 1,03 

Pepeo 0,64 

Minerali 

(mg/100g) 

Kalcijum, Ca 6,00 

GvoţĊe, Fe 0,03 

Magnezijum, Mg 11,0 

Fosfor, P 13,0 

Kalijum, K 143,0 

Natrijum, Na 164,0 

Cink, Zn 0,01 

Vitamini 

(mg/100g) 

Askorbinska kiselina, C 0,00 

Tiamin, B1 0,01 

Riboflavin, B2 0,45 

Nikotinska kiselina 0,10 

Pantotenska kiselina 0,12 

Piridoksal, B6 0,00 

 

Većina proteina belanceta pripada globularnim proteinima. Pet glavnih proteina 

belanceta su ovalbumin, konalbumin, ovomukoid, ovomucin i lizozim, dok su ostali 

proteini zastupljeni u manjoj meri i to su: ovoglobulini G2 i G3, avidin, ovoinhibitor, 

cistatin, ovoglikoprotein, ovomakroglubulin i ovoflavoprotein (Tabela 2.2).  
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Tabela 2.2. Fizičko-hemijska svojstva proteina belanceta [26,27] 

Proteini Udeo% pI MM 

(kDa) 

Td 

(°C) 

 

Svojstva 

Ovalbumin 54 4,5 45 71,5-84 71,5-84 Fosfoglikoprotein, 

geliranje, penjenje 

Ovotransferin 

(konalbumin) 

13 6,1 - 6,6 76-80 57,3 Vezuje gvoţĎe i 

ostale metalne 

jone, antimikrobni 

protein 

Ovomukoid 11 3,9 - 4,3 28 77 Inhibira serinske 

proteaze (tripsin), 

alergen 

Ovomucin 

 

3,5 4,5 - 5,0 110 n.o. Glikoprotein, 

viskozan, 

interaguje sa 

lizozimom, otporan 

na toplotu, 

odgovoran za 

dobro penjenje 

Lizozim 3,4 10,7 14,3-14,6 81,5 Lizira ćelijski zid 

nekih bakterija, 

antimikrobni 

protein 

Ovoglobulini 8 5,5-5,8 30-49 92,5 Odgovorni za 

penjenje 

Ovoflavoprotein 0,8 4,0 - 4,1 32-35 69-72 Vezuje riboflavin 

Ovomakroglobulin 0,5 4,5 - 4,7 760-900 69-72 Glikoprotein 

Ovoinhibitor 1,5 5,1 - 5,2 44-49 69-72 Inhibitor serinskih 

proteaza 

Cistatin 0,05 5,1 12 - Inhibitor proteaza 

Ovoglikoprotein 1 3,9 24-24,4 69-72 Glikoprotein 

Avidin 0,5 9,5 – 10,0 55- 68,3 n.o. Vezuje biotin, 

antibakterijski 

agens 

MM, molekulska masa; pI, izoelektrična tačka; Td, temperatura denaturacije; n.o., nije odreĎeno 



2.1.1. Osnovni proteini belanceta 

2.1.1.1. Ovalbumin 

Ovalbumin je osnovni protein belanceta i ujedno i najzastupljeniji (54%). Po strukturi je 

monomerni fosfoglikoprotein molekulske mase 45 kDa, sa izoelektričnom tačkom 4,5 [19]. 

Kompletna aminokiselinska sekvenca koja obuhvata 385 aminokiselinskih ostataka i 

njegova kristalna struktura je vec dokazana, a polovina aminokiselina koje ulaze u njegov 

sastav ima hidrofoban karakter [28]. Ovalbumin ima šest ostataka cisteina od kojih su dva 

uključena u formiranje disulfidne veze, pa se moţe zaključiti da ovalbumin poseduje četiri 

slobodne sulfhidrilne grupe i jedini je protein belanceta sa četiri sulfhidrilne grupe [29]. 

Podloţan je denaturaciji prilikom izlaganja vazduhu i vodi ili ulju i vodi, a primećeno je i 

da lako koaguliše prilikom zagrevanja [19,30]. Prečišćen molekul se sastoji od tri 

komponente, A1, A2 i A3, koje sadrţe dve, jednu i nijednu fosfatnu grupu po molekulu, 

redom. Formiranje termički stabilne forme ovalbumina, nazvane S-ovalbumin, tokom 

skladištenja jaja prvi su uočili Smit (Smith) i Bek (Back) (1965) [31]. Nisu primećene 

promene u aminokiselinskom sastavu ovalbumina i S-ovalbumina, ali je identifikovan 

intermedijar na temperaturi denaturacije od 88,5 °C (za S-ovalbumin ona iznosi 92,5 °C) 

čije je prisustvo potvrĎeno skenirajućim kalorimetrijskim termogramom. Kato i sar. (1986) 

su utvrdili da kombinacijom alkalnog tretmana i skladištenja jaja dolazi do deamidacije 

ovalbumina [32].  

Pregledom literature ustanovljeno je da ovalbumin ima značajnu ulogu prilikom 

odreĎivanja funkcionalnih svojstava belanceta. N-terminalni krajevi ovalbumina su 

acetilovani i sadrţe četiri sulfhidrilne grupe i jedan sulfidni most (Cys74-Cys121) koji su 

nedostupni u nativnom obliku [33,34]. Sekundarna struktura ovalbumina sastoji se od α-

heliksa (41%), β-ravni (34%), β-zavojnice (12%) i nasumičnih namotaja (13%) [35]. Na 

Slici 2.2 prikazana je 3D stuktura ovalbumina, na osnovu koje se moţe uočiti da je 

struktura veoma ureĎena i da se veoma lako uočavaju reaktivni α-heliks, koji izlazi iz 

osnove proteina pomoću dva peptidna lanca i glavne β-ravni. Reakcioni centar proteina 

smešten je na mestu-sekvenci Ala358-Ser359. 
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Slika 2.2. 3D kristalna stuktura ovalbumina sa reaktivnim α-heliksom (ţuto) i glavnom β-

ravni (crveno) [36] 

Aminokiselinski sastav i 3D stuktura ovalbumina ukazuju na sličnost ovalbumina sa 

inhibitorima serin proteaza poznatim kao serpini, ali za razliku od njih ovalbumin nije 

inhibitor serin proteaza. Primarno objašnjenje zašto ovalbumin nije serpin jeste to da 

prilikom delovanja proteaza na ovalbumin ne dolazi do konformacionih promena u 

molekulu ovalbumina, do kojih dolazi pri delovanju serpina sa proteazama. Naime, kada 

serpin doĎe u kontakt sa proteazom on se aktivira i nastupa konformaciona promena 

molekula pri čemu se reaktivna zavojnica - petlja centra (koja je u odnosu na ostatak 

molekula ispupčena) savija, iseca i ubacuje se u β-ravan (Slika 2.3). Zatim, u poloţaju P14 i 

P12 ovalbumin sadrţi valin i alanin, redom, pa za razliku od serpina (treonin i alanin, 

redom), to onemogućava lako umetanje u β-ravan, a zbog gubitka fleksibilnosti molekula 

konformaciona promena je termički nepovoljna. Zbog navedenog, prilikom umetanja 

reakcione petlje (heliksa) dolazi do gubitka termičke stabilnosti za 1-2 °C [33, 36]. 

 

Slika 2.3. Kristalna stuktura nativnog serpina (a) i aktiviranog serpina (b). Reaktivna 

zavojnica (petlja) centra proteina je ţuto obojena [36] 
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2.1.1.2. Ovotransferin 

Drugi je najzastupljeniji protein u belancetu sa molekulskom masom od 77,7 kDa i pI 

oko 6,1. Ovotransferin kokošijeg belanceta sadrţi 686 aminokiselinskih ostataka, a njegova 

glikozilovana forma sadrţi jednostruki lanac glukana na C-terminalnom domenu koji se 

sastoji od manoze i N-acetilglukozaminskih ostataka [3]. Ima 15 disulfidnih mostova, od 

kojih je šest locirano na N-terminalnom kraju, a ostalih devet na C-terminalnom kraju [27]. 

Spada u termolabilne proteine belanceta i na temperaturi od 60 °C moţe da doĎe do 

njegove denaturacije [37]. 

Šed (Schade) i sar. (1944) su ustanovili da belance ima sposobnost fiksiranja gvoţĎa iz 

bakterijskog medijuma i to u tolikoj meri da ono postaje nedostupno mikroorganizmima, 

kao što je, na primer, kod Shigella dysenteriae za koju je gvoţĎe esencijalni faktor [38]. 

Verovalo se da je za ovo odgovoran neki protein iz belanceta zbog čega se pristupilo 

detaljnom istraţivanju različitih proteina belanceta i njihovih frakcija. Rezultati do kojih se 

došlo su ukazivali na to da su gotovo svi proteini belanceta bili neaktivni, osim 

ovotransferina, koji je pokazivao 80% ukupne aktivnosti belanceta [39]. Naknadno je 

utvrĎeno da i pseudo-globulin (ljudski krvni serum) pokazuje istu sposobnost vezivanja 

gvoţĎa kao i ovotransferin [40]. Ovaj protein je nazvan siderofilin [38-40]. Na osnovu 

odreĎene 3D strukture, zaključeno je da se ovotransferin sastoji od dva homologna dela tzv. 

reţnja (N-reţanj i C-reţanj), a da svaki od tih delova ima po dve oblasti - domena. Mesta na 

kojima se protein vezuje za jone gvoţĎa lokalizovana su izmeĎu ovih domena i obuhvataju 

Asp63, Tyr95, Tyr188, His249, i Asp392, Tyr426, Tyr517, His585 u N- i C-reţnjevima, 

respektivno [41]. Protein se vezivanjem jona metala stabilizuje usled povećanja 

temperature denaturacije sa 61 °C na oko 72 °C u slučaju vezivanja jona gvoţĎa [42]. 

Kompleks koji ovotransferin formira sa atomima gvoţĎa je losos-roze boje i otporan je na 

proteolitičku hidrolizu i termičku denaturaciju [38]. Intenzitet boje zavisi od prisustva 

kiseonika koji reaguje sa proteinom, koncentracije Fe
3+

 jona i prisustva karbonata. U 

odsustvu kiseonika stvara se ţuto obojeni kompleks koji dodatkom askorbata prelazi u 

losos-roze boju [43,44].  

Kao član familije transferina i metaloproteaza, ovotransferin je karakterističan po 

produkciji posebne grupe proteina za čiju sintezu je potreban odreĎeni toplotni šok. Kada se 

ovi proteini sintetišu u koţi, oni obezbuĎuju zaštitu koţe od hladnoće i drugih stresova [45].  
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Poseduje antihipertenzitivne, antiviralne, antibakterijske, antioksidativne, anti-

inflamatorne i antiproliferativne karakteristike [46-52]. Smatra se prirodnim antimikrobnim 

agensom za meso i proizvode od mesa i utiče na povećanje kvaliteta i upotrebe jaja u 

ishrani. Upotreba ovotransferina kao antibakterijskog agensa je znatno jeftinija, ekonomski 

isplativija i opravdanija u odnosu na upotrebu laktoferina, pa prema tome ima velike 

mogućnosti da dobije GRAS status, isto kao i laktoferin [43]. 

2.1.1.3. Ovomukoid 

Ovomukoid je glikoprotein molekulske mase 28 kDa, a vrednost izoelektrčne tačke 

iznosi 4,1. Oko 25% ovog glikoproteina čine ugljeni hidrati, koji su za protein vezani preko 

ostataka asparaginske kiseline. U svom molekulu ovotransferin ne sadrţi slobodne 

sulfhidrilne grupe, dok je utvrĎeno postojanje 9 disulfidnih mostova. TakoĎe, ovomukoid je 

poznat kao inhibitor tripsina [3,42]. 

Njegovu strukturu odlikuje 185 aminokiselinskih ostataka, a sastoji se iz tri jasno 

definisana domena koja su povezana disulfidnim mostovima unutar molekula, što čini 

ovomukoid veoma rezistentnim na visoke temperature i proteolitičke enzime [43,53]. 

Disulfidni mostovi su, ujedno, odgovorni i za slabo varenje ovog proteina. 

 

Slika 2.4. Aminokiselinska sekvenca ovomukoida iz kokošijeg belanceta [54] 
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Svaki domen sadrţi tri disulfidne veze, dva ostatka tirozina i jedan aktivni centar. Pet 

ugljenohidratnih komponenti inhibitora koje su neesencijalne za njegovu inhibitornu 

aktivnost su povezane sa ostacima asparagina u Asp-X-Tir/Ser sekvencama [55]. Kod nekih 

molekula ovomukoida moţe se desiti da peti ostatak asparagina u III domenu ostane 

neglikozilovan. Mesto u proteinu označeno kao reaktivno mesto za funkciju tripsin 

inhibitora nalazi se u drugom domenu ovomukoida na sekvencama Arg89-Ala-90. Domeni 

I i II imaju u svojoj strukturi N-terminalni ugljenohidratni lanac, dok domen III moţe biti 

bez ugljenohidratnog lanca. Analizirajući gen za sintezu ovomukoida kokošijeg belanceta, 

naučnici su uočili da DNK sadrţi dva introna (nukleotidna sekvenca unutar gena koja se 

uklanja putem RNK splajsovanja (modifikacija RNK nakon transkripcije) tokom formiranja 

finalnog RNK proizvoda) po domenu [56]. 

Ovomukoid moţe izazvati alergijske reakcije čak i kada je prisutan u veoma malim 

količinama. Ustanovljeno je da ni termički ni enzimski tretmani hidrolize ovog proteina ne 

mogu znatno uticati na njegov alergeni kapacitet. Visoka rezistentnost na termički i 

proteolitički tretman čine ovaj protein dobrim markerom za ispitivanje prisustva jaja u 

hrani, pa čak i u termički tretiranim proizvodima. Najčešće se kao tehnika testiranja na 

prisustvo proteina belanceta u hrani koriste ELISA testovi [53]. 

2.1.1.4. Ovomucin 

Ovomucin je prvi put izolovao Ajkholc (Eichholz) (1898) i predstavlja glavni protein 

koji je odgovoran za gelirajuća svojstva belanceta [57]. Spada u glikoproteine i sastoji se iz 

tri subjedinice, α1-, α2- i β koje se razlikuju po molekulskoj masi i rastvorljivosti [58]. 

Metodom skenirajuće elektronske mikroskopije utvrĎeno je da β-subjedinica poseduje 

citotoksični efekat na kultivisane ćelije raka i da inhibira rast tumornih ćelija [43]. 

Odgovoran je za fizičko-hemijska svojstva belanceta, kao što su penjenje i emulgaciona 

sposobnost. Zahvaljujući svojim dugim proteinskim lancima umreţenim sa oligosaharidnim 

jedinicama, ovomucin utiče na stabilnost pene belanceta. Ovomucin u svojoj nativnoj formi 

ima veliki značaj na stabilnost pene, jer smanjenje broja disulfidnih veza značajno utiče na 

smanjenje stabilnosti pene [59]. Nakamura i Sato (1964) su utvrdili da ovaj protein ima 

ulogu stabilizatora pene belanceta, dok su Kato i sar. (1985) potvrdili tezu da su 

hidrofobnost i fleksibilnost ovog proteina, kao i njegove uzajamne interakcije sa ostalim 
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proteinima belanceta, glavni razlog njegovih dobrih emulgujućih svojstava [60,61]. Osim 

ovoga, dokazano je da ovomucin i njegovi hidrolizati poseduju odreĎena bioaktivna 

svojstva (antivirusna, antimikrobna, antitumorna, imunomodulatorna), ali i mogućnost 

inhibicije apsorpcije holesterola zbog čega je upotreba ovomucina kao komponenete 

funkcionalne hrane u sve većem porastu [62].  

Slaba rastvorljivost ovomucina moţe biti redukovana dodatkom denaturanata i 

redukujućih supstanci, kao što su 2-merkaptoetanol (2-ME) ili 2-ME u kombinaciji sa 

ureom ili guanidijum-hidrohloridom [63]. Upotreba 2-merkaptoetanola ima negativan uticaj 

na sposobnost stvaranja pene i nije preporučljiv da se koristi u proizvodnji hrane. Još jedan 

od načina povećanja rastvorljivosti ovog proteina jeste sonikacija ili hidroliza različitim 

proteolitičkim enzimima, što će biti predmet ispitivanja ove teze [64]. Enzimskom 

hidrolizom dolazi do raskidanja peptidnih veza i oslobaĎanja peptida ili slobodnih 

aminokiselina. Uticaj enzimske hidrolize na svojstva penjenja ovomucina do sada nije 

objašnjen [59].  

Upotreba ovog proteina kao komponente funkcionalne hrane do sada nije potpuno 

iskorišćena zbog neadekvatne industrijske metode ekstrakcije. Zbog relativno oskudnih 

podataka o svojstvima ovog proteina, potrebno je izvršiti detaljnije analize kako bi se u 

potpunosti iskoristio njegov potencijal. Za razliku od ostalih proteina belanceta koji su 

detaljnije i opširnije opisani u literaturi, Haajdenhovi (Hiidenhovi) (2007) je jedini koji se 

ovom temom pozabavio na sistematičan način. U knjizi je dat detaljan opis ovomucina 

uključujući njegovu strukturu, fizičko-hemijske karakteristike, metode dobijanja, 

prečišćavanja i njegova biološka svojstva [58,65]. 

2.1.1.5. Lizozim 

Jedan od najviše proučavanih proteina belanceta i protein kome je prvo odreĎena 

sekvenca je lizozim. Lizozim je mali protein koji se sastoji od 129 aminokiselinskih 

ostataka, molekulske mase oko 14,6 kDa i vrednosti izoeletrične tačke 10,7. Čini oko 3,4% 

ukupnih proteina belanceta. U belancetu se najčešće vezuje za ovomucin, ovalbumin ili 

ovotransferin. 3D stuktura lizozima je odreĎena i utvrĎeno je da u molekulu postoje četiri 

disulfidna mosta i da nema slobodnih sulfhidrilnih grupa [66]. Molekul lizozima sastoji se 

od dva domena koji su povezani α-heliksom. Stukturu N-terminalnog domena uglavnom 
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sačinjava anti-paralelni β-naborani list i nekoliko α-zavojnica, dok stukturu drugog domena 

čine uglavnom α-zavojnice [66].  

Poseduje sposobnost liziranja Gram-negativnih bakterija hidrolizujući β(1→4) veze 

izmeĎu muraminske kiseline i N-acetilglukozoamina mukopolisaharida u ćelijskom zidu 

bakterija. Glavnu ulogu u ovoj funkciji lizozima ima deo označen kao heliks - petlja - koji 

se nalazi izmeĎu njegova dva domena na mestu Asp87-Arg114. Redukcijom više od dva 

disulfidna mosta u molekulu lizozima gubi se navedena bioaktivnost [66]. MeĎutim, 

redukcijom disulfidnih mostova poboljšavaju se funkcionalna svojstva belanceta, kao što su 

penjenje i geliranje [33]. Osim vaţne uloge u interakciji sa drugim proteinima tokom 

penjenja i geliranja, lizozim moţe uticati na razreĎivanje belanceta tokom stajanja usled 

elektrostatičkih interakcija sa ovomucinom iz belanceta [3]. U kiseloj sredini je veoma 

stabilan, a moţe podneti i dvominutno zagrevanje na 100 °C. Termička stabilnost lizozima 

se prepisuje prisustvu disulfidnih mostova u molekulu. Njegova enzimska aktivnost moţe 

biti znatno poboljšana dodatkom odreĎenih supstanci, kao što su: etilendiamintetraacetat 

(EDTA), butilparaben, tripolifosfati i drugi prirodni antimikrobni agensi [67]. 

U prirodi se nalazi u obliku monomera, ali moţe da gradi i reverzibilne dimere. Dimeri 

lizozima pokazuju terapeutska, antivirusna i antiinflamatorna svojstva. Indukuje fagocitozu 

ćelija, podstiče sintezu imunoglobulina i na taj način utiče na imunološke procese. TakoĎe, 

ima značajan uticaj na sintezu interferona. Pokazuje antimikrobnu aktivnost prema 

ograničenom broju bakterija i gljiva. Lizozim ima čitav niz bioloških funkcija: poboljšava 

dejstvo antibiotika, direktno aktivira imune ćelije, poseduje anti-tumorno i antiinflamatorno 

dejstvo. 

Upotreba lizozima u farmaceutskoj industriji se pre svega ogleda u sprečavanju 

bakterijskih, virusnih i inflamatornih infekcija, ali je i nezaobilazni sastojak mnogih 

terapeutskih krema protiv opekotina i virusnih infekcija koţe. Osim toga, bitno je 

napomenuti i njegovu primenu u tehnologiji proizvodnje sira i piva (kontrola mlečnih 

bakterija tokom fermentacije). Ipak, njegova najvaţnija upotreba je to što se koristi kao 

antimikrobni agens u prehrambenoj industriji, a razlozi za ovo su sledeći: termički stabilan, 

aktivan u širokom temperaturnom opsegu (od 1 °C do skoro 100 °C), nedezaktivira se 

rastvaračima, zadrţava svoju aktivnost i nakon ponovnog rastvaranja u vodi, stabilan je 
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tokom zamrzavanja, svoju optimalnu  aktivnost pokazuje na pH 5,3-6,4, u prisustvu drugih 

proteina hrane moţe da redukuje svoju stabilnost formiranjem disulfidnih veza [43]. 

2.1.2. Manje zastupljeni proteini belanceta 

2.1.2.1. Ovoglobulin 

Ovoglobulin prisutan u belancetu je zastupljen u dve različite forme. Pre nekoliko 

decenija je otkriveno prisustvo tri globulina, G1, G2 i G3, ali je naknadno utvrĎeno da je 

ovoglubulin G1 identifikovan kao lizozim i potpuno je okarakterisan. Nasuprot tome, 

veoma malo radova je objavljeno na temu globulina G2 i G3. Zajedno, ovoglobulin G2 i 

G3 čine oko 0,4% od ukupnih proteina prisutnih u belancetu, a analizom aminokiselinskog 

i ugljenohidratnog sastava (3,2-3,7% heksoza, 2.,4-2,5% heksozamina) došlo se do 

zaključka da su G2 i G3 globulini veoma slični jedan drugom. Njihove molekulske mase 

variraju u opsegu od 30 do 49 kDa, sa izoelektričnim tačkama na pH 5,5 i 5,8, redom, za 

G2 i G3 [28]. Kako bi se ispitao uticaj temperature na ovoglobuline, ove dve forme su 

razdvojene tehnikom elektroforeze i jonoizmenjivačkom hromatografijom i utvrĎeno je da 

G3 forma pokazuje veću rezistentnost ka termičkoj denaturaciji, u odnosu na G2 

ovoglobulin (92,5 °C) [20]. Uloga globulina još uvek nije dovoljno istraţena, ali se zna da 

su oni odgovorni za sposobnost stvaranja pene belanceta [3]. 

2.1.2.2. Avidin 

Avidin je otkriven 1920. godine, otprilike u isto vreme kada i vitamin biotin (vitamin 

B7). Po svojoj strukturi je tetramerni, pozitivno naelektrisani glikoprotein sastavljen iz 

četiri identične subjedinice koje sadrţe 128 aminokiselina [68]. Ima sposobnost 

nekovalentnog vezivanja biotina i ova reakcija ima ireverzibilni karakter. Ukupno moţe da 

veţe do četiri molekula biotina i na svakoj subjedinici se nalazi mesto za vezivanje biotina. 

Avidin - biotin kompleks je otporan na denaturaciju i stabilan je čak i na temperaturama od 

100 °C, dok se sam avidin u svojoj nativnoj formi denaturiše na 85 °C [20]. Kako bi se 

raskinula veza u ovom kompleksu, neophodno je zagrevanje na 120 °C u trajanju od 15 

minuta. Sa biohemijskog aspekta ovakve interakcije su ponekad jako poţeljne. Skoro četiri 

decenije se ove jake interakcije avidina sa biotinom, kao i interakcije njihovih konjugata, 

smatraju nezaobilaznim u mnogim biohemijskim i biotehnološkim procesima. Danas se 

ovakvi kompleksi jako često koriste u brojnim laboratorijskim tehnikama, uključujući 
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imunoprecipitaciju, afinitetno prečišćavanje, ELISA testove, tehnike koje se koriste za 

detektovanje specifičnih proteina u odreĎenom uzorku (na engl. western blotting), tehnike 

razdvajanja ćelija na osnovu njihovih osobina (na engl. fluorescence-activated cell sorting, 

FACS) [69]. 

Otkrićem avidina i njegove biološke funkcije prvi put je uveden termin antivitamina 

koji moţe dovesti do razvoja odreĎene bolesti iako su adekvatne količine posebnih 

vitamina prisutne u ljudskoj ishrani. Srećom, avidin se inaktivira zagrevanjem te stoga ne 

predstavlja problem prilikom konzumiranja jaja klasičnim postupkom pripeme u 

domaćinstvima [44]. Funkcionalni peptidi avidina još uvek nisu izolovani [70]. 

2.1.2.3. Ovoinhibitor 

Ovoinhibitor čini 1,5% ukupnih proteina belanceta i spada u inhibitore serinskih 

proteaza. Po svojim karakteristikama sličan je ovomukoidu, ali ima veću molekulsku masu 

(50 kDa) koja obuhvata sedam domena od kojih svaki ima sličan raspored disulfidnih veza 

kao i ovomukoid. Šest domena pripada α-tipu, dok sedmi, koji se nalazi na C-terminalnom 

kraju ima karakteristike β-tipa. Pregledom literature pronaĎeno je da se denaturiše na 

temperaturama od 69 do 72 °C [26]. TakoĎe, ima sposobnost inhibicije tripsina, 

himotripsina, kao i bakterijskih (subtilizin) i gljivičnih proteaza (alkalne proteaze iz 

Aspregillus oryzae) [71]. Jedan molekul ovoinhibitora inhibira dva molekula tripsina i dva 

molekula himotripsina, od kojih se svaki vezuje za odgovarajući domen, dok se subtilizin i 

himotripsin vezuju za ista vezujuća mesta na domenu [72,73]. Zahvaljujući velikom broju 

domena, postoji mogućnost inhibicije širokog spektra proteaza što značajno utiče na 

prevenciju i zaštitu od mikroorganizama.  

2.1.2.4. Cistatin 

Cistatin se nalazi u jako malim koncentracijama u belancetu (oko 12,5 μg/ml) i zauzima 

0,05% mase svih proteina prisutnih u belancetu [74]. Inhibira brojne cisteinske proteaze, 

kao što su: ficin, papain, katepsin B, katepsin H, katepsin L i dipeptidil peptidaze. Jako 

slabo utiče na inhibiciju bromelina. Postoje dve forme cistatina, označene kao A i B, 

imunološki su identične i ne sadrţe ugljene hidrate [27]. Njegova trodimenzionalna 

struktura je odreĎena pomoću kristalografije X-zracima pri rezoluciji od 2,0 Å i utvrĎeno je 

da cistatin poseduje α-zavojnicu, pet lanaca β-naborane strukture i dva disulfidna mosta 
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unutar molekula [75]. TakoĎe, identifikovan je i region karakterističan za vezivanje 

proteaza. 

2.1.2.5. Ovoglikoprotein i ovomakroglobulin 

Ovoglikoprotein je glikoprotein koji zauzima 1% ukupnih proteina prisutnih u 

belancetu. Ima molekulsku masu oko 24 kDa i izolektričnu tačku na pH 3,9. 

Drugi glikoprotein prisutan u belancetu jeste ovomakroglobulin koji učestvuje sa 0,5% 

u izgradnji svih proteina prisutnih u belancetu i smatra se drugim po veličini 

glikoproteinom belanceta posle ovomucina. Sastoji se iz četiri subjedinice povezane 

disulfidnim vezama, sa molekulskom masom izmeĎu 760 i 900 kDa. Inhibira veliki broj 

endoproteaza, uključujući termolizin i kolagenazu [76]. Njegova struktura i mehanizam 

delovanja su skoro identični sa α-makroglobulinom (serumski inhibitor proteaza). Sličnost 

u homologiji sa α-makroglobulinom je 40%, ali za razliku od α-makroglobulina, 

ovomakroglobulin nije osetljiv na prisustvo metilamina, pa samim tim pokazuje različitu 

imunogenost [27]. Poznat je i pod nazivom ovostatin. 

2.1.2.6. Ovoflavoprotein 

Ovoflavoprotein, kao i avidin, pripada grupi vitamin vezujućih proteina. Predstavlja 

polipeptidni lanac sastavljen od 219 aminokiselinskih ostataka rasporeĎenih unutar dva 

strukturna domena [77]. Veći domen (N-terminalni kraj) obuhvata prvih 170 aminokiselina, 

dok u sastav manjeg domena (C-terminalni kraj) ulaze aminokiselinski ostaci od 171-219 

[78]. Ima sposobnost vezivanja riboflavina (vitamin B2), a vezujuće mesto se nalazi u 

većem domenu. U sklopu njegove strukture nalazi se devet disulfidnih mostova koji imaju 

veliki značaj u odrţavanju stabilne strukture proteina, a takoĎe, utiču i na otpornost 

ovoflavoproteina ka visokim temperaturama [27]. Od ovih devet disulfidnih mostova, osam 

je locirano u domenu sa vezujućim mestom za biotin (veći domen), a poslednji dusulfidni 

most povezuje veći i manji domen [77]. Niska izoelektrična tačka na pH 4,0-4,1 je 

posledica prisustva velikog broja fosfatnih grupa, kiselih aminokiselina i sialinske kiseline 

[27]. 

 



3. ULTRAZVUK 

Zahtevi prehrambene industrije ka minimalnom procesiranju hrane doveli su do 

značajnog unapreĎenja tehnika obrade hrane, jer su dosadašnji načini procesiranja hrane 

(termički tretman na visokim temperaturama) uticali na smanjenje nutritivnih svojstava i 

narušavanje organoleptičkih karakteristika krajnjeg proizvoda. Povećanjem zahteva 

potrošača i nametanjem oštrih propisa o zaštiti ţivotne sredine, tradicionalni načini 

procesiranja hrane u prehrambenoj industriji su poslednjih decenija izgubili na značaju, 

čime se pruţila prilika za uvoĎenje novih tehnologija. Novije metode prerade hrane su 

bazirane na korišćenju tehnologija čiji je glavni cilj zadrţavanje hranljive vrednosti 

proizvoda i očuvanje senzornih svojstava [79]. Tehnologija ultrazvuka visokog intenziteta 

klasifikovala se kao jedna od brzih, obećavajućih, zelenih tehnologija koja u prehrambenoj 

industriji pirvlači sve veću paţnju u poslednje vreme [80]. Ultrazvuk je našao primenu u 

različitim oblastima prehrambene tehnologije, kao što su procesi kristalizacije, 

zamrzavanja, ekstrakcije, sušenja, filtracije, sterilizacije, emulzifikacije itd. 

Osnova primena ultrazvuka u obradi hrane leţi u činjenici da njegovim dejstvom moţe 

doći do promena u hemijskim, funkcionalnim i fizičkim osobinama tretiranih uzoraka, 

olakšavajući na taj način sam tehnološki proces proizvodnje [81]. U zavisnosti od 

frekvence, ultrazvučni talasi se mogu podeliti u više područja koja odreĎuju njihovu 

potencijalnu primenu (Slika 3.1). Pri tome su za primenu u prehrambenoj industriji 

najznačajnije frekvence ultrazvuka veće od 20 kHz [82]. 

 

Slika 3.1. Područja podele zvuka prema frekvencama [83] 



Doktorska disertacija Andrea B. Stefanović 
 

 

19 
 

Ultrazvuk predstvalja mehanički talas u elastičnoj sredini frekvence iznad 20 kHz koje 

ljudsko uho ne moţe da čuje i moţe biti klasifikovan u dve kategorije: ultrazvuk sa niskom 

jačinom (visoka frekvenca - slaba snaga) i visokom jačinom (niska frekvenca - jaka snaga). 

Snaga ultrazvuka niske jačine je relativno mala (1 W/cm
2
), sa opsegom frekvenci od 5-10 

MHz i on se najčešće primenjuje u dijagnostičkoj analizi prehrambenih proizvoda. Nešto 

jača snaga karakteristična je za ultrazvuk visoke jačine (10-1000 W/cm
2
), kao i frekvenca 

od 20-100 kHz, pa kao takav on ima letalan efekat na mikroorganizme i primenjuje se kao 

tretman prilikom čuvanja hrane [84,85].  

3.1. Mehanizam dejstva ultrazvuĉnih talasa 

Ultrazvuk je definisan kao zvučni talas frekvence veće od 18-20 kHz. Prilikom prolaska 

ultrazvučnog talasa kroz tečni medijum, dolazi do pojave akustičnog pritiska, pored već 

postojećeg hidrostatičkog pritiska. Akustični pritisak (Pa) ultrazvučnog talasa se smatra 

sinusoidalnim talasom i zavisi od frekvence (f), vremena (t) i maksimalnog pritiska 

amplitude talasa (Pa, max) i definiše se sledećom jednačinom:  

Pa = Pa, maxsin2πft (3.1) 

Pa, max  je direktno proporcionalan ulaznoj snazi transduktora [86]. Transduktor je ureĎaj 

koji vrši pretvaranje energije iz jednog oblika u drugi i proizvodi zvučne talase [87]. Pri 

niskom intenzitetu ultrazvuka, talas izazvan pritiskom dovodi do kretanja i mešanja unutar 

tečnosti, dok se pri visokim intenzitetima, zvučni talas prostire kroz tečni medijum 

stvarajući naizmeničnu kompresiju i ekspanziju ciklusa [88]. 

Ultrazvučni talas visoke jačine nastao periodičnim mehaničkim kretanjem sonde, vrši 

prenos ultrazvučne energije u reakcioni medijum, izazivajući ekstremno jake promene 

pritiska koje dovode do formiranja mehurića koji imaju sposobnost da brzo rastu (kaviteti) i 

da se šire ili smanjuju, usled fluktuacija pritiska, dovodeći do povećanja temperature (5000 

K), pritiska (500 atm) i smicajnih sila unutar tretiranog medijuma [89-91]. Negativan 

pritisak tokom ciklusa dovodi do promena unutar tečnog medijuma koje prouzrokuju 

formiranje malih mehura ili kaviteta [92,93]. Tokom naknadne kompresije i ekspanzije 

ciklusa, mehurovi se spajaju i šire, što za posledicu ima povećanje veličine mehura tokom 

svakog narednog ultrazvučnog ciklusa (Slika 3.2). Nakon odreĎenog broja ciklusa, 
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mehurići dostiţu kritičnu veličinu unutar koje energija ultrazvuka nije u stanju da zadrţi 

parnu fazu unutar mehura, pa dolazi do kondenzacije i implozije mehurića, a ovaj fenomen 

je poznat pod nazivom kavitacija [94].  

 

Slika 3.2. Formiranje kavitacionih mehura i uticaj kavitacije na molekul proteina [95] 

Efikasnost kavitacije zavisi od frekvence i intenziteta ultrazvučnih talasa, kao i od 

fizičkih svojstava tretiranog medijuma. Povećanje frekvence ultrazvuka dovodi do stvaranja 

većeg broja kavitacionih mehurića manjeg prečnika, a količina osloboĎenje energije tokom 

implozije mehura je minimalna (Slika 3.4b). Što se tiče fizičkih svojstava tretiranog 

medijuma, moţe se reći da je sonikacija čistih tečnosti izrazito oteţana usled nemogućnosti 

ultrazvučnog generatora da proizvede dovoljno visok negativni pritisak koji dovodi do 

kavitacije. Sa druge strane, većina tečnih medijuma se ne smatra idealno čistim, jer sadrţi 

veliki broj sitnih čestica, rastvorenih materija i nečistoća koje predstavljaju idealne tačke 

unutar tretiranog medijuma u kojima moţe doći do formiranja kavitacionih mehurova [96]. 

Na primer, kada se vrši sonikacija čiste vode, negativan pritisak veći od 0 atm je potreban 

da bi došlo do kavitacije, dok je za soniciranje vode iz česme dovoljan pritisak od samo 

nekoliko atmosfera za formiranje kaviteta [97]. 

Delovanjem ultrazvučnih talasa visokog intenziteta na tečni medijum dolazi do 

dinamičkog mešanja i smicajnih napona što dovodi do promene strukture tretiranog 

medijuma, a naročito utiče na viskoznost tečnih medijuma. Njutnovski fluidi obično 

zadrţavaju svoju strukturu, dok dilatantni i tiksotropni fluidi postaju manje viskozni [98]. 

Ultrazvučni talas visokog intenziteta u fluidima male viskoznosti prouzrokuje snaţno 

mešanje i oscilovanje koje dovodi do raspršivanja čestica. Na granici faza tečno/čvrsto ili 

gas/čvrsto, ultrazvučni talasi dovode do ekstremne turbulencije koja se naziva „akustično 
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strujanje― ili „mikrostrujanje― (Slika 3.3). Ova pojava značajno utiče na smanjenje 

difuzivnog sloja, kao i na povećan konvektivni prenos mase, pa dolazi do olakšane difuzije 

u medijumima gde uobičajno mešanje nije moguće [99]. Obrazovanje kaviteta je znatno 

sloţenije u medijumima velike gustine, viskoznosti i površinskog napona, dok su fluidi sa 

visokim naponom pare, malom viskoznošću i malim površinskim naponom skloni 

formiranju kaviteta [100]. 

 

Slika 3.3. Mehanizam dejstva ultrazvučnih talasa unutar tretiranog fluida [101] 

Implozija kavitacionih mehurića utiče na brojne fizičke, mehaničke i hemijske efekte 

usled stvaranja zona sa velikom turbulencijom (makro-turbulencija) i zbog velike brzine 

meĎučestičnih sudara. U fizičke efekte spadaju mikrostrujanje, formiranje mikro dţepova 

(na engl. micro-jet) i udarni talasi, unutar kojih je strujanje fluida turbulentno, a kavitacioni 

mehuri dovode do stvaranja gradijenta brzine u mikro razmerama [102]. TakoĎe, poznato je 

da makro-turbulencija utiče na povećanje prenosa mase i toplote u mnogim procesima što 

dovodi do poboljšanja procesa ekstrakcije, desorpcije i mešanja [104]. Isto tako, veoma 

jake sile smicanja koje se javljaju mogu da raskinu i inter i intra-molekulske veze dovodeći 

do fragmentacije klastera i agregata [105]. Studije na kojima su radili Lorimer i Mason 

(1987) pokazuju da je frekvenca ultrazvuka obrnuto proporcionalna veličini mehura [106]. 

Dakle, ultrazvuk visoke jačine stvara veće kavitacione muhurove izazivajući povećanje 

temperature i pritiska u kavitacionoj zoni (Slika 3.4a). Sa povećanjem frekvence 
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kavitaciona zona postaje manje napadna i fenomen kavitacije se više ne uočava (MHz) 

[107]. 

Hemijski efekti kavitacije ogledaju se u formiranju reaktivnih slobodnih radikala, kao 

što su H
·
 i OH

·
 radikali koji mogu biti prednost ili nedostatak, zavisno od vrste procesa 

[108]. Formiranje hidroksil radikala (OH
·
) tokom kavitacije utiče na kvalitet pojedinih 

komponenata hrane. Studijom Ašokumara (Ashokkumar) i sar. (2008) utvrĎeno je da nakon 

4 h ultrazvučnog tretmana dolazi do smanjenja antioksidativne aktivnosti cijanidin-3-

glukozida i zabeleţena je pet puta manja aktivnost u odnosu na kontrolni uzorak (bez 

ultrazvučnog tretmana) [109]. Nasuprot ovom saznanju, postoje mnoge studije u kojima je 

utvrĎeno poboljšanje funkcionalnosti sastojaka hrane zahvaljujući upravo prisustvu 

slobodnih radikala [93, 110-113].  

 

Slika 3.4. Uticaj frekvence ultrazvuka na formiranje (a) i veličinu kavitacionih mehura (b) 

[114] 



3.2. Faktori koji utiĉu na kavitaciju 

Frekvenca ultrazvučnih talasa: Poznato je da kavitacioni mehurići zahtevaju odreĎeno 

i tačno definisano vreme za formiranje zona unutar kojih se formiraju mesta za nukleaciju. 

Upravo zbog ovoga, sa povećanjem frekvence ultrazvučnih talasa, skraćuje se period talasa 

sa niskim pritiskom i intenzitet ultrazvuka se povećava kako bi se odrţala ravnoteţa 

kavitacione energije u sistemu. Na primer, period trajanja ekspanzionog ciklusa se smanjuje 

sa 25 μs na 0,025 μs kada se frekvenca ultrazvuka poveća sa 20 kHz na 20 MHz [115]. 

Visoka frekvenca dovodi do smanjenja kavitacionog efekta zbog duţine trajanja perioda 

negativnog pritiska karakterističnog za ciklus ekspanzije, koji nije dovoljan za iniciranje 

kavitacije unutar tretiranog medijuma, dok je formiranje ciklusa kompresije brţe od 

vremena potrebnog za narušavanje kavitacionih mehurića [116]. Pri niskim frekvencama, 

javlja se intenzivnija kavitacija, koja za posledicu ima formiranje lokalnih zona unutar 

tretiranog medijuma sa veoma visokim temperaturama i pritiskom [96]. 

Intenzitet ultrazvučnih talasa: Intenzitet ultazvuka predstavlja snagu emitovanu po 

jedinici površine sonotrode i definisan je kao W/cm
2
, a energija ultrazvuka se definiše kao 

integral emitovane snage u funckiji vremena [107]. Vreme emisije ultrazvučnih talasa je 

obrnuto proporcionalno protoku kroz ultrazvučni ureĎaj (l/h). Uopšteno, sa povećanjem 

intenziteta ultrazvučnih talasa, dolazi do povećanja amplitude talasa što za posledicu daje 

veoma snaţnu imploziju kavitacionih mehura, a količina energije koja moţe biti emitovana 

unutar tretiranog medijuma je ograničena [115,116].  

Karakteristike rastvarača: Kaviteti se lakše formiraju u rastvaračima sa visokim 

pritiskom pare, niskom viskoznošću i malim površinskim naponom [116]. Što je veći 

pritisak pare, implozija mehura će biti blaţa zbog povećanog prodora veće količine pare 

unutar mehura [117]. TakoĎe, prag kavitacije raste sa povećanjem viskoznosti tretiranog 

medijuma. Jedan od načina povećanja viskoznosti jeste stalan porast temperature do 

odreĎene granice koja bi omogućila snaţnu imploziju kavitacionih mehurića. Ukoliko 

temperatura prekorači dozvoljeni opseg, dolazi do povećanja pritiska pare i narušavanja 

sonohemijskih efekata. Stoga, za svaki tretirani medijum postoji optimalna temperatura pri 

kojoj je viskoznost u granicama dozvoljene za postizanje intenzivne kavitacije. 
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Svojstva gasa: Rastvoreni gasovi i mehurići gasa prisutni unutar tretiranog tečnog 

medijuma deluju kao mesta nukleacije za obrazovanje kavitacionih mehura. Stoga se u 

svim procesima kod kojih je kavitacija osnovni faktor za uspostavljanje sonohemijskih 

efekata izbegava degasiranje, jer se smatra kontraproduktivnim. Prisustvo rastvornih 

gasova utiče na formiranje većeg broja kavitacionih jezgara. TakoĎe, velika rastvorljivost 

gasa dovodi do difuzije molekula gasa unutar kavitacionih mehurića, izazivajući na taj 

način manje intenzivnu imploziju [96]. Odnos toplotnih kapaciteta (Cp/Cv) ili politropski 

odnos (γ) i toplotna provodljivost gasa, utiču na količinu osloboĎene toplote tokom 

implozije kavitacionih mehura [116,117]. 

Pritisak: Spoljašnji pritisak i pritisak pare rastvarača predstavljaju dva najbitnija faktora 

koja utiču na fenomen kavitacije. Sa povećanjem spoljašnjeg pritiska, dolazi do povećanja 

praga kavitacije rastvaranjem suspendovanih molekula gasa i na taj način se smanjuje broj 

kavitacionih mehura [118]. Ono što je još vaţnije napomenuti, jeste da, povećanjem 

spoljašnjeg pritiska dolazi do povećanja pritiska unutar kavitacionih mehurića, pa je samim 

tim energija koja se oslobodi tokom implozije mehura veća. Na ovaj način se ostvaruje 

efikasnija kavitacija [106]. Energija potrebna za kavitaciju u medijumima sa niskim 

pritiskom pare je relativno velika zbog smanjenog prenosa mase unutar kavitacionog 

mehura. Stoga, isparljiviji rastvarači imaju pozitivan uticaj na kavitaciju pri niskoj energiji 

ultrazvuka i dovode do stvaranja kavitacionih mehura ispunjenih parnom fazom. 

Temperatura: Pritisak pare, površinski napon i viskoznost fluida su uslovljeni 

temperaturom fluida [118]. Povećanje temperature propagira kavitaciju i dovodi do 

obrazovanja većeg broja kavitacionih mehura pri niskom intenzitetu ultrazvuka. MeĎutim, 

sonohemijski efekti su smanjenji pri ovim uslovima, jer povećan broj kavitacionih mehura 

predstavlja barijeru za prenos ultrazvučnog talasa. Prema tome, kako bi sonohemijski 

efekat bio intenzivan, potrebno je soniciranje izvoditi na niskim temperaturama ili 

korišćenjem rastvarača sa niskim pritiskom pare. Studije kineskih autora pokazale su da 

ekstrakcija flavonoida iz bambusa moţe biti pospešena korišćenjem ultrazvučne ekstrakcije 

na niskim temperaturama, u poreĎenju sa ekstrakcijom flavonoida ostvarenom pomoću 

zagrejane vode na 80 °C [119].  



3.3. Primena ultrazvuka u prehrambenoj industriji 

U svrhu odgovarajuće primene ultrazvuka u pojedinim granama kako prehrambene 

industrije tako i u drugim, vaţno je znati energiju koja je odreĎena snagom ultrazvuka (W), 

intenzitetom (W/cm
2
) i gustinom (Ws/m

3
). Na osnovu prethodno definisane podele 

ultrazvuka na ultrazvuk niske jačine (visoka frekvenca - slaba snaga) i visoke jačine (niska 

frekvenca - jaka snaga), moţe se reći da se ultrazvuk niske snage (1 W/cm
2
, f  = 5-10 MHz) 

uspešno koristi za neinvazivnu detekciju (kontrolu procesa), za karakterizaciju fizičko-

hemijskih svojstava materijala, stimulaciju aktivnosti ţivih ćelija, površinsko čišćenje 

hrane, ekstrakciju, kristalizaciju, filtraciju, sušenje i zamrzavanje, dok se ultrazvuk visoke 

snage (10-1000 W/cm
2
, f = 20-100 kHz) uglavnom primenjuje za ekstrakciju enzima i 

proteina, indukovanje reakcija oksidacije i redukcije, inaktivaciju enzima, indukciju 

nukleacije kod kristalizacije, ubrzavanje reakcija itd (Slika 3.5) [120-127]. 

 

Slika 3.5. Primena ultrazvuka u prehrambenoj industriji 

Jedna od najranijih upotreba ultrazvuka u prehrambenoj industriji i procesiranju hrane 

jeste prilikom emulzifikacije namirnica [123]. Stabilne emulzije stvorene dejstvom 

ultrazvuka našle su primenu u tekstilnoj, kozmetičkoj, farmaceutskoj i industriji hrane 

uopšte. Emulzije dobijene na ovaj način su obično stabilnije od konvencionalno 

proizvedenih i zahtevaju malo ili nimalo prisustvo površinski aktivnih supstanci. TakoĎe, 

ultrazvučno formirane emulzije, u poreĎenju sa emulzijama dobijenim putem drugih 

metoda, imaju manju veličinu kapljica i uţu raspodelu čestica. Ultrazvuk se pokazao 
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delotvornim i tokom stvaranja kristala leda u procesima zamrzavanja vode, jer centri 

kristalizacije nastaju brţe i jednoličnije [128]. Ovo utiče na skraćivanje vremena inicijacije 

kristalizacije i potpunog formiranja leda, čime se smanjuje oštećenje leda i stvaraju se mali 

intracelularni kristali leda. Postoje studije koje su pokazale da ultrazvuk utiče i na prenos 

toplote [129,130]. Biljna tkiva prisutna u voću i povrću poseduju čvrstu ćelijsku strukturu i 

time utiču na stvaranje manjeg otpora širenju kristala leda, te su podloţna ireverzibilnom 

oštećenju prilikom procesa zamrzavanja. Na ovaj način dolazi do gubitka svojstava koja su 

odgovorna za očuvanje stabilnosti i sveţine zamrznute hrane. Kako je očuvanje ćelijske 

strukture funkcija brzine zamrzavanja, brţe zamrzavanje utiče na formiranje velikog broja 

malih kristala leda što rezultira manjim oštećenjem ćelijske strukture. Nasuprot tome, sporo 

zamrzavanje vodi do nastanka manjeg broja kristala leda koji su krupni, pa samim tim utiču 

na razaranje ćelijske strukture biljnih tkiva. Osim ovih primena, ultrazvuk visokog 

intenziteta je našao primenu i u ekstrakciji proteina povećavajući njihovu rastvorljivost i 

dovodeći do smanjenja njihove molekulske mase [131,132]. Zabeleţena je i njegova 

primena u izolaciji skroba iz pirinča, pri čemu su obećavajući rezultati ostvareni 

soniciranjem uzorka u kratkim vremenskim intervalima [133]. Istovremeno, primena 

ultrazvuka uključuje ubrzavanje konvencionalnih reakcija razgradnje polimera i 

polimerizacije [134]. 

Tehnologija ultrazvuka visokog intenziteta je našla primenu i u inkapsulaciji 

terapeutskih proteina, kao što su asparaginaza, insulin i eritropoetin, unutar biorazgradivih 

poli(D,L-laktid-ko-glikolid) mikročestica za kontrolisano otpuštanje in vivo [135,136]. 

Nedavno su objavljene i mnoge studije o uticaju ultrazvuka na konformacione promene 

molekula proteina koje se smatraju glavnim uzročnicima Alchajmerove i Hantingtonove 

bolesti [137]. Soto i sar. (2001) su pronašli novu metodu baziranu na cikličnoj amplifikaciji 

pogrešno uvijenih proteina (na engl. protein misfolding cyclic amplification) kao moguću 

za rano dijagnosticiranje poremećaja biosinteze priona [138]. Metoda se zasniva na vrlo 

preciznoj detekciji prionskih agregata posredstvom ultrazvučnih ciklusa (razaranje agregata 

na manje subjedinice) koji su praćeni naknadnim periodima inkubacije u kojima mali 

agregati deluju kao jezgra za formiranje novih agregata iz rastvorenog prionskog proteina. 

Pregledom literature izdvojeni su različiti primeri primene ultrazvuka u prehrambenoj 

industriji, a njihov popis dat je u Tabeli 3.1.  
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Tabela 3.1. Pregled efekata ultrazvuka u različitim tretmanima 

Supstrat Tretman Uticaj ultrazvuka Izvor 

Lipaze 

Proteaze 

20 kHz, 350–600 kPa, 110-

140 °C, 60-150 μm fosfatni 

pufer 

(pH 5,5–8,0) 

Smanjena aktivnost oba enzima; 

Uticaj amplitude zavisan od 

temperature; 

Dezaktivacija lipaze 

manotermosonikacijom zavisna od pH 

[139] 

Lizozim 

iz 

belancet

a 

20 kHz, 50–80 °C,  

200 kPa, 117 μm 

fosfatni pufer (pH 6,2) 

Smanjena aktivnost 10 puta; 

Gubitak katalitičke aktivnosti; 

Pojava slobodnih sulfhidrilnih grupa 

[140] 

Govedina 20 kHz, 150 W i 300 W 

30 i 120 min 

Povećan kapacitet vezivanja vode; 

Poboljšana mekoća mesa 

[141] 

Jabuke  

(Malus Granny 

Smith) 

40kHz 

131,3–0,23W/cm
2
  

120 s na 0 °C ili  na -1 °C 

u etilenu glikol:voda (1:1) 

Značajno unapreĎena brzina 

zamrzavanja; 

Indukovana primarna nukleacija 

[142] 

α-laktalbumin 

(10%-tni) 

20 kHz/39–44 W/cm
2
,  

15 i 30 min na 4–8 °C 

Poboljšana rastvorljivost; 

Smanjena molekulska masa proteina; 

UnapreĎena svojstva penjenja 

[143] 

Protein soje 

(10%-tni) 

20 kHz/75–83 W/cm
2
, 

105–110 W/cm
2
 i  

131–138 W/cm
2
,  

10–30 min 

Povećan sadrţaj slobodnih SH grupa; 

Povećana površinska hidrofobnost i 

rastvorljivost proteina; 

Smanjene meĎumolekulske interakcije 

[144] 

Pileće grudi i 

gelovi na bazi 

soje 

20 kHz/450W, 0, 3, 6, 9 i 

12 min, na 4–8 °C 

Dobijen viskozoelastični gel; 

Homogena mikrostruktura 

 

[145] 

Lignje 

(Dosidicus 

gigas) 

20–140 kHz/45–360 W,  

10–50 min na 20 °C 

Neznatna promena pH; 

Smanjenje senzornih svojstava; 

Poboljšan kapacitet vezivanja vode;  

Povećana fleksibilnost i smanjena 

tvrdoća 

[146] 

Jagode 40 kHz 350 W/l, 10 min Smanjen sadrţaj mezofilnih 

mikroorganizama, plesni i kvasaca 

[147] 

Čeri paradajz 45 kHz, 10 min, 25 °C 

UZ*+ persirćetna kiselina 

(40 mg/l) 

Smanjen sadrţaj  

Salmonella enterica Typhimurium 

[148] 

3.4. Fiziĉko-hemijske promene proteina izazvane ultrazvuĉnim talasima 

Na osnovu dostupne literature, uviĎa se prisustvo velikog broja radova koji su se bavili 

uticajem ultrazvučnog tretmana na fizičko-hemijske promene proteina, pa se moţe 

zaključiti da je ova tematika postala predmet opseţnih naučnih istraţivanja prethodnih 

godina (Tabela 3.1). 
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Ultrazvučni tretman se pokazao kao efikasan izbor za poboljšanje rastvorljivosti 

proteinskih formulacija u formi prahova, u poreĎenju sa drugim konvencionalnim i često 

korišćenim tehnikama, kao što je npr. intenzivno mešanje karakteristično po jakim 

smicajnim silama [149,150]. Sinergistički efekat hidrostatičkog pritiska i ultrazvučne 

kavitacije se smatra odgovornim za razaranje aglomerata proteinskih prahova i na ovaj 

način dolazi do povećanja stepena rastvorljivosti. U odnosu na konvencionalno mešanje ili 

homogenizaciju visokim pritiskom, koja se često koristi za povećanje rastvorljivosti 

proteina mleka sa visokim sadrţajem micelarnog kazeina, tehnika ultrazvuka se smatra 

boljim izborom [149]. 

Štaviše, pokazano je da ultrazvučni talasi utiču na smanjenje veličine agregata kazeina 

u vodenom rastvoru, što je posledica prisustva jakih smicajnih sila unutar tečnog medijuma 

izazvanih ultrazvučnom kavitacijom [150-153]. UtvrĎeno je da produţeno dejstvo 

ultravuka utiče na povećanje veličine agregata nastalih u meĎusobnim interakcijama 

proteina surutke ili kazein-surutka interakcijama [150,153]. Povećanje temperature tokom 

ultrazvučnog tretmana se smatra odgovornim za formiranje ovih agregata. Istraţivanja 

druge grupe autora su se, takoĎe, bavila uticajem utrazvučnog tretmana na veličinu agregata 

proteina surutke (suspenzija, koncentrati, izolati, retentat) i utvrĎeno je da usled raskidanja 

nekovalentnih interakcija (vodonične veze, hidrofobne i elektrostatičke interakcije) dolazi 

do smanjenja veličine agregata proteina surutke [154,155]. Isto tako, utvrĎeno je da 

povećanje temperature tokom utrazvučnog tretmana goveĎeg seruma albumina dovodi do 

povećanja veličine čestica [156]. Jedna grupa autora bavila se uticajem ultrazvuka na 

strukturu obezmašćenih proteina pšeničnih klica, kao i na njihove hidrolizate dobijene 

dejstvom enzima alkalaze i došli su do zaključka da su netretirani uzorci nepravilnog oblika 

čiji prečnici variraju u opsegu od nekoliko mikrona do 20 μm, a da su tretirani uzorci (20 

min - 20 kHz) manjih dimenzija i da njihov maksimalni prečnik iznosi 10 μm. Formiranje 

agregata je posledica formiranja nekovalentnih interakcija izmeĎu molekula proteina, pre 

svega elektrostatičkih i hidrofobnih, a dejstvom ultrazvuka dolazi do narušavanja tih 

interakcija i razgradnje molekula proteina na manje fragmente. TakoĎe, SEM analizom je 

potvrĎeno da hidrolizovani uzorci nakon ultrazvučnog tretmana postaju „labaviji― nego 

netretirani, što je objašnjeno time da ultrazvuk narušava strukturu agregata olakšavajući 



Doktorska disertacija Andrea B. Stefanović 
 

 

29 
 

alkalazi prilaz unutar agregata koji se manifestuje oslobaĎanjem hidrofobnih aminokiselina 

iz unutrašnjosti molekula proteina [157]. 

U skladu sa prethodnim stavkama, ultrazvučni tretman proteina mahunarki (proteini 

soje, graška, pasulja) i proteina pšeničnog glutena je, takoĎe, uticao na smanjenje veličine 

proteinskih agregata, dok je ultrazvučni tretman proteina belanceta pokazao suprotan 

učinak na veličinu čestica proteina belanceta [158-163]. Povećanje čestica proteina 

belanceta nakon ultrazvučnog tretmana pripisano je denaturaciji proteina izazvanoj 

povećanjem temperature tretiranog medijuma tokom trajanja ultrazvučnog tretmana. Sa 

druge strane, sonikacija izolata proteina riţe nije značajno uticala na promenu veličine 

čestica, što je objašnjeno nedovoljnom količinom emitovane akustične energije za 

raskidanje disulfidnih veza odgovornih za odrţavanje strukture agregata [160]. Stoga, moţe 

se zaključiti da je promena veličine agregata proteina prouzrokovana ultrazvučnim talasima 

posledica raskidanja nekovalentnih interakcija koje su odgovorne za odrţavanje stabilne 

strukture agregata proteina u vodenim rastvorima. 

Što se tiče uticaja ultrazvučnih talasa na primarnu strukturu proteina, pokazano je da ne 

dolazi do promene primarne strukture velikog broja proteina, uključujući koncentrat 

proteina mleka, suspenziju proteina surutke, pšenični gluten, izolat proteina crnog pasulja, 

ţelatin i proteine belanceta [144,151,159,161]. Na osnovu ovoga, moţe se konstatovati da 

energija ultrazvuka nije dovoljna da dovede do raskidanja peptidne veze i utiče na promenu 

aminokiselinskih sekvenci unutar proteina. Studije Kris-a (2011) su pokazale male izmene 

u raspodeli molekulske mase proteina belanceta nakon ultrazvučnog tretmana, što je 

objašnjeno raskidanjem disulfidnih veza izmeĎu ostataka cisteina u belancetu [163]. Ovo je 

logično objašnjenje, jer se zna da je energija disulfidne veze mnogo manja u odnosu na 

energiju peptidne veze koja je zasluţna za odrţavanje primarne strukture proteina (Tabela 

3.2). 
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Tabela 3.2. Energija hemijskih veza prisutnih u molekulima proteina [164] 

Tipiĉne hemijske veze prisutne u proteinima Energija veze 

 (kJ/mol) 

 

 

 

Veze unutar peptidnih lanaca 

C-N  

(peptidna veza) 

285 

C=N 615 

C-C 348 

N-H 391 

C-H 413 

C=O 799 

MeĊumolekulske veze izmeĊu 

aminokiselina 

Vodonična veza 4-13 

S-S 226 

 

Generalno, moţe se pre reći da se energijom ultrazvuka više podstiče raskidanje 

nekovalentnih interakcija, nego raskidanje kovalentnih veza. Ipak, studije Jambrakove i sar. 

(2010, 2014) su pokazale da dolazi do značajnog smanjenja molekulske mase α-

laktalbumina i proteina surutke (koncentrat/izolat) nakon primene ultrazvučnog tretmana, 

što nije u saglasnosti sa ostalim dostupnim literaturnim podacima iz ove tematike 

[143,155]. 

Kada je u pitanju viskoznost proteina, pokazano je da primenom ultrazvučnog tretmana 

dolazi do smanjenja viskoznosti kalcijum-kazeinata, koncentrata proteina mleka, retentata 

proteina surutke, izolata proteina soje i proteina belanceta, dok kod α-laktalbumina i 

obranog mleka u prahu nisu primećene značajne promene viskoznosti [143,144,151-

153,162]. Smanjena viskoznost je posledica smanjenja veličine agregata proteina usled 

ultrazvučne kavitacije. Prostorno rastojanje izmeĎu susednih agregata proteina se povećava 

nakon smanjenja veličine agregata dejstvom ultrazvučnih talasa, što utiče na povećanje 

koncentracije proteina dovodeći direktno do smanjenja viskoznosti rastvora proteina. 

Nezaobilazno je navesti i značajna unapreĎenja emulgacionih svojstava koncentrata 

proteina mleka, izolata proteina mleka, proteina goveĎeg ţelatina, izolata proteina soje, 

izolata proteina graška, proteina pšeničnog glutena i proteina oraha [151,160,161, 

165,166,167]. Uticaj ultrazvuka na olakšano stvaranje emulzija i njihovu poboljšanu 

stabilnost ogleda se u povećanju hidrofobnosti molekula proteina i izlaganju hidrofobnih 

grupa unutar molekula proteina ka rastvaraču nakon ultrazvučnog tretmana. TakoĎe, 
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pregledom literature pronaĎeno je da je nakon soniciranja proteina surutke, soje i crnog 

pasulja došlo do povećanja hidrofobnosti i brzine adsorpcije proteina na graničnoj površini 

ulje-voda, što je detektovano merenjem površinskog napona [159]. Jedna grupa autora 

radila je istraţivanja sa proteinima goveĎeg ţelatina i tehnikom vizualizacije strukture 

pomoću SEM analize na izrazitoj niskoj temperaturi (na engl. cryo-SEM), utvrdili su 

postojanje različite morfologije kod ultrazvučno tretiranog ţelatina, u odnosu na netretirani 

kontrolni ţelatin [160]. Smanjena veličina vlakana ţelatina nakon ultrazvučnog tretmana 

uticala je na formiranje stabilnijih emulzija. 

ĐanĎun (Yanjun) i sar. (2014) su se bavili ispitivanjem uticaja ultrazvuka na površinsku 

hidrofobnost i rastvorljivost koncentrata proteina mleka i dobijeni rezultati su pokazali da 

ultrazvučni pretretman indukuje „odmotavanje― molekula proteina. Ovaj fenomen dovodi 

do izlaganja hidrofobnih grupa i regiona unutar molekula ka polarnijem okruţenju [151]. 

Čandrapala (Chandrapala) i sar. (2011) su pokazali da površinska hidrofobnost koncentrata 

proteina surutke opada nakon više od 5 min soniciranja, usled formiranja proteinskih 

agregata koji štite hidrofobne regione molekula proteina [105]. Ovi delimično denaturisani 

proteini sa povećanom površinskom hidrofobnošću mogu prouzrokovati jako vezivanje i 

redukovati površinsku hidrofobnost. TakoĎe, rastvorljivost ovih proteina se povećava 

dejstvom ultrazvuka jačine 20 kHz u različitim vremenskim intervalima. Slični rezultati su 

dobijeni za izolate i koncentrate proteina soje. Povećanje rastvorljivosti koncentrata 

proteina mleka se moţe objasniti promenama u trodimenzionalnoj strukturi globularnih 

proteina koje dovode do povećanja broja naelektrisanih grupa (NH
4+

, COO
-
). U ovakvim 

uslovima povećavaju se interakcije izmeĎu proteina i molekula vode zbog većih 

elektrostatičkih sila. Povećanje temperature nakon tretmana takoĎe povećava rastvorljivost, 

što je u skladu sa činjenicom da se rastvorljivost proteina generalno povećava na 

temperaturama izmeĎu 40 i 50 °C [151]. 

Informacija dostupnih u literaturi na temu uticaja utrazvučnog tretmana na proteine 

belanceta (nativne i/ili hidrolizate) je jako malo. Upotreba proteina belanceta u 

prehrambenoj industriji je od jako velikog interesa, jer zbog jedinstvenog aminokiselinskog 

sastava oni spadaju u najkvalitetnije proteine hrane. Iako imaju odgovarajuću biološku 

vrednost i funkcionalna svojstva, njihova šira komercijalna primena kao proteinskih 

dodataka ishrani ograničena je zbog alergenosti, nedovoljne svarljivosti, termolabilnosti i 
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velike viskoznosti. Na osnovu pregleda literature i prethodne diskusije vezane za uticaj 

ultrazvuka na fizičko-hemijska svojstva proteina iz različitih izvora, tema ove doktorske 

disertacije je upravo potencijalna primena ultrazvuka u cilju poboljšanja tehnološko-

funkcionalnih svojstava proteina belanceta i njegovih hidrolizata. 

Tabela 3.3. Primeri uticaja ultrazvuka na fizičko-hemijska svojstva proteina 

Poreklo proteina Referenca 

 

 

 

 

Mleko i mleĉni 

proizvodi 

Kazein [168] 

Natrijum-kazeinat [165,169] 

Kalcijum-kazeinat [152] 

Koncentrati i izolati proteina mleka i 

mleko u prahu 

[149,150-153,165,170] 

Koncentrati i izolati proteina surutke 

(uključujući goveĎi serum albumin i α-

laktalbumin) 

[89, 105,143,152,154-

156,162,165,171-173] 

 

Ţivotinjsko 

 

Belance [37,160,162,163] 

Ţelatin (goveĎi i riblji) [160] 

 

Ţitarice 

Izolat proteina riţe [160] 

Pšenični gluten [161] 

 

 

Mahunarke 

Koncentrat i izolat proteina soje 

(uključujući sojine ljuspice) 

[144,160,162,167,174,175] 

Izolat proteina graška [160] 

Izolat proteina crnog pasulja [159] 

Izolat proteina mung pasulja [158] 

 

Voće 

Orah [166] 

Kikiriki [176,177] 
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3.5. Ramanova spektroskopija 

Kako molekuli predstavljaju sisteme atoma koji su medjusobno povezani odredjenim 

silama, kao rezultat ovih elastičnih veza, moguće je oscilovanje atoma unutar molekula. 

Oscilovanja atoma i promene koje se dešavaju usled ovakvih kretanja opisana su 

vibracionim spektrima. Karakteristike ovih spektara zavise od mase atoma, njihovog 

geometrijskog uredjenja u molekulu, kao i od intenziteta sila koje povezuju ove atome. 

Kako svaka supstanca, odnosno molekul, poseduje svoje jedinstvene karakteristike, tako će 

se razlikovati njihovi vibracioni spektri. Korišćenjem Ramanove spektroskopije moguće je 

identifikovati vrstu nepoznatog molekula. Takodje, moguće je odredjivanje molekulske 

strukture i proračunavanje drugih karakteristika molekula iz njihovih vibracionih spektara. 

Zbog toga, danas ove vrste spektroskopije imaju veliku ulogu u nauci. 

Ramanova spektroskopija je tehnika koja daje informacije o eventualnim strukturnim 

promenama proteina nastalim usled primene nekog pretretmana (termički, ultrazvučni, UV 

zračenje, visok pritisak). Osnovni principi Ramanove spektroskopije bazirani su na 

ekscitaciji elektrona koji se nalaze u orbitalama najbliţim jezgru atoma i njihovim 

naknadnim vibracionim prelazima. Uopšteno govoreći, Ramanova spektroskopija temelji se 

na neelastičnom rasipanju elektromagnetnog zračenja usled njegove interakcije s 

vibracionim stanjima molekula [178]. Ekscitacija dovodi do prelaska elektrona u stanje sa 

većom energijom i to se postiţe direktnim izlaganjem uzorka izvoru monohromatskog ili 

infracrvenog zračenja. Prelazak elektrona u stanje manje energije dovodi do emisije fotona. 

Ukoliko je energija pobuĎenog zračenja dovoljna za prelaz izmeĎu elektronskih stanja, 

pobuĎeno zračenje se apsorbuje. Pri povratku u osnovno elektronsko stanje, osim gubitka 

energije otpuštanjem toplote, pojedini molekuli mogu emitovati zračenje. Razlika u 

frekvenci fotona i izvora svetlosti se detektuje i definisana je kao Ramanov pomeraj. 

Intenzitet rasute svetlosti u funkciji promene talasnog broja pomeraja daje Ramanov 

spektar, a promene intenziteta i izgleda Ramanovih pikova (vibraciona frekvenca) su 

posledica narušavanja strukture proteina i njihovih funkcionalnih grupa [179]. Na osnovu 

ovih podataka, dobija se uvid u promenu sekundarne strukture proteina. Bitno je naglasiti 

da su velike prednosti Ramanove spektroskopije mogućnost rada sa izrazito razblaţenim 

uzorcima proteina, jer se zna da su proteini skloni agregaciji pri visokim koncentracijama 

[180,181]. 
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Vibracije dozvoljene u Ramanovom spektru su one pri kojima dolazi do promene 

polarnosti molekula. Rejlijevo rasejanje podrazumeva elastično rasipanje zračenja pri kom 

su frekvence pobuĎenog i rasejanog zračenja jednake, dok je Ramanovo rasejanje 

neelastično, pri kom se frekvenca rasutog zračenja razlikuje od frekvence pobuĎenog 

zračenja. Ukoliko se molekuli nakon pobuĎivanja vraćaju u viši vibracioni nivo osnovnog 

elektronskog stanja, emitovani foton je manje frekvence od pobuĎenog i ta pojava se naziva 

Stoksovo rasejanje. Fluorescencija kao način deaktivacije molekula iz pobuĎenog u 

osnovno stanje vrlo često moţe da maskira Stoksovo rasejanje, te su stoga merenja proteina 

koji imaju sposobnost flurescencije oteţana. Pri anti-Stoksovom rasejanju frekvenca 

emitovanog fotona je veća od frekvence pobuĎenog fotona, budući da se molekuli pobuĎeni 

iz višeg vibracionog nivoa, vraćaju u niţi vibracioni nivo osnovnog elektronskog stanja. 

Proces Ramanovog rasejanja manje je verovatan od elastičnog Rejlijevog rasejanja, jer se 

tek jedan od 10
6
-10

8
 fotona neelastično rasejava. TakoĎe, prema Bolcmanovoj raspodeli, na 

sobnoj temperaturi je većina molekula u osnovnom elektronskom stanju, dok je vrlo mali 

broj molekula u pobuĎenom stanju, odnosno višim nivoima osnovnog stanja. Ramanovo 

rasejanje koji se temelji na Stoksovom neelastičnom rasejanju smatra se verovatnijim od 

anti-Stoksovog rasejanja, na sobnoj temperaturi [182].   

Potrebno je naglasiti da Ramanova spektroskopija ima posebne prednosti za detekciju 

promene strukture proteina i/ili drugih jedinjanja koja ulaze u sastav hrane, jer daje veoma 

slab signal za vodu, što je od značaja zbog prisustva vode u mnogim (i do 75%) 

prehrambenim namirnicama [183]. Nedavno su mnoga istraţivanja bila usmerena na 

primenu vibracione sprektroskopije u analizi različitih proteina hrane, uključujući mlečne 

proteine, kao i proteine ribe i mesa [183-185]. Što se tiče proteina belanceta, postoje studije 

koje su se bavile ispitivanjem uticaja termičkog tretmana i tretmana visokim pritiskom na 

pojedinačne proteine belanceta, kao što je ovalbumin. Ngarize i sar. (2004) su utvrdili da 

primenom termičkog i tretmana visokim pritiskom dolazi do promene unutar Amid III 

regiona albumena belanceta [186]. Ova promena je posledica izmenjene strukture β-

naboranog lista. Detektovan je manji udeo strukture β-naboranog lista nakon tretmana 

visokim pritiskom. Ista grupa autora je, takoĎe, utvrdila da tretman pritiskom u intervalu od 

400-600 MPa manje utiče na sadrţaj disulfidnih veza proteina belanceta, u poreĎenju sa 

termičkim tretmanom belanceta [187]. Nasuprot ovim rezultatima, studije drugih 
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istraţivača su pokazale da termički tretman čistog ovalbumina dovodi do povećanja 

strukture β-naboranog lista i smanjenje udela α-heliksa. Nakon tretmana visokim pritiskom, 

zabeleţen je dvostruko veći udeo β-strukture, a zadrţan je skoro isti odnos udela β-

naboranog lista i α-heliksa. Isto tako, utvrĎeno je da je denaturacija ovalbumina manje 

izraţena nakon tretmana od 600 MPa, 20 min, u odnosu na termički tretman izveden na 

temperaturi od 90 °C tokom 30 min [35]. Ireverzibilne promene sekundarne strukture 

ovalbumina su detektovane i u studijama Smita (Smith) i sar. (2000). Tretman pritiskom 

većim od 400 MPa uticao je na smanjenje udela α-heliksa i povećanje udela β-strukture 

[188]. Ajameti (Iametti) i sar. (1998) su ustanovili da dodatak natrijum-hlorida rastvoru 

ovalbumina utiče na manje izmene sekundarne strukture, što je potvrĎeno tehnikom 

cirkularnog dihroizma [34].  

4. TEHNOLOŠKO-FUNKCIONALNA SVOJSTVA PROTEINA 

Po definiciji, tehnološko-funkcionalna svojstva (negde se navodi samo funkcionalna) 

predstavljaju fizičke i hemijske osobine proteina koje utiču na ponašanje istih u različitim 

sistemima tokom prerade, skladištenja, pripreme i upotrebe. U širem smislu, funkcionalnost 

predstavlja bilo koju sposobnost proteina (osim njegove hranljive vrednosti) koja utiče na 

njegovu primenu. Neka od najvaţnijih funkcionalnih svojstava proteina data su Tabeli 4.1, 

dok su aspekti proteinske funkcionalnosti i meĎusobne veze prikazane na Slici 4.1. 

Prema Hurelu (Hurrell) (1980), proteini spadaju u najreaktivnije molekule koji su 

prisutni u hrani. Mogu da reaguju sa mastima i njihovim oksidacionim proizvodima, 

polifenolima, redukujućim šećerima i mnogim drugim molekulima koji su prisutni u 

prehrambenim proizvodima. U ovim reakcijama dolazi do smanjenja njihove hranljive 

vrednosti, tamnjenja i formiranja različitih ukusa, a veoma često moţe doći i do pojave 

toksičnosti [189]. 
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Tabela 4.1. Funkcionalna svojstva proteina hrane [190] 

Svojstva Funkcionalni kriterijum 

Organoleptiĉka Ukus, miris, boja 

Hidratacija Rastvorljivost, apsorpcija vode, geliranje, viskoznost, zgušnjavanje, 

kvašenje, sinerezis 

Površinska Penjenje (aeracijom, mućenjem), emulgovanje, formiranje filma 

Vezujuća Vezivanje masti 

Strukturna Elastičnost, adhezija, agregacija, kohezivnost, umreţavanje, 

ugušćavanje, formiranje vlakana 

Reološka Viskoznost, geliranje, tekstura, zamućenost 

Enzimska Koagulacija (kod sirenja), omekšavanje (proteaze) 

Blendirajuća Komplementarnost (pšenica-soja, gluten-kazein) 

Antioksidativna Sprečavanje pojave arome (tečne emulzije) 

 

Veoma je bitna i interakcija proteinskih molekula sa molekulima vode, što utiče na 

funkcionalne osobine kao što su viskoznost, geliranje, rastvorljivost, emulgovanje, reološke 

osobine (uključujući teksturna i senzorna svojstva) i ponašanje proteina kao surfaktanata. 

Rastvorljivost proteina je povezana sa njihovom funkcionalnošću i potencijalnom 

primenom. Inhibicija vode u proteinima je veoma značajna u mnogim prehrambenim 

proizvodima, jer prisustvo vode značajno utiče na viskoznost i zgušnjavanje. Efekat 

bubrenja varira u zavisnosti od vrste proteina, veličine proteinskih molekula, pH, jonske 

jačine rastvora i temperature. Proizvodi od mleka i soje se smatraju adekvatnim 

proteinskim aditivima koji se koriste za zadrţavanje vode u hrani. Štaviše, dostupnost vode 

igra bitnu ulogu u procesu čuvanja hrane i utiče na hemijsku i mikrobiološku kontaminaciju 

hrane tokom skladištenja. Faktori kao što su priroda rastvarača, uslovi i metode ekstrakcije, 

priroda i koncentracija proteina, utiču na funkcionalne osobine ekstrahovanih proteina 

[189,191,192]. 
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Slika 4.1. Aspekti proteinske funkcionalnosti i njihove meĎusobne veze [193] 

 

Ne manje bitno svojstvo proteina je njihova sposobnost formiranja gela koji moţe biti u 

formi agregata ili u formi čistog gela [194]. Proteinski gelovi mogu biti formirani dodatkom 

soli, enzima, promenom pH vrednosti i zagrevanjem. Proces formiranja gela izazvan 

termičkim faktorom se odigrava kroz četiri faze: „odmotavanje― proteina, vezivanje vode, 

protein-protein interakcije i tzv. „imobilizacijom vode―. Kad se protein izloţi termičkom 

tretmanu, veze koje odrţavaju sekundarnu i tercijarnu strukturu počinju da slabe i na nekoj 

kritičnoj temperaturi se raskidaju (termička denaturacija). U početnoj fazi termičke 

denaturacije, većina proteina počinje da se odmotava. Ovo odmotavanje često dovodi do 

blagog povećanja količine vode vezane za protein. Ako protein-protein interakcije dovedu 

do formiranja trodimenzionalne mreţe sposobne za zarobljavanje molekula vode, gel moţe 

da se formira. Ukoliko je mreţa isuviše slaba, doći će do povećanja viskoznosti koje neće 

uticati na protok fluida i gel neće moći da se formira. Sa druge strane, ukoliko su protein-

protein interakcije isuviše jake, moţe doći do narušavanja strukture trodimenzionalne 

mreţe i izlaska molekula vode iz nje. Upravo je ravnoteţa izmeĎu privlačnih sila 

odgovornih za formiranje mreţe i odbojnih sila neophodnih za odrţavanje njene strukture 

potrebna za proces formiranja gela [195,196]. Kazein i proteini belanceta formiraju gelove 

u formi agregata koji se odlikuju neprozirnošću zbog veoma velike razmere proteinskih 

agregata. Čisti gelovi se formiraju od manjih čestica (izolati proteina surutke) i imaju veliki 

kapacitet zadrţavanja vode. Kod mnogih mlečnih proizvoda, formiranje gela je uslovljeno 
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dodatkom kiseline ili kombinovanom aktivnošću kiseline i odgovarajućeg enzima. Na 

primer, majonez predstavlja „ulje u vodi― emulziju u kojoj se proteini ţumanceta ponašaju 

kao emulgator. Prisustvo sirćetne kiseline u formi sirćeta ili limunske kiseline iz limunovog 

soka za posledicu ima stvaranje emulzije u formi gela, zbog toga što dolazi do interakcija 

koje se ogledaju prekrivanjem emulgujućih kapljica posredstvom proteina [197]. 

4.1. Stanja proteinskih molekula koja utiĉu na funkcionalnost proteina 

4.1.1. Nativno stanje proteina 

Promena uslova sredine dovodi do izmene u broju molekula proteina prisutnih u 

različitim specifičnim konformacijama, pa dolazi do izmene konformacije proteina koja se 

bitno razlikuje od njihove nativne konformacije. Uopšteno je poznato da molekuli proteina 

mogu biti u svom nativnom (prirodnom) stanju ili u denaturisanom stanju (razmotani). 

Nativno stanje proteina podrazumeva konformaciju prilagoĎenu standardnim uslovima 

sredine u kojoj se proteini nalaze, to jeste uslovima koji odgovaraju njihovom prirodnom 

okruţenju. Denaturisano stanje je konformacija kojoj se proteini prilagoĎavaju kada doĎe 

do delimičnog ili potpunog odmotavanja proteinskih lanaca, prilikom kog proteini teţe 

obrazovanju fleksibilne konformacije nasumičnog klupka (na engl. random coil). Nedavne 

studije su pokazale da globularni proteini, meĎu koje spadaju i proteini belanceta, mogu 

imati strukturne intermedijare (delimično uvijene) koji se formiraju izmeĎu nativnog i 

denaturisanog stanja i koji su definisani kao stanje rastopljene globule (na engl. molten 

globule state) ili stanje delimično ureĎene konformacije [198]. 

4.1.2. Denaturisano stanje proteina 

Funkcionalna svojstva proteina su uglavnom uslovljena promenom stanja proteina iz 

jednog u drugo. Na primer, proteini mogu pretrpeti prelaz iz uvijene forme u razvijenu 

konformaciju ili iz neadsorbovanog u adsorbovano stanje. U prvoj aproksimaciji, ovaj tip 

prelaza se moţe predstaviti kao ravnoteţa izmeĎu dve stanja [199]. Konformacija proteina 

na odreĎenoj temperaturi zavisi od ravnoteţe izmeĎu faktora koji favorizuju nativno i 

denaturisano stanje. Ovi faktori uključuju hidrofobne interakcije, elektrostatičke interakcije, 

vodonične veze, Van der Valsove sile, sterne interakcije i konfiguracione efekte entropije 

[200,201]. Proteini zauzimaju ono kinetičko stanje koje se karakteriše niţom slobodnom 
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energijom pod dominantnim uslovima sredine. Smatra se da su glavni faktori koji utiču na 

stabilizaciiju nativnog stanja globularnih proteina hidrofobni efekti. Molekuli teţe da 

prilagode svoj poloţaj tako da im nepolarne aminokiseline budu locirane u unutrašnjosti, a 

polarne na spoljnoj strani molekula, prilikom čega se zauzima konformacija koja dovodi do 

minimalizacije nepoţeljnih termodinamičkih hidrofobnih interakcija [202]. Najbitniji faktor 

koji favorizuje denaturisano stanje globularnih proteina jeste entropija konformacije 

molekula koja raste sa povećanjem temperature. Nakon povećanja temperature do odreĎene 

granice, globularni proteini se razvijaju, jer su sile koje favorizuju denaturisano stanje 

(entropija konformacije) znatno veće od onih koje favorizuju nativno stanje proteina 

(hidrofobne interakcije). 

Denaturacija izaziva bitne promene molekulske strukture i funkcionalnih svojstava 

proteina [42]. Nakon denaturacije, stabilnost proteina se narušava, a paralelno dolazi do 

povećanja hidrofobnosti molekula usled prisustva većeg broja nepolarnih aminokiselinskih 

ostataka iz unutrašnjosti molekula [203]. Kao posledica ovoga, odreĎene hidrofobne grupe 

postaju više dostupne za razliku od sulfhidrilnih grupa čiji se broj smanjuje. Ovaj nastali 

―hidrofobni efekat‖ na nivou sekundarne strukture se ogleda u tome što dolazi do smanjenja 

udela α-heliksa, a povećanja udela β-naboranog lista. Promene sekundarne strukture kod 

proteina belanceta imaju veliki značaj na funkcionalna svojstva proteina belanceta, kao što 

su sposobnost stvaranja gela i rastvorljivost proteina. Denaturisani molekuli proteina su 

reaktivniji od netretiranih molekula zbog činjenice da kovalentne i nekovalentne interakcije 

mogu biti prerasporeĎene izmeĎu susednih molekula pri odgovarajućim uslovima. 

Evidentno je da brzina procesa denaturacije zavisi od unutrašnjih i spoljašnjih faktora. 

U unutrašnje faktore spadaju koncentracija i sastav proteina, dok su spoljašnji faktori 

temperatura i vreme zagrevanja, pH, jonska jačina i prisustvo odreĎenih aditiva. Na primer, 

kompaktni proteini koji se sastoje iz nekoliko disulfidnih veza zahtevaju prilično veliku 

termičku energiju kako bi uopšte došlo do narušavanja njihove strukture. Sa druge strane, 

upravo zbog odsustva disulfidnih veza u molekulu konalbumina (protein belanceta), on se 

smatra izrazito termolabilnim proteinom za čiju denaturaciju nisu potrebne visoke 

temperature. U poreĎenju sa drugim proteinima belanceta, konalbumin postaje nerastvoran 

na znatno niţim temperaturama te stoga ovo predstavlja limitirajući faktor pri termičkom 

tretmanu belanceta [26,191,197]. Termički tretman se smatra jednom od najvaţnijih 
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procesnih tehnika koje se koriste prilikom procesiranja hrane u čiji sastav ulaze globularni 

proteini. Primeri termičkih tretmana koji se koriste u prehrambenoj industriji su, na primer, 

pasterizacija, sterilizacija, kuvanje, zamrzavanje, hlaĎenje [204]. Mnogi globularni proteini 

se denaturišu dejstvom temperature, pri čemu povećanje temperature dovodi do olakšanog 

kretanja molekula što za posledicu ima raskidanje vodoničnih veza. Ukoliko se desi da se 

neke vodonične veze raskinu, struktura proteina (na primer α-heliks) će biti narušena i 

oslabljena, pa će se preostale vodonične veze lakše raskinuti. Denaturacija proteina 

povećanjem temperature je proces koji počinje gotovo neočekivano na tačno definisanoj 

kritičnoj temperaturi, a završava se na temperaturi koja je neznatno veća od kritične. Na 

primer, ljudsko telo ne moţe da podnese temperaturu veću od 42 °C zbog toga što ključni 

proteini gube svoju funkciju [205,206]. Na Slici 4.2. prikazano je termički indukovano 

geliranje proteina belanceta izazvano povećanjem temperature i denaturacijom proteina. 

 

 Slika 4.2. Šematski prikaz termički indukovanog geliranja proteina belanceta [3] 

 

Osim termičkog tretmana, na denaturaciju proteina značajan uticaj imaju i pretretman 

visokim pritiskom, dehidratacija, snaţno mešanje i homogenizacija, kao i primena 

ultrazvučnih talasa. Uticaj ultrazvuka na strukturna i funkcionalna svojstva proteina 

belanceta je veoma malo izučavan. Kao što je već napomenuto, funkcionalna svojstva 

proteina uslovljena su njihovom molekulskom strukturom koja je posledica inter- i intra-

molekulskih interakcija kao što su kovalentne i nekovalentne veze. Struktura, a samim tim i 

funkcionalna svojstva proteina mogu biti promenjena hemijskim ili enzimskim reakcijama 

od kojih su najčešće reakcije oksidacije, glikozilacije, fosforilacije, zatim, reakcije 
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metilovanja i acilovanja. Efikasnost ovih reakcija zavisi od temperature samog procesa i 

primene mehaničkih sila kao što su visok pritisak ili smicanje [156]. Što se tiče molekula 

proteina, promene njihovih funkcionalnih svojstava dejstvom ultrazvuka zavise od jačine 

ultrazvučnih talasa, duţine ultrazvučnog pretretmana i uslova sredine u kojoj se izvodi 

reakcija (temperatura, pritisak, pH rastvora i jonska jačina). Ove promene su posledica 

intenzivnih modifikacija na nivou sekundarne i tercijarne strukture samih molekula proteina 

(Slika 4.3). Neophodno je napomenuti da je nekada poţeljno da se struktura proteinskih 

molekula bitno naruši, kao što je to slučaj kod inaktivacije enzima i uklanjanja gorkog 

ukusa pojedinih peptida. Dejstom ultrazvučnih talasa se izmeĎu ostalog utiče i na brzinu 

adsorpcije, aktivnost enzima, brzinu geliranja molekula proteina kao i na stabilnost pene 

[207]. 

 

Slika 4.3. Šematski prikaz dejstva ultrazvuka na molekule proteina [207] 

4.1.3. Stanje rastopljene globule (stanje delimiĉno ureĊene konformacije) 

Stanje delimično ureĎene strukture, poznato pod nazivom stanje rastopljene globule (na 

engl. molten globule state) predstavlja prelazno stanje izmeĎu nativnog i denaturisanog 

stanja proteina. Upostavlja se u stanju ravnoteţe izmeĎu ova dva stanja, a u nekim 

proteinima se javlja i kao kinetički intermedijar prilikom ponovnog uvijanja molekula 

proteina (na engl. refolding). Ovo stanje se javlja pri blagim uslovima denaturacije 

proteina, kao što su umereno niske ili visoke pH vrednosti, visoka temperatura ili pritisak, 



Doktorska disertacija Andrea B. Stefanović 
 

 

42 
 

kao i prisustvo uree i gaunidijum hidrohlorida u manjim koncentracijama. Konformacija 

proteina karakteristična za ovo stanje je skoro isto kompaktna kao i nativna konformacija, a 

poseduje i labavo uvijeno nepolarno jezgro [208]. Tehnikom cirkularnog dihroizma (daleki 

UV spektar) utvrĎeno je postojanje izrazite sekundarne strukture proteina [209]. Pregledom 

literature utvrĎeno je da je sekundarna struktura mnogih proteina u stanju rastopljene 

globule gotovo identična strukturi nativnog stanja i zabeleţeni su gotovo isti udeli α-heliksa 

i β-naborane strukture [210-212]. 

Nasuprot ovome, prelaz molekula iz nativnog stanja u stanje delimično ureĎene 

konformacije karakteriše se strukturnim promenama unutar tercijarne strukture, što je 

detektovano gubitkom CD signala u bliskom UV regionu [209]. Objavljene studije su 

pokazale da dolazi do povećanja stope adsorpcije na granici faza vazduh - voda kod α-

laktalbumina u stanju rastopljene globule, u poreĎenju sa stopom adsorpcije nativnog α-

laktalbumina [210]. Uočili su, takoĎe, da je došlo do razaranja tercijarne strukture, dok je 

sekundarna struktura ostala očuvana. Značajne promene unutar tercijarne strukture su 

detektovane i za kokišiji lizozim tehnikama cirkularnog dihroizma i nuklearne magnetne 

rezonance [213]. 

4.2. Funkcionalna svojstva proteina belanceta 

U cilju optimizacije korišćenja proteina belanceta u prehrambenoj industriji, neophodno 

je dobro poznavanje njihovih funkcionalnih svojstava, jer ona zajedno sa  nutritivnom 

vrednošću i senzornim karakteristikama predstavljaju ključni parametar za kvalitet i 

prihvatanje krajnje formulacije proizvoda za širu primenu i konzumiranje od strane 

potrošača. Kao što je napomenuto na početku ovog poglavlja, funkcionalna svojstva 

proteina zavise od uslova sredine kao što su pH, temperatura i jonska jačina. Zbog 

nedovoljnog broja objavljenih studija vezanih za uticaj nekog od ovih faktora na 

funkcionalnost proteina belanceta, ovde će biti reči o pronaĎenim studijama koje se odnose 

na funkcionalna svojstva proteina belanceta koja su najvaţnija za njihovu primenu u 

prehrambenoj industriji. 

4.2.1. Svojstva penjenja 

Odlična svojstva belanceta ka sposobnosti stvaranja pene su posledica interakcija 

izmeĎu proteina koji ulaze u njegov sastav. Osnovni preduslovi koje protein treba da 
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zadovoljava kako bi imao ovu sposobnost jeste da se brzo adsorbuje tokom procesa 

mućenja na graničnoj površini voda - vazduh, zatim da brzo menja svoju konformaciju i 

raspored funkcionalnih grupa na površini molekula, kao i da ima mogućnost formiranja 

kohezivnog viskozno - elastičnog filma pomoću intermolekulskih interakcija [3].  

Tipična pena se sastoji od miliona mehurića inkapsuliranih pomoću proteinskog filma i 

odvojenih tankim kanalima ispunjenim vodom. Prema Belicu (Belitz) i sar. (2009) protein 

se tokom procesa stvaranja pene adsorbuje na površinu preko hidrofobnih regiona pri čemu 

dolazi do njegovog parcijalnog „odmotavanja―, a ova adsorpcija dovodi do smanjena 

površinskog napona i olakšava formiranje pene [214]. Mehurići pene su stabilizovani 

duplim proteinskim slojem koji je odvojen kontinualnom fazom, tako da karakteristike 

ovog tankog filma odreĎuju i samu stabilnost pene.  

Mehanizam stvaranja pene je isti kao mehanizam formiranja emulzije. Sile koje su 

odgovorne za umetanje molekula vazduha unutar vodene faze su slične onima koji se 

stvaraju pri mešanju ulja i vode. U slučaju pene, molekuli vode okruţuju kapljice vazduha. 

Molekuli vazduha su u suštini nepolarni, tako da organizacija i raspored molekula vode 

zavise od broja vazdušnih ćelija koje nastaju. To dovodi do visokog površinskog napona i 

površinske energije. Protein odgovoran za stvaranje pene mora biti u stanju da brzo 

difunduje sa granične površine i da zauzima takvu konformaciju koja prouzrokuje 

smanjenje graničnog napona izmeĎu vodene i vazdušne faze. Nakon formiranja pene ona 

moţe biti uništena samo posredstvom tri glavne sile (gravitaciona drenaţa, mehaničke 

smetnje i sile pritiska) [189,215]. Sposobnost stvaranja pene proteinskih molekula zavisi od 

više faktora, kao što su koncentracija proteina, pH, jonska jačina, sastav vodene faze, 

temperatura i metoda koja se koristi kako bi došlo do formiranja pene. Hemijske i fizičke 

modifikacije proteina mogu uticati na povećanje sposobnosti stvaranja pene [216].  

Proteini belanceta spadaju u globularne proteine koje sadrţe slobodne sulfhidrilne grupe 

i disulfidne veze. MeĎusobna interakcija proteina prisutnih u belancetu je omogućena 

zahvaljujući hidrofobnim interakcijama i meĎumolekulskim sulfhidril-disulfidnim 

reakcijama izmene koje se javljaju tokom denaturacije proteina [18]. Glavni proteini 

belanceta koji odreĎuju svojstva penjenja su globulini, lizozim, ovomukoid i ovomucin 

[217]. Globulini se smatraju proteinima koji su najviše površinski aktivni i istovremeno 

najzasluţniji za dobra svojstva penjenja proteina belanceta [218]. Razlog njihovog velikog 



Doktorska disertacija Andrea B. Stefanović 
 

 

44 
 

uticaja na svojstva penjenja jeste njihova velika viskoznost zahvaljući kojoj se sprečava 

drenaţa tečne faze iz mehurića vazduha prilikom formiranja pene. Pozitivno naelektrisan 

lizozim, takoĎe, znatno doprinosi formiranju i stabilnosti pene proteina belanceta. Tokom 

nastanka pene, pozitivno naelektrisan lizozim, zajedno sa negativno naelektrisanim ostalim 

proteinima belanceta (u najvećoj meri ovomucin) migrira ka meĎufaznoj površini vazduh-

voda gde dolazi do njihove meĎusobne interakcije, koja utiče na smanjuje elektrostatičkih 

odbojnih sila i stabilizaciju pene [19]. Ovomukoid je zasluţan za usporavanje drenaţe tečne 

faze zbog svoje velike viskoznosti, dok je za ovomucin karakteristično to da se lako 

denaturiše, pa time utiče na formiranje stabilnog filma oko vazdušnih mehurića unutar pene 

[218-220].  

Pregledom literature utvrĎeno je da tretiranjem belanceta UV zračenjem dolazi do 

povećanja sposobnosti penjenja, kao i do  povećanja njene stabilnosti. UV zračenje utiče na 

promenu sekundarne strukture proteina belanceta zbog tendencije proteina da zauzmu bolji 

poloţaj nakon umreţavanja koje je indukovano UV zračenjem. Ali i sar. (2011) su došli do 

zaključka da polimerizacija i umreţavanje proteina moţe poboljšati sposobnost proteina da 

formiraju penu zbog povećanog meĎupovršinskog umreţavanja tokom njenog formiranja, 

ali i zbog toga što su umreţene strukture otpornije na oštre uslove denaturacije u odnosu na 

nativan protein, pri visokim brzinama homogenizacije koje su neophodne za formiranje 

emulzija i pene [221]. 

Za razliku od primene UV zračenja kao pretretmana, druga grupa autora se bavila 

uticajem termičkog pretretmana na sposobnost formiranja pene. Istraţivanja su uraĎena na 

dve različite pH vrednosti i to na pH 7,6 koje odgovara sveţem jajetu i pH 8,8 koji je 

zabeleţen kod nešto starijeg jajeta. Zaključci do kojih su došli su ti da povećanje 

temperature utiče na smanjenje sposobnosti penjenja belanceta na pH 7,6, a povećanje na 

pH 8,8 u odnosu na netretirane uzorke. Za obe pH vrednosti potvrĎena je stabilnost pene na 

temperaturama iznad 55 °C, što je posledica povećanja proteinskih interakcija i to 

najverovatnije izmeĎu termički izloţenih hidrofobnih ili sulfhidrilnih grupa [222]. 

Rodriguez Patino i sar. (1995) su ispitivali uticaj temperature (5 - 40 °C) tečnog belanceta 

na stabilnost pene i utvrdili su da se stabilnija pena dobija na niţim temperaturam (5 - 20 

°C) [223]. TakoĎe, utvrĎeno je da je uticaj temperature u bliskoj vezi sa koncentracijom 

proteina belanceta, pri čemu je zabeleţeno da povećanje temperature i koncentracije 
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proteina negativno utiče na stabilnost pene belanceta, zbog stvaranja većih mehurića 

vazduha [224,225]. Prema istraţivanjima Vega i sar. (2012) moţe se reći da su svojstva 

penjenja belanceta unapreĎena variranjem temperature u opsegu od 21 do 27 °C, dok na 2 

°C nije postignuto značajno unapreĎenje penjenja [226]. Istraţivanja Houpa (Hope) i sar. 

(2010) bavila su se uticajem visokog pritiska (400 - 800 MPa, 5 min, 4°C) na svojstva 

penjenja proteina belanceta i ustanovljeno je da povećanje pritiska dovodi do povećanja 

svojstava formiranja pene [30]. TakoĎe, utvrĎeno je da pH belanceta znatno doprinosi 

formiranju pene, pri čemu su najbolji rezultati postignuti na pH 4,5. Kako je izoelektrična 

tačka ovalbumina i ovomucina na 4,5 i 4,1, redom, moţe se zaključiti da je na pH 4,5 došlo 

do smanjenja elektrostatičkih odbojnih sila meĎu molekulima proteina, čime je omogućeno 

njihovo lakše adsorbovanje na meĎufaznu površinu vazduh - voda izazvano odmotavanjem 

molekula pri ovoj pH vrednosti. Nasuprot ovim rezultatima, studije Vander Plankena (Van 

der Plancken) i sar. (2007) tvrde da visok pritisak značajno utiče na smanjenje stabilnosti 

pene proteina belanceta [222]. 

Poznato je da su idealni proteini za formiranje i stabilizaciju pene oni koji imaju malu 

molekulsku masu, veliku površinsku hidrofobnost, dobru rastvorljivost, lako se denaturišu i 

imaju malo neto naeletrisanje u odnosu na pH samih prehrambenih proizvoda. Gore 

navedeni primeri su dokaz da proteini belanceta imaju ova svojstva, ali mogućnost 

dobijanja proteina sa još boljim karakteristikama se moţe postići adekvatnom enzimskom 

hidrolizom. Enzimska hidroliza utiče na smanjenje molekulske mase, povećava 

rastvorljivost, hidrofobnost i fleksibilnost proteina i zbog toga se olakšava formiranje pene. 

Hameršoj (Hammershoj) i sar. (2008) su utvrdili povećanje sposobnosti penjenja 

ovomucina nakon njegove enzimske hidrolize [59]. Čenčen (Chen Chen) i sar. (2012) su 

ispitivali sposobnost penjenja dobijenih hidrolizata belanceta na različitim pH vrednostima 

i pri različitim stepenima hidrolize. Uloga proteaze pripala je tripsinu, a dobijeni su sledeći 

rezultati: najveći kapacitet penjenja je postignut pri pH vrednosti izmeĎu 3 i 5, a najmanji 

pri pH 7, da bi nagli skok bio zapaţen pri pH 8, a zatim pad pri pH 9. Isti trend je dobijen i 

za stabilnost pene [11]. Istraţivanja Čo (Cho) i sar. (2014) su, takoĎe, pokazala da su 

svojstva penjenja hidrolizata proteina belanceta uslovljena pH vrednošću, pri čemu je na 

pH 3,6 kapacitet formiranja pene bio najveći, a primećen je pad u alkalnoj sredini, na pH 
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7,6 i 9. Ispitan je i uticaj vrste proteaze na svojstva penjenja hidrolizata proteina belanceta i 

najbolji rezultati su ostvareni kada je hidroliza bila izvedena dejstvom neutraze [227]. 

4.2.2. Emulgaciona svojstva 

Emulgaciona svojstva proteina zavise od dva efekta: (1) značajnog smanjena 

površinskog napona usled adsorpcije proteina na površini ulje - voda i (2) elektrostatičke, 

strukturne i mehaničke energetske barijere prouzrokovane meĎugraničnim slojem koji se 

suprostavlja destabilizaciji procesa stvaranja emulzije [228]. Aktivnost stvaranja 

proteinskih emulzija predstavlja sposobnost proteina da učestvuju u procesu stvaranja 

emulzije i da stabilišu novonastalu emulziju, dok emulgujući kapacitet predstavlja 

sposobnost proteinskog rastvora ili suspenzije da emulguje ulje. U nekim namirnicama, 

prirodni proteini deluju kao efektivni stabilizatori. Proteini su efikasni površinsko-aktivni 

agensi, jer poseduju sposobnost sniţavanja meĎupovršinskog napona izmeĎu hidrofobnih i 

hidrofilnih komponenti hrane. Oni učestvuju u formiranju „ulje u vodi― i  „voda u ulju― 

emulzija i utiču na stabilnost ovih emulzija koja je posledica formiranja zaštitne barijere 

oko kapljica masti koje sprečavaju stapanje emulzija. Emulgujući kapacitet proteina zavisi 

od oblika, naelektrisanja i hidrofobnosti proteinskih molekula, kao i od neutralisanja dipola 

i hidratacije polarnih grupa, dok je za stabilnost emulzija odgovorna jačina ovih interakcija. 

Da bi mogli da učestvuju u stvaranju stabilnih emulzija, proteinski molekuli moraju biti, 

pre svega, rastvorljivi, zatim, moraju imati sposobnosti brze adsorpcije na graničnoj 

površini i formiranja jakog kohezivnog filma, kao i dobro rasporeĎene naelektrisane grupe. 

Proteini mleka, na primer, stvaraju stabilne emulzije, jer komponente micelarnog kazeina i 

proteina surutke poseduju sve gore navedene osobine [3,11,59]. 

Baveći se hidrolizom proteina belanceta i ispitivanjem funkcionalnih svojstava 

dobijenih hidrolizata, jedna grupa autora se posvetila upravo emulgacionim svojstvima 

hidrolizata dobijenih dejstom tripsina. Rezultati emulgacione sposobnosti su dati u vidu 

indeksa aktivnosti emulzije (IAE) i indeksa stabilnosti emulzije (ISE), a sam proces je 

praćen pri različitim stepenima hidrolize (SH) i pH vrednostima. Pokazano je smanjenje 

oba indeksa sa povećanjem stepena hidrolize, ali su ove vrednosti veće u odnosu na 

nehidrolizovane proteine belanceta [11]. Ovi rezultati su u saglasnosti sa onima koji su 

dobili drugi autori [229]. Uzimajući u obzir uticaj pH vrednosti na IAE i ISE, pri pH 5 su 

dobijene najmanje vrednosti, a najveći skok je zabeleţen pri pH 9, što je u saglasnosti i sa 
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rezultatima rastvorljivosti ovih hidrolizata. pH ima značajan efekat na aktivnost emulzija 

zbog toga što emulgaciona aktivnost rastvorljivih proteina zavisi od hidrofilno - lipofilne 

ravnoteţe koja je zavisna od pH vrednosti. Na graničnoj površini ulje - voda dolazi do 

orijentacije lipofilnih delova molekula proteina ka uljanoj fazi, dok su hidrofilni delovi 

orijentisani ka vodenoj fazi, pa se sniţava površinski napon na graničnom sloju. Iz rezultata 

se moţe zaključiti da pri većim pH vrednostima proteini/peptidi se više „odmotavaju― i 

hidrofobni regioni postaju više dostupni, pa je usled toga olakšana bolja orijentacija ka 

graničnom sloju. 

Druga grupa autora se bavila hidrolizom proteina belanceta papainom  i ispitivala uticaj 

pH i koncentracije hidrolizata na emulgaciona svojstva. Što se tiče uticaja koncentracije na 

emulgaciona svojstva, sa povećanjem koncentracije hidrolizata dolazi do smanjenja indeksa 

aktivnosti emulzije. Smanjenje sposobnosti emulgovanja sa povećanjem koncentracije se 

moţe objasniti brzinom adsorpcije, jer pri malim koncentracijama proteina njihova 

adsorpcija je difuziono kontrolisana, dok je pri većim koncentracijama potrebno savladati 

veću energetsku barijeru kako bi došlo do migracije molekula i njihove difuzije, pa zbog 

toga dolazi do nagomilavanja molekula proteina u vodenoj fazi. Sa druge strane, smanjenje 

stabilnosti emulzije sa povećanjem koncentracije proteina je posledica većeg broja 

proteinskih interakcija koje dovode do smanjenja broja molekula na graničnoj površini, pa 

se pretpostavlja da tanji film utiče na stabilizaciju uljanih kapljica [1]. Ista grupa autora 

bavila se ispitivanjem načina sušenja hidrolizata proteina belanceta dobijenih dejstvom 

papaina i utvrdila da liofilizacija ne utiče na emulgaciona svojstva, dok sprej sušenje ima 

negativan uticaj [230]. Kuan i sar. (2011) su ispitivali uticaj UV zračenja (30, 60, 90 i 120 

min) na emulgujuća svojstva proteina belanceta i utvrdili su da sa povećanjem vremena 

pretretmana dolazi do poboljšanja emulgacionih svojstava, pri čemu su formirane emulzije 

pokazale stabilnost u vremenskom intervalu od 20 min [216]. Druga grupa autora bavila se 

ispitivanjem uticaja pH na indeks aktivnosti emulzija hidrolizata proteina belanceta 

dobijenih pomoću neutraze i utvrdila je da dolazi do smanjenja IAE na niţim pH 

vrednostima. Zabeleţeno je značajno unapreĎenje indeksa aktivnosti emulzije u odnosu na 

nehidrolizovano belance i to posebno na pH 7,6 [227]. 
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4.2.3. Rastvorljivost 

Rastvorljivost proteina je jedna od najvaţnijih karakteristika molekula koja izuzetno 

utiče na druga funkcionalna svojstva. Na osnovu rastvorljivosti, moţe se pretpostaviti 

stepen denaturacije i/ili agregacije proteina, a mogu se predvideti i meĎusobne interakcije 

proteinskih molekula, kao i interakcije proteina sa molekulima rastvarača koje odreĎuju 

funkcionalna svojstva proteina. 

Rastvorljivost proteina je povezana sa promenom ukupne slobodne energije hidrofobnih 

i hidrofilnih površinskih proteinskih interakcija sa molekulima rastvarača. Ekstremno 

visoke temperature dovode do narušavanja tercijarne strukture globularnih proteina koje je 

praćeno ireverzibilnim gubitkom rastvorljivosti, što za posledicu ima precipitaciju ili 

koagulaciju proteina. Evidentno je da nerastvorljivi proteini nisu od značaja za primenu u 

prehrambenoj industiji, stoga je neophodno kontrolisati uslove sredine, kao i eventualnu 

primenu neke od tehnika denaturacije proteina sa ciljem poboljšanja njihove rastvorljivosti. 

Potrebeno je istaći da smanjena rastvorljivost proteina ne utiče na svojstva penjenja i 

emulgujuća svojstva, jer su ona karakteristika površinske aktivnosti proteina [231].  

Rastvorljivost predstavlja termodinamički parametar definisan kao ona koncentracija 

proteina zasićenog rastvora koja je u ravnoteţi sa čvrstom fazom (kristalna ili amorfna) pod 

tačno definisanim uslovima [232]. Moţe biti uslovljena spoljašnjim i unutrašnjim 

faktorima. Spoljašnji faktori koji utiču na rastvorljivost proteina uključuju pH rastvora, 

jonsku jačinu, temperaturu i prisustvo odreĎenih supstanci u rastvoru [233]. Variranjem 

spoljašnjih faktora moţe se uticati na povećanje rastvorljivosti proteina [234,235]. 

MeĎutim, promena uslova sredine nije uvek dovoljna da bi se rastvorljivost proteina 

povećala u ţeljenoj meri. Unutrašnji faktori koji utiču na stepen rastvorljivosti proteina su, 

pre svega, definisani aminokiselinskim sastavom proteina na njegovoj površini, ali 

informacija o tome kako je moguće uticati na izmenu unutrašnjih faktora u cilju povećanja 

rastvorljivosti je veoma malo [236].  

Delimično ili u retkim slučajevima potpuno denaturisani proteini sa izrazito 

hidrofobnim karakterom su daleko manje rastvorljivi u poreĎenju sa nativnim proteinima. 

U većini slučajeva, denaturacija proteina prouzrokuje zamućenost rastvora proteina 

(povećan turbiditet) koja se karakteriše pojavom sitnih čestica proteina [237-239]. Stoga je 

neophodno napraviti razliku izmeĎu smanjenja rastvorljivosti prouzrokovane denaturacijom 
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proteina i/ili koloidnom nestabilnošću rastvora proteina. U zavisnosti od toga da li je 

smanjena rastvorljivost proteina biohemijske ili fizičkohemijske prirode, teţi se njenom 

unapreĎenu različitim tehnikama. Sa biohemijskog stanovišta, rastvorljivost proteina zavisi 

od aminokiselinskog sastava proteina i prisustva specifičnih aminokiselina na 

meĎugraničnoj površini protein-rastvarač (voda najčešće). Ako se uzmu u obzir koloidna i 

fizičkohemijska svojstva, moţe se reći da je rastvorljivost proteina u ovom slučaju 

uslovljena osobinama rastvarača, temperaturom, polarnošću rastvarača, kao i prisustvom 

ekscipicijenata (razne supstance) [240]. Fizičke sile odgovorne za rastvorljivost proteina su 

elektrostatičke interakcije, jonske veze, vodonične veze, stepen protonizacije, disperzione 

sile, osmotski pritisak, hidrofobne interakcije, solvatacija i hidratacija, kao i protein-

rastarač, protein-ekscipicijent i/ili protein-protein meĎusobne interakcije [241,242]. 

Prisustvo nekih drugih supstanci ili primesa ogleda se u direktnom ili indirektnom kontaktu 

sa molekulima proteina u različitim stanjima (nativno, denaturisano, delimično 

denaturisano). Na primer, aminokiselina arginin se često koristi kako bi se povećala 

rastvorljivost proteina, naročito u procesima prečišćavanja [243].  

Konkretno vezano za proteine belanceta, Gomes i sar. (2012) su objavili da je 

rastvorljivost proteina belanceta uslovljena promenom pH i temperature. Variran je 

temperaturni opseg u intervalu od 40 - 100 °C i pH od 7,5 do 9. Najmanja rastvorljivost je 

zabeleţena na 60 °C, što je objašnjeno koagulacijom proteina na ovoj temperaturi [244]. U 

studijama koje su se bazirale na ispitivanju uticaja pH i koncentracije rastvora NaCl na 

rastvorljivost proteina belanceta, pokazano je da su najrastvorljiviji proteini dobijeni na pH 

9 za sve testirane koncentracije rastvora NaCl. Minimalna rastvorljivost je zabeleţena na 

pH 4,6 [245]. Enzimska hidroliza proteina belanceta tripsinom se pokazala efikasnim 

izborom za poboljšanje rastvorljivosti proteina belanceta, pri čemu je zabeleţena zavisnost 

rastvorljivosti od stepena hidrolize. Povećanje stepena hidrolize uticalo je na povećanje 

rastvorljivosti hidrolizata proteina belanceta [11]. Očigledno je da je enzimska hidroliza 

uticala na smanjenje molekulske mase i hidrofobnost proteina, kao i na povećan sadrţaj 

polarnih i jonizujućih grupa. Povećanje stepena hidrolize uticalo je pojavu manjih peptida 

belanceta sa prisustvom većeg broja polarnih aminokiselinskih ostataka u odnosu na 

nehidrolizovane proteine. Studije Čena (Chen) i sar. (2012) su se bavile hidrolizom proteina 

belanceta papainom i ispitivanjem uticaja pH vrednosti i koncentracije hidrolizata (od 0,1 
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do 1%) na rastvorljivost dobijenih hidrolizata. Rezultati rastvorljivosti su pokazali za 93% 

veću rastvorljivost hidrolizata i to za sve tri koncentracije u odnosu na nehidrolizovani 

uzorak. Velika rastvorljivost je objašnjena smanjenjem veličine proteinskih molekula 

formiranjem manjih, hidrofilnijih i rastvorljivijih proteinskih jedinica [1]. Što se tiče uticaja 

tretmana visokim pritiskom na povećanje rastvorljivosti proteina belanceta, studije Leija  

(Lai) i sar. (2010) su pokazale da tretman visokim pritiskom u intervalu od 300 - 500 MPa 

dovodi do smanjenja rastvorljivosti proteina za 3,7% [246]. U poreĎenju sa ovim 

rezultatima, istraţivanja Vander Plankena i sar. (2005) pokazala su smanjenje 

rastvorljivosti proteina belanceta (10% (v/v) rastvor u Tris-HCl puferu, pH 7,6) za 10% pri 

tretmanu od 100 - 500 MPa i na 25 °C, a pri tretmanu od 550 - 700 MPa rastvorljivost je 

smanjenja sa 60 na 40% [247,248].  

4.2.4. Svarljivost proteina (digestibilnost) 

Digestija proteina in vivo podrazumeva lučenje nekoliko specifičnih enzima (digestivni 

enzimi). Prilikom konzumacije proteina, dolazi do lučenja hlorovodinične kiseline u 

stomaku, koja je praćena oslobaĎanjem glavnog enzima odgovornog za varenje proteina, a 

to je pepsin. Pepsin je karakterističan po tome što dovodi do hidrolize peptidnih veza 

izmeĎu hidrofobnih aminokiselinskih ostataka, kao što su ostaci fenilalanina, tirozina, 

triptofana i leucina i najaktivniji je na pH vrednostima ispod 2. Hormoni utiču na 

izlučivanje natrijum-bikarbonata u tanko crevo, prilikom čega dolazi do povećanja pH 

vrednosti na 8. Pri ovim uslovima dolazi do oslobaĎanja tripsina (aktivan na pH 8) koji 

napada peptidne veze karboksilnog kraja u čiji sastav ulaze aminokiseline lizin i arginin 

(osim kada se iza lizina i arginina nalazi prolin). Tripsin podstiče oslobaĎanje još jednog 

enzima bitnog za varenje proteina, himotripsina, koji hidrolizuje peptidne veze na 

karboksilnom kraju tirozina, triptofana i fenilalanina. Tripsin i himotripsin imaju veću 

specifičnost ka hidrolizi peptidnih veza u odnosu na pepsin [249]. 

In vitro enzimska digestija proteina belanceta je ispitana u nekoliko slučajeva. 

Istraţivanja Minea (Mine) i sar. (2004) su se bavila enzimskom digestijom lizozima iz 

belanceta, pri čemu su hidrolizati lizozima bili podvrgnuti prvo digestiji sa pepsinom, a 

zatim i sa tripsinom [10]. Ova kombinacija enzima je korišćena zbog toga što je lizozim 

uglavnom otporan na dejstvo tripsina, ali ne i na dejstvo pepsina. Ustanovljeno je da prva 

digestija sa pepsinom značajno unapredila naknadnu hidrolizu pomoću tripsina. Tehnikom 
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SDS-PAGE elektroforeze, utvrĎeno je da ne postoji razlika izmeĎu nativnog i termički 

denaturisanog lizozima dobijenog nakon digestije sa pepsinom i tripsinom. Druga grupa 

autora bavila se digestijom ovomukoida iz belanceta, pri čemu su detektovani veliki 

fragmenti ovomukoida nakon šestočasovne digestije pepsinom [24]. Za razliku od lizozima, 

ovomukoid je zadrţao svoju rezistenciju ka tripsinu nakon digestije pepsinom pri enzim 

supstrat odnosu 1:20 i 1:200 i na pH 2. 

In vitro digestija ovalbumina pri uslovima sličnim fiziološkim je ispitana od strane 

Martosa (Martos) i sar. (2010). Na pH vrednosti 2 (ili niţim), ovalbumin se pokazao veoma 

otpornim ka digestiji pepsinom pri enzim susptrat odnosu 1:20. MeĎutim, prisustvo ţučnih 

soli je uticalo na povećanje svarljivosti ovalbumina. Najbolji rezultati digestije pepsinom su 

postignuti na pH 1,2 pri čemu je količina enzima bila tri puta veća u odnosu na količinu 

proteina. Studija je, takoĎe, pokazala da je pH (ne odnos enzima) najvaţniji faktor za 

povećanje svarljivosti ovalbumina [250]. Što se tiče primene tretmana pre enzimske 

hidrolize proteina belanceta, pokazano je da pretretman visokim pritiskom utiče na 

poboljšanje hidrolize proteina belanceta izvedene dejstvom tripsina [67]. Uspešnost 

hidrolize je, takoĎe, potvrĎena i kada se kao enzim koristio α-himotripsin [251]. Kiros 

(Quiros) i sar. (2007) su utvrdili da dodatak pepsina, tripsina i himotripsina pre tretiranja 

ovalbumina visokim pritiskom pozitivno utiče na enzimsku reakciju hidrolize i dovodi do 

olakšanog oslobaĎanja manjih peptida [252].  

Zbog velike biološke raspoloţivosti i visokog sadrţaja esencijalnih aminokiselina, 

proteini belanceta se smatraju bitnim izvorom dijetalnih proteina. Biološka raspoloţivost 

proteina belanceta se povećava prilikom termičkog tretiranja i iznosi čak 95% u poreĎenju 

sa sirovim jajetom u kome je zabeleţeno 65% [253]. Proteini belanceta u formi gela, nastali 

nakon tretmana visokim pritiskom, smatraju se svarljivijim u odnosu na proteine prisutne u 

kuvanom jajetu (termički tretman). TakoĎe, dokazano je da visok pritisak ne uništava 

vitamine i aminokiseline prisutne u belancetu, čime se ne utiče na narušavanje njihove 

nutritivne vrednosti [254]. MeĎutim, kada se govori o uticaju različitih pretretmana 

proteina belanceta sa ciljem poboljšanja njihove vrednosti, potrebno je voditi računa da ne 

dolazi do uspostavljanja štetnih hemijskih reakcija tokom samog procesiranja. Na primer, 

poznato je da termički tretman proteina belanceta dovodi do stvaranja lizinalanina, 

aminokiseline čije je prisustvo u bubrezima pacova dokazano kao štetno [255]. Prisustvo 
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ovog jedinjenja nije detektovano nakon procesiranja belanceta visokim pritiskom, dok o 

uticaju ultrazvučnog pretretmana na ova svojstva ne postoji dovoljan broj radova u 

literaturi. 

4.3. Površinske karakteristike molekula proteina 

4.3.1. Hidrofobnost 

Sile koje povezuju i drţe na okupu nepolarne regione proteinskih molekula u vodenim 

sredinima nazivaju se hidrofobne interakcije. Jačina ovih interakcija ne zavisi samo od 

tendencija ka smanjenju entropijski nepoţeljnog stanja izmeĎu nepolarnih grupa proteina i 

molekula vode, nego i od sposobnosti formiranja nekovalentnih interakcija poznatih kao 

Van der Valsove sile [256].  

Najčešće korišćena definicija hidrofobnosti proteina bazirana je na prosečnoj 

hidrofobnosti aminokiselina koje ulaze u sastav proteina, izraţenoj kao slobodna energija 

prenosa date aminokiseline iz vode u etanol, koja je karakteristika različite rastvorljivosti 

aminokiselina u dva različita rastvarača. MeĎutim, ova tvrdnja ne daje informacije o 

površinskoj hidrofobnosti molekula proteina koja je daleko vaţnija za funkcionalnost 

proteina. 

Stepen hidrofobnosti proteina smatra se bitnim faktorom za funkcionalna svojstva 

proteina. MeĎutim, merenje hidrofobnosti proteina je oteţano, jer ne postoje standardne 

metode kvantifikacije, nego se uglavnom koriste sprektrofluorimetrijske metode bazirane 

na primeni nekog fluorescentnog jedinjenja. Obično su to neki mali molekuli koji izazivaju 

promene fluorescentnih svojstava kao posledica nekovaletnog vezivanja za proteine [257]. 

Fluorimetrijske metode daju informaciju o prisustvu hidrofobnih regiona unutar proteina, 

ali ne daju kvantitativne informacije o raspodeli unutar svakog pojedinačnog peptidnog 

lanca. Jedinjenja čiji kvantni prinos fluorescencije i emisiona talasna duţina zavise od 

polarnosti uslova sredina, najčešće se koriste kao standardi za procenu hidrofobne ili 

nepolarne prirode proteina [258]. Postoje tri glavne vrste hidrofobnih standarda, a to su; 

anjonski, katjonski i neutralni. Medju njima, najčešće se koristi anjonsko jedinjenje iz 

grupe aromatičnih sulfonskih kiselina, pod nazivom 8-anilino-1-naftalensulfonska kiselina 

(ANS). ANS ima izrazito nizak kvantni prinos fluorescencije u vodi i utvrĎeno je da dolazi 
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do snaţnog povećanja prilikom njegovog vezivanja za membrane ili hidrofobne regione 

unutar proteina [259].  

4.3.2. Sulfhidrilne grupe 

Sulfhidrilne grupe (SH) i disulfidne veze (SS) imaju veoma vaţan uticaj na 

funkcionalna svojstva proteina, jer utiču na regulaciju samoumreţavanja i stabilnost 

proteina [260]. Njihovo prisustvo ima znatan uticaj na agregaciju i geliranje velikog broja 

proteina, što je i potvrĎeno od strane istraţivača u mnogim studijama [261-263]. 

Sulfhidrilne grupe (ulaze u sastav cisteinskih ostataka) se smatraju veoma reaktivnim, te se 

stoga njihovim direktnim izmenama moţe uticati na različite modifikacije proteina. Na 

primer, blokiranjem sulfhidrilnih grupa utiče se na sprečavanje umreţavanja proteina. U te 

svrhe korišćeni su S-metil-metantiosulfonat (MMTS), N-etilmaleimid (NEM) i jodacetamid 

[264-266].  

Smatra se da disulfidni mostovi igraju krucijalnu ulogu prilikom odreĎivanja stabilnosti 

proteina, kao i tokom procesa agregacije i geliranja mnogih proteina, uključujući 

ovalbumin, vicilin i α-laktalbumin. [262,267,268]. Formiranje agregata i geliranje je 

posledica zajedničkog dejstva hidrofobnih, elektrostatičkih i kovalentnih interakcija [269]. 

Tiolatni jon ovalbumina posredstvom reakcije S-acetilmerkaptosukcinil anhidrida (S-

AMSA) sa primarnim aminima dovodi do formiranja tioacetil grupa koje se razlaţu dajući 

reaktivne sulfhidrilne grupe dodatkom hidroksilamina [270]. Stepen modifikacije moţe se 

pratiti variranjem odnosa S-acetilmerkaptosukcinil anhidrida i lizina [262]. Pored vezivanja 

sulfhidrilnih grupa, dolazi do konjugacije dodatnih karboksilnih grupa koje dovodi do 

varijacija u naelektrisanju molekula utičući direktno na agregaciju, geliranje ili stabilnost 

proteina. Tiolacijom ovalbumina na ovaj način, dolazi do ograničenih promena sekundarne 

i tercijarne strukture na osnovu čega se moţe zaključiti da je nativna struktura ovalbumina 

u velikoj meri zadrţana nakon primenjene modifikacije. TakoĎe, ovo je uticalo na 

smanjenje termičke stabilnosti ovalbumina, a primećena je filamentozna morfologija 

molekula. Interesantno je istaći da nije došlo do promena u stopi agregacije uvoĎenjem 

dodatne sulfhidrilne grupe u molekul ovalbumina. Zaključeno je da formiranje disulfidnih 

mostova nije glavna pogonska sila za agregaciju ovalbumina, što je kasnije i potvrĎeno 

činjenicom da na sobnoj temperaturi, pri kojoj je značajan broj sulfhidrilnih grupa već 

izloţen, ne dolazi do agregacije proteina putem disulfidnih mostova [262]. 
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5. ENZIMSKA HIDROLIZA 

Brz razvoj biotehnologije, poljoprivrede i prehrambene industrije doveo je do stvaranja 

velikog broja visokokvalitetnih proteinskih proizvoda koji mogu da se koriste u ljudskoj 

ishrani. Enzimskom hidrolizom, sporedni proizvodi, kao što su proteini surutke, kolagen, 

proteini soje (β-konglicinin i glicinin) i sporedni proizvodi u industriji ribe mogu biti 

iskorišćeni za dobijanje proizvoda sa poboljšanim funkcionalnim i nutritivnim 

karakteristikama. TakoĎe, enzimskom hidrolizom proteina hrane mogu se dobiti 

odgovarajući peptidi sa antihipertenzitivnom i antioksidativnom aktivnošću koju mogu da 

se koriste kao suplementi funkcionalne hrane [271]. Svojstva proteina mogu biti poboljšana 

enzimskom hidrolizom, a samim tim se proširuje i njihova upotreba u prehrambenoj 

industriji. Na primer, smanjenje viskoznosti je od krucijalne vaţnosti za procese mešanja 

fluida. U poreĎenju sa prvobitnim proteinom, hidrolizati su svarljiviji zbog manje 

molekulske mase, poseduju smanjenu alergenosti i povećanu biološku iskorišćenost [272]. 

5.1. Enzimska hidroliza proteina 

Hidroliza proteina predstavlja raskidanje peptidne veze, pri čemu nastaju kraći ili duţi 

peptidni lanci i/ili aminonokiseline. Ovim postupkom dolazi do denaturacije proteina, 

odnosno protein gubi svoju nativnu strukturu i razvija se iz kvaternarne strukture 

reverzibilno ili ireverzibilno. Enzimska hidroliza je proces koji se izvodi pri blagim 

reakcionim uslovima, lako se kontroliše i omogućava dobijanje proizvoda sa ţeljenim 

svojstvima. TakoĎe, ona dovodi do promene veličine molekula i promene hidrofobnosti 

proteina, kao i do promene polarnosti i jonizujućih grupa proteinskih hidrolizata, što 

direktno utiče na funkcionalne osobine dobijenih hidrolizata [230].  

Procesom hidrolize se ne utiče uvek na poboljšanje funkcionalnih karakteristika 

proteina. Jedna grupa autora je izvodila hidrolizu kazeina V8 proteazom iz Staphylococcus 

aureus koja pokazuje specifičnost prema glutaminskoj kiselini. Stepen hidrolize kazeina je 

bio 2 i 6,7%, a molekulska masa dobijenih peptida od 1 do 16 kDa. Ovako dobijeni 

hidrolizati su pokazali značajno poboljšanje rastvorljivosti na pH 4 (blizu izoelektrične 

tačke kazeina), dok je emulgujuća aktivnost hidrolizata bila manja u poreĎenju sa nativnim 

proteinom [273]. 
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Rastvorljivost, penjenje, geliranje i emulgaciona svojsta hidrolizata proteina zavise od 

specifičnosti samog enzima i stepena hidrolize (SH). MeĎutim, upotreba enzima dovodi do 

povećanja troškova samog procesa, pa se pribegava korišćenju jeftinih sirovina i supstrata 

[274]. Adekvatan izbor enzima je veoma bitan kako bi se obezbedila maksimalna biološka 

aktivnost dobijenih hidrolizata [275]. Enzimske tehnologije se smatraju „zelenim 

tehnologijama‖, a za razliku od organskih supstanci, enzimi poseduju sposobnost 

razlikovanja grupa u molekulu što ih čini regiospecifičnim, a imaju sposobnost razlikovanja 

i enantiomernih supstanci zbog čega su i stereospecifični. Od svih enzima, hidrolitički su 

najjeftiniji i ne zahtevaju kofaktore, a upotreba proteaza u prehrambenoj industriji je 

odavno dobro poznata [276]. 

Kako bi se enzimskom hidrolizom dobili hidrolizati proteina sa ţeljenim 

karakteristikama, neophodno je dobro poznavati mehanizam enzimske hidrolize. OdreĎene 

proteaze su strogo specifične ka samo odreĎenim aminokiselinama koje učestvuju u 

formiranju peptidne veze, dok su druge proteaze manje specifične. Stoga, enzimske reakcije 

hidrolize katalizovane protazama definisane su sa tri uzastopne reakcije koje se dešavaju 

tokom samog procesa hidrolize, a to su [277]: 

1.  formiranje kompleksa izmeĎu nativnog peptida i enzima, poznatog kao Mihaelisov 

kompleks; 

2.  hidroliza peptidne veze prilikom koje se oslabaĎa jedan ili dva peptida i 

3.  nukleofilni napad na ostatak Mihaelisovog kompleksa u cilju oslobaĎanja drugih 

peptida i rekonstitucije slobodnog enzima. 

Enzimskom hidrolizom peptidnih veza povećava se broj jonizujućih grupa (NH3
+
 i 

COO
-
), koji je praćen povećanjem hidrofobnosti molekula i ukupnog naelektrisanja, a 

uporedo i smanjenjem molekulske mase peptida i strukturnim promenama unutar molekula 

proteina [278]. Nakon dodatka enzima u reakcionu smešu molekula proteina, dolazi do 

formiranja enzim-supstrat kompleksa koji moţe da disosuje i dovede do formiranja 

slobodnog enzima i supstrata ili slobodnog enzima i proizvoda reakcije [279]. Generalno 

prihvaćen mehanizam enzimske hidrolize proteina proteazama zasniva se na činjenici da je 

disocijacija Mihaelisovog kompleksa na slobodan enzim i proizvod reakcije, stupanj koji 

kontroliše ukupnu brzinu reakcije hidrolize. 
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Uopšteno govoreći, moţe se reći da enzimska hidroliza proteina predstavlja sloţen 

proces zbog prisustva velikog broja peptidnih veza i njihove različite dostupnosti 

molekulima enzima [280]. Potrebno je istaći i da specifičnost enzima nije jedini faktor koji 

utiče na profil peptida dobijenih hidrolizata. Temperatura i pH reakcije su, takoĎe, jako 

bitni faktori koji moraju biti optimizovani prilikom izvoĎenja bilo koje enzimske reakcije 

hidrolize proteina. Temperatura i pH značajno utiču na brzinu odvijanja enzimske reakcije, 

a svaki enzim poseduje optimalnu temperaturu i pH vrednost pri kojoj je najaktivniji. 

Ekstremno visoka temperatura i pH dovode do denaturacije enzima utičući na taj način na 

njegovu dezaktivaciju.  

Jedan od glavnih problema sa kojim se prehrambena industrija susreće pri pokušaju 

komercijalizacije proteinskih hidrolizata jeste gorak ukus većine hidrolizata (ili odsustvo 

ukusa) koji je posledica prisustva hidrofobnih aminokiselinskih sekvenci u proteinima male 

molekulske mase (Tabela 5.1) [281]. Aminokiseline koje utiču na formiranje gorčine 

proteinskih hidrolizata su: valin, izoleucin, fenilalanin, triptofan, leucin i tirozin [282]. Isto 

tako, prisustvo prolina lociranog u unutrašnjosti proteinskih lanaca smatra se odgovornim 

za gorak ukus hidrolizata usled jedinstvene konformacije slične imino kiselinama (ne 

poseduje primarnu amino grupu) [283]. Veliki broj gorkih peptida je izolavan nakon 

enzimske hidrolize kazeina, hemoglobina, proteina soje, zeina (protein kukuruza) i proteina 

ribe [284-288]. Mnoge mere su preduzete kako bi se eliminisao ovaj faktor, uključujući 

adsorpciju supstanci koje izazivaju gorčinu na aktivni ugalj, talk i β-ciklodekstrin, kao i 

ultrafiltraciju tokom procesa hidrolize u membranskom reaktoru. IzmeĎu ostalog, upotreba 

egzopeptidaza se pokazala kao veoma efikasna [289]. Egzopeptidaza iz Aspergillus oryzae 

se pokazala kao korisna za smanjenje gorčine hidrolizata kazeina, proteina surutke i 

glutena, a takoĎe i aminopeptidaze iz Streptococcus lactis i Thermus aquaticus YT-1. 

Pšenična karboksipeptidaza utiče na smanjene gorčine hidrolizata kazeina oslobaĎanjem 

aminokiselina sa C-terminalnog kraja peptida. Generalno, tretmani sa egzopeptidazama su 

se pokazali kao praktični pristupi za regulisanje gorčine proteinskih hidrolizata [290]. 

Pojedini autori su ustanovili da peptidaza iz Lactococcus lactis subsp. cremoris SK11, 

takoĎe, utiče na smanjenje gorčine pet peptida izolovanih iz čedar sira, dok su drugi 

istraţivači utvrdili da dolazi do smanjenja gorčine frakcije peptida izolovane iz obranog 

mleka korišćenjem Aspergillus proteaze P194 [291,292].  
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Tabela 5.1. Problemi koji se javljaju prilikom enzimske hidrolize proteina [293] 

Problem Uzrok Poboljšanje 

Gorĉina hidrolizata Reakcija hidrolize nije 

optimizovana sa aspekta 

stepena hidrolize i/ili izbora 

enzima 

Izabrati odgovarajući 

enzim i podesiti stepen 

hidrolize da ne bude ni suviše 

mali ni suviše veliki 

Previše jak termički 

tretman 

Zameniti termičke 

tretmane netermičkim 

postupcima 

Suviše dugo zadrţavanje na 

visokoj temperaturi 

Smanjiti dugo tretiranje 

visokom temperaturom 

naročito ako je proizvod 

koncentrovan 

Hidrolizati nemaju ukus Infekcija u toku obrade Proveriti kvalitet supstrata 

i/ili smanjiti vreme procesa u 

kome je moguć rast mikroba. 

Druga mogućnost je 

pasterizacija ili dodatak soli. 

Spora hidroliza Temperatura izvan kontrole Proveriti temperaturu 

upotrebom drugog 

termometra 

Mala količina enzima Povećati količinu enzima 

Gubitak aktivnosti enzima 

usled neadekvatnog čuvanja 

Proveriti način čuvanja i 

rok trajanja enzima 

Razblaţenje enzima vodom 

pre upotrebe 

Enzim je stabilan samo u 

originalnoj formulaciji, stoga 

ga ne treba razblaţivati 

Inhibitor proteaza u 

supstratu 

Eliminisati inhibitore 

termičkom denaturacijom ili 

nekim drugim fizičkim 

pretretmanom 

Koncentracija proteina 

drugačija od očekivane 

Proveriti koncentraciju i 

ako je potrebno podesiti je 

dodatkom rastvora NaOH ili 

NaCl 

pH izvan opsega Proveriti pH i podesiti na 

odovarajući 
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5.2. Stepen hidrolize (SH) 

Stepen hidrolize predstavlja glavni parametar koji odreĎuje veličinu i sekvencu peptida 

nastalih tokom enzimske hidrolize nativnih proteina i zavisi od broja raskinutih peptidnih 

veza supstrata [277]. Uopšteno, stepen hidrolize se moţe definisati kao odnos raskinutih 

peptidnih veza supstrata i ukupnih peptidnih veza prisutnih u molekulu nativnog proteina i 

moţe se izračunati korišćenjem sledeće formule: 

SH (%) = (h / htot) x 100 (5.1) 

gde h predstavlja broj hidrolizovanih peptidnih veza, a htot je ukupan broj peptidnih veza 

supstrata. Standardna metoda za odreĎivanje stepena hidrolize ne postoji, nego se 

uglavnom koriste različite metode, a neke od najčešće korišćenih u literaturi su: pH-stat 

metoda, osmometrijska metoda, odreĎivanje slobodnog azota nakon precipitacije 

trihlorsirćetnom kiselinom (na engl. TCA method), formol titracija, OPA metoda (o-

ftalaldehid) i TNBS metoda (2,4,6-trinitrobenzensulfonska kiselina) [294].  

Prednosti i nedostaci najčešće korišćenih metoda za odreĎivanje stepena hidrolize 

proteina dati su u Tabeli 5.2. 

Glavni faktori koji utiču na stepen hidrolize proteina jesu: 

1. odnos enzima i supstrata, 

2. temperatura na kojoj se odigrava reakcije hidrolize, 

3. pH reakcije i 

4. vreme trajanja reakcije hidrolize. 

 

Odnos enzima i supstrata 

Kako je početna brzina reakcije hidrolize proporcionalna koncentraciji enzima, 

povećanje brzine reakcije se moţe postići povećanjem koncentracije enzima, pri čemu 

povećanje stepena hidrolize u tačno definisanom vremenskom intervalu prati trend krive 

hiperbole. Povećanje količine proteaze utiče na raskidanje većeg broja peptidnih veza 

supstrata što pozitivno utiče na sam tok reakcije hidrolize, a praćeno je i naknadnim 

povećanjem rastvorljivosti proteina [295]. Generalno, sa odgovarajućom količinom 

proteaze, stepen hidrolize je proporcionalan količini enzima. Potrebno je naglasiti da 

prevelika koncentracija enzima negativno utiče na tok reakcije hidrolize, dovodeći do 

smanjenja stepena hidrolize. U početku reakcije, sa povećanjem količine enzima dolazi do 

naglog povećanja brzine reakcije, sve do momenta kada svi molekuli supstrata budu 

zasićeni enzimom i tada dolazi do smanjenja brzine reakcije hidrolize [296]. Šahidi 
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(Shahidi) i sar. (1995) su utvrdili znatno povećanje stepena hidrolize tokom početne faze 

reakcije hidrolize i nisu zabeleţili povećanje stepena hidrolize prilikom dodatka nove 

količine enzima u stacionarnoj fazi reakcije [297]. TakoĎe, jedan od mogućih razloga 

smanjenja brzine reakcije hidrolize jeste inhibicija enzima peptidima nastalim tokom 

hidrolize [298]. Nije primećen porast stepena hidrolize tokom hidrolize proteina iz Mallotus 

villosus (na engl. capelin mince) nakon dodatka nove količine enzima u reakcionu smešu. 

Moguća inhibicija reakcije hidrolize moţe biti posledica prisustva proizvoda reakcije 

(nastali peptidi) ili hidrolize svih dostupnih peptidnih veza supstrata. Kako je prevelika 

koncentracija rastvorljivih peptida nepovoljna sa aspekta brzine enzimske reakcije 

hidrolize, poţeljno je ukloniti nastale peptide iz reakcione smeše kako bi došlo do 

povećanja brzine reakcije [297]. Studije su pokazale da povećanje koncentracije enzima 

dovodi to povećanja brzine reakcije hidrolize proteina iz tkiva ribe, navodeći da je jako 

teško objasniti ovaj fenomen zbog kompleksnosti samog supstrata koji je karakterističan po 

prisustvu velikog broja inhibitora proteaza. Isto tako, Kristinson (Kristinsson) i sar. (2000) 

su tvrdili da je kinetika hidrolize proteina ribe komplikovan proces zbog velikog broja 

različitih peptidnih veza i njihove specifičnosti ka enzimu tokom reakcije hidrolize [277]. 

 

Temperatura reakcije 

Povećanje temperature reakcije dovodi do povećanja brzine reakcije hidrolize, jer se 

učestalost sudara molekula enzima i supstrata povećava i dolazi do smanjenja energije 

aktivacije. Smanjenjem energije aktivacije veliki broj molekula moţe efikasno reagovati 

dajući proizvode reakcije (peptide). Ipak, preterano povećanje temperature negativno utiče 

na brzinu reakcije hidrolize, dovodeći do denaturacije enzima. Postoji optimalna tempertura 

na kojoj je aktivnost enzima maksimalna, a iznad koje aktivnost enzima naglo opada. Za 

proteine koji su veoma osetljivi na termičku denaturaciju, početno povećanje temperature 

reakcije dovodi do tzv. odmotavanja molekula proteina i izlaganja peptidnih veza iz 

unutrašnjosti molekula proteina molekulima enzima. Dalje povećanje temperature utiče na 

uspostavljanje hidrofobnoh interakcija koje dovode do agregacije molekula proteina utičući 

tako na sprečavanje dalje hidrolize dostupnih peptidnih veza. Dva glavna uticaja 

temperature na brzinu reakcije hidrolize jesu povećanje brzine hidrolize i povećanje stope 

denaturacije enzima [296].  
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Kako bi uopšte došlo do hidrolize proteina, moraju se postići efikasni sudari izmeĎu 

enzima i proteina koji bi doveli do vezivanja proteina za aktivno mesto enzima. Sa 

povećanjem temperature povećava se učestalost sudara u jedinici vremena, pa se i brzina 

reakcije povećava u okviru dozvoljenih granica. Isto tako, povećanje temperature reakcije 

dovodi do povećanja unutrašnje energije molekula koja uključuje translatornu energiju, 

energiju rotacije i vibracije molekula, kao i energiju hemijskih veza i energiju 

meĎumolekulskih interakcija. Ako je unutrašnja energija proteina prilično velika, moţe 

doći do raskidanja veza koje učestvuju u odrţavanju trodimenzionalne strukture proteina, a 

samim tim i do termičke denaturacije proteina. Stoga, previše visoka temperature moţe 

uticati na smanjenje brzine reakcije hidrolize koje moţe biti objašnjeno denaturacijom i/ili 

dezaktivacijom enzima ili supstrata [200]. 

 

pH reakcije 

Uticaj pH vrednosti na kojoj se odigrava enzimska reakcija hidrolize proteina je 

krucijalan faktor i zavisi od prirode enzima i supstrata. Promena pH utiče na raspodelu 

naelektrisanja i konformaciju molekula enzima i supstrata, a takoĎe je bitna kako ne bi 

došlo do ireverzibilne denaturacije enzima u ekstremno kiselim i alkalnim sredinama koja 

je praćena gubitkom njihove aktivnosti [299,300]. Isto tako, pH utiče na jonizaciju grupa 

koje učestvuju u odrţavanju odgovarajuće konformacije aktivnog centra enzima, vezivanje 

supstrata za enzim i konverziju supstrata u proizvod [300]. Ove grupe su locirane u 

unutrašnjosti kiselih i baznih aminokiselinskih ostataka. 

Ekstremne pH vrednosti imaju štetan uticaj na proteine i peptide. Poznato je da se 

mnogi proteini odmotavaju na pH vrednostima manjim od 5 ili većim od 10, što je 

uglavnom posledica toga što uvijeni proteini (ili oligopeptidi) poseduju sakrivene grupe 

(nejonizovane) unutar svoje strukutre koje mogu biti jonizovane jedino nakon odmotavanja 

proteina [301]. TakoĎe, ekstremno velike pH vrednosti mogu dovesti do raskidanja jonskih 

mostova izmeĎu jonizujućih grupa. Iz svega navedenog, zaključuje se da je optimalna pH 

vrednost karakteristika svakog enzima i neophodno je izvoĎene enzimske reakcije upravo 

na odgovarajućoj pH vrednosti za dati enzim. 
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Vreme trajanja reakcije hidrolize 

Kriva hidrolize u funkciji vremena je obično definisana sa dve faze, početnom brzom 

fazom i sporom, opadajućom fazom, kada je količina supstrata u sistemu smanjena. Tokom 

prve faze dolazi do hidrolize polipeptidnih lanaca, dok je druga faza karakteristična po 

hidrolizi manjih peptida. Sa vremenom se brzina reakcije smanjuje što moţe biti posledica 

smanjenja aktivnosti enzima, zasićenja enzima supstratom ili inhibicije enzima proizvodom 

reakcije [297]. TakoĎe, smanjenje brzine reakcije tokom vremena objašnjava se 

dezaktivacijom enzima ili inhibicijom enzima [302]. Postoje dva uopštena mehanizma 

hidrolize proteina, od kojih je prvi poznat po tome da dovodi do sekvencionalnog 

oslobaĎanja jednog peptida u odreĎenom vremenskom intervalu (na engl. one by one 

mechanism), dok je za drugi karakteristično formiranje intermedijara koji se naknadno 

hidrolizuje (na engl. zipper mechanism) [302,303]. Vreme trajanja reakcije hidrolize je 

bitno i sa aspekta isplativosti procesa prilikom njegove implementacije u prehrambenoj 

industriji. Povećanje vremena hidrolize u cilju neznatnog povećanja stepena hidrolize nije 

ekonomski opravdano, jer utiče na povećanje kapitalnih i operativnih troškova proizvodnje. 

Stoga se preporučuje da se procesi bazirani na hidrolizi proteina iz različitih izvora vode u 

reaktorima manjih zapremina i budu vremenski kraći, jer se na taj način smanjuju ukupni 

troškovi proizvodnje i omogućava isplativa proizvodnja. 
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Tabela 5.2. Najčešće korišćene metode za odreĎivanje stepena hidrolize proteina 

Metoda Prednost Nedostatak 

pH-stat Praćenje u realnom vremenu 

Ne utiče na denaturaciju proteina 

Brza metoda 

Nema derivatizaciju 

Preciznost zavisi od vrste enzima 

Egzoproteaze daju lošu procenu SH 

Odnos potrošnje baze i SH nije precizan 

za sve proteine 

Samo za alkalne reakcione smeše 

TNBS Generalno tačna i precizna 

Brza derivatizacija 

Nemogućnost praćenja u realnom 

vremenu 

Samo za rastvorljive uzorke 

Toksično jedinjenje 

Interferira sa ostacima lizina 

Zahteva korak derivatizacije 

Netačna za proteine bogate prolinom 

OPA Brza derivatizacija 

Praćenje u realnom vremenu 

 

Neprecizna za proteine bogate cisteinom 

i/ili prolinom 

Samo za rastvorljive uzorke 

Interferira sa ostacima lizina 

Zahteva korak derivatizacije 

TCA Brza metoda OdreĎuje rastvoreni azot, pre nego 

stepen hidrolize 

Formol 

titracija 

Brza metoda 

Praćenje u realnom vremenu 

 

Indirektna i direktna metoda ne daju 

različite rezultate 

Promenljivi rezultati 

 

5.3. Proteaze 

Proteolitički enzimi ili proteze predstavljaju veliku grupu enzima koji katalizuju 

hidrolizu peptidne veze u molekulima proteina i peptida pri čemu ih razlaţu na proizvode 

manje molekulske mase. Reakcija hidrolize je reverzibilna, pa proteaze mogu pod 

odreĎenim uslovima da katalizuju i povrtanu reakciju sinteze peptida uz izdvajanje vode. 

Prema MeĎunarodnoj nomenklaturi proteaze spadaju u treću grupu enzima - hidrolaze, 

podgrupu 3.4. - peptid - hidrolaze. 

Kako su proteini veoma rasprostranjeni u prirodi, ovi enzimi imaju najveći industrijski 

značaj. Njihova godišnja proizvodnja čini 60% ukupne proizvodnje svih industrijskih 

enzima. Tradicionalno se koriste u prehrambenoj industriji i industriji deterdţenata, dok je 

njihova primena u koţarskoj industriji i u terapeutske svrhe novijeg datuma. 

Industrijski proteolitički enzimi se proizvode iz velikog broja različitih komercijalnih 

sojeva u zavisnosti od namene, dok se savremeni pristup zasniva na proizvodnji 
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rekombinantnih enzima tačno odreĎenih svojstava za potrebe industrije deterdţenata i 

druge. Najveće količine proteaza se proizvode pomoću mikroorganizama i to 

ekstracelularno, ali su još uvek od komercijalnog značaja i neke proteaze biljnog i 

ţivotinjskog porekla (Tabela 5.3). Najveći svetski proizvoĎači proteaza su Danska 

(Novozymes), Holandija (Gist - Brocades) i SAD (Genencor International) [276]. 

 

 

Tabela 5.3. Pregled izvora proteaza i njihova industrijska primena [304] 

  Poreklo proteaza    Tip proteaze   Oblast primene 

Bakterije 

Bacillus licheniformis Alkalna Proizvodnja deterdţenata 

Bacillus amyloliquefaciens Alkalna Proizvodnja deterdţenata 

Bacillus megaterium Alkalna Proizvodnja deterdţenata 

Bacillus pumilis Alkalna Proizvodnja deterdţenata 

Bacillus subtilis Neutralna Prerada koţe/prehrambena 

industrija 

Bacillus cereus Neutralna Prerada koţe/prehrambena 

industrija 

Pseudomonas aeruginosa Neutralna Prerada koţe/prehrambena 

industrija 

Streptomyces griseus Alkalna, Neutralna Proizvodnja deterdţenata, 

prerada koţe, prehrambena 

industrija 

Plesni 

Aspergillus niger Alkalna Proizvodnja deterdţenata 

Aspergillus sojae Alkalna, Neutralna Proizvodnja deterdţenata, 

prerada koţe, prehrambena 

industrija 

Aspergillus oryzae Alkalna, Neutralna Proizvodnja deterdţenata, 

prerada koţe, prehrambena 

industrija 

Aspergillus flavus Alkalna Proizvodnja deterdţenata 

Mucor miehei Kisela Prehrambena i farmaceutska 

industrija 

Mucor pusillius Kisela Prehrambena i farmaceutska 

industrija 

Endothia parasitica Kisela Prehrambena i farmaceutska 

industrija 
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Biljne proteaze 

Papaja (Carica papaya) Papain, neutralna Zrenje mesa, bistrenje piva, 

štavljenje koţe, mlečna 

industrija, pekarstvo 

Smokva (Ficus carica) Ficin, neutralna Zrenje mesa 

Ananas (Ananas comosus) Bromelin, 

neutralna 

Pekarstvo, bistrenje piva, 

proizvodnja kozmetičkih 

proizvoda 

Ţivotinjske proteaze 

Ţeludac teleta, jagnjeta, jareta Pepsin, kisela Proizvodnja sira 

Ţeludac teleta, jareta, jagnjeta Renin, kisela Proizvodnja sira 

Svinjski pankreas Tripsin, 

himotripsin, 

neutralne 

Prerada koţe 

 

5.3.1. Osnovna svojstva i klasifikacija proteaza 

 

Klasifikacija proteolitičkih enzima se moţe izvršiti na osnovu više kriterijuma, a to su: 

pozicija peptidne veze u molekulu proteina na koju deluju, struktura aktivnog centra i 

mehanizam delovanja, kao i pH vrednost pri kojoj deluju. 

Na osnovu pozicije peptidne veze u molekulu proteina koju hidrolizuju, proteaze se 

dele na egzopeptidaze i endopeptidaze. Egzopeptidaze dejstvuju na krajevima peptidnih 

lanaca odvajajući postepeno pojedine aminokiseline i na taj način progresivno skraćuju 

peptidne lance, dok endopeptidaze dejstvuju u unutrašnjosti molekula proteina, često na 

odreĎenoj udaljenosti od terminalne amino- ili karboksilne grupe i razlaţu proteine 

nasumično na peptide manje molekulske mase. 

Neke endopeptidaze su nespecifične i hidrolizuju peptidnu vezu izmeĎu bilo koje dve 

aminokiseline, dok su druge strogo specifične prema odreĎenim aminokiselinama. Na 

primer, tripsin raskida peptidnu vezu samo (na C-terminalnom kraju) posle lizina i arginina 

kao osnovne aminokiseline, dok himotripsin ima afinitet ka hidrofobnim aminokiselina kao 

što su fenilalanin, tirozin i triptofan, a često i leucin i metionin (Slika 5.1). Ove razlike u 

specifičnosti zavise od prirode aktivnog centra proteaza i od aminokiselina koje učestvuju u 

stvaranju veza sa supstratom [304,305].  
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Na osnovu mehanizma delovanja, svi proteolitički enzimi, odnosno egzo- i 

endopeptidaze se mogu podeliti u četiri grupe: serinske, cisteinske, aspartatne i metalo-

proteaze. Tako, na primer, na osnovu načina delovanja na makromolekul pepsin je 

endopeptidaza, dok je po mehanizmu delovanja serinska proteaza. 

U zavisnosti od pH vrednosti na kojoj ispoljavaju svoju aktivnost dele se na kisele, 

alkalne i neutralne proteaze. Zbog prisustva serina u aktivnom centru alkalne proteaze 

spadaju u serinske proteaze [306,307]. 

 
Slika 5.1. Specifično raskidanje peptidnih veza pomoću tripsina i himotripsin 

 

 5.3.1.2. Serinske proteaze 

Serinske proteaze (EC 3.4.21) su karakteristične po tome što u sastav njihovog aktivnog 

centra ulazi ostatak aminokiseline serina koji ima vaţnu katalitičku funkciju pri razlaganju 

proteina. Veoma su rasprostranjene u prirodi i nalaze se u sekretima za varenje kod 

ţivotinja i sokovima i tkivima kod biljaka. Veliki broj mikroorganizama ih produkuje 

uglavnom ekstracelularno. Izuzev par izuzetaka, relativno su malih molekula, u intervalu od 

18 do 35 kDa i pokazuju najveću aktivnost pri pH od 7 do 11. U vaţne predstavnike ove 

grupe enzima moţemo svrstati himotripsin, tripsin, trombin, elastazu, subtilizin i druge. 

Navedeni enzimi pokazuju veliku sličnost u strukturi i mehanizmu delovanja (Slika 5.2). 

 
Slika 5.2. Šematski prikaz serinskih proteaza [308] 

 



Doktorska disertacija Andrea B. Stefanović 
 

 

66 
 

Serinske proteaze uglavnom sintetišu ćelije u obliku neaktivnog prethodnika proenzima 

ili zimogena koji se moraju prevesti u aktivni oblik uklanjanjem dela peptidnog lanca koji 

maskira aktivni centar ennzima. Tako, na primer, himotripsin sintetišu ćelije pankreasa u 

obliku neaktivnog prethodnika, himotripsinogena, koji se izlučuje kao takav u duodenum i 

tamo prevodi u aktivni oblik pomoću tripsina ili neke druge proteaze. Isti slučaj je i sa 

ostalim enzimima: tripsin sintetišu ćelije pankreasa u obliku neaktivnog prekursora, 

tripsinogena; elastaza se takoĎe dobija iz svog prekursora, proelastaze [276,309]. 

 Metabolički put sinteze serinske proteaze iz Bacillus lichemiformis prikazan je na 

Slici 5.3. 

 
 

Slika 5.3. Metabolički put sinteze serinske proteaze iz Bacillus lichemiformis [310] 

 

 Glavnu ulogu u katalitičkom mehanizmu serinskih proteaza igra „katalitička trojka― 

koja se nalazi u aktivnom centru enzima svih serinskih proteaza. Ova trojka se sastoji od tri 

esencijalne aminokiseline: histidina (His 57), serina (Ser 195) i aspartanske kiseline (Asp 

102). Svaka od ove tri ključne aminokiseline igra bitnu ulogu u procesu raskidanja 

peptidnih veza. Npr. -OH grupa serina se ponaša kao nukleofil koji napada ugljenikov atom 

karbonilne grupe koja učestvuje u formiranju kovalentne veze izmeĎu enzima u supstrata, 

dok slobodni elektronski par na azotovom atomu histidina ima sposobnost da prihvati 

vodonikov atom iz -OH grupe serina, koordinirajući tako napad na peptidnu vezu. Ove 
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aminokiseline su u peptidnom lancu udaljene jedna od druge, ali se prilikom uvijana 

peptida pribliţavaju jedna drugoj i nalaze se u samom srcu enzima, u njegovom aktivnom 

centru [310].  

Mehanizam dejsta serinskih proteaza počinje formiranjem kovalentnog enzim-supstrat 

kompleksa u toku reakcije acilacije koja dovodi do gubitka odgovarajućih aminokiselina ili 

peptidnih fragmenata, a zatim dolazi do nukleofilnog napada molekula vode na novonastali 

intermedijar (ES kompleks), pri čemu dolazi do deacetilacije i završetka hidrolize peptida. 

Reakcija katalize sledi ping-pong mehanizam u kojoj prvo dolazi do vezivanja supstrata, 

zatim se oslobaĎa proizvod, pa se nakon toga vezuje drugi supstrat (u ovom slučaju voda) i 

oslobaĎa se još jedan proizvod reakcije [311]. 

Izučavajući strukturu serinskih proteaza utvrĎeno je da one sadrţe više od 1775 

aminokiselinskih ostataka, pri čemu N-terminalni katalitički domeni sadrţe od 268 do 511, 

a signalni peptidi od 27 do 280 aminokiselinskih ostataka. Za sve subtilaze je moguće 

definisati jezgro strukture samog katalitičkog domena čak i kada se uzmu u obzir različite 

varijante koje su moguće u glavnim lancima kao rezultat umetanja ili isecanja nekih 

aminokiselinkih sekvenci (Slika 5.4). Imajući u vidu ova razmatranja jasno je da su svoj 

doprinos utvrĎivanju strukture serinskih proteaza dale tehnike proteinskog inţenjerstva koje 

su nam dale odgovore i na pitanje stabilnosti ovih enzima, njihove katalitičke aktivnosti i 

specifičnosti prema supstratu. Od 1991. godine otkiveno je više od 100 novih subtilaza, a 

danas se i dalje radi na identifikaciji novih iz različitih izvora [312,313]. 

Serinske proteaze se mogu dalje deliti na različite familije na osnovu strukturnih 

sličnosti, ali sa praktičnog aspekta bakterijski subtilizin je podgrupa serinskih proteaza od 

najvećeg industrijskog značaja. Prva identifikovana DNK sekvenca je bila za subtilizin iz 

Bacillus amyloliquefaciens koji je dobio naziv Subtilizin BPN. Od tada su otkrivene i DNK 

sekvence mnogih drugih subtilizina i serinskih proteaza, kao što su Subtilizin E iz Bacillus 

subtilis, Subtilizin Karlzberg iz Bacillus  licheniformis, Subtilizin NAT iz Bacillus subtilis 

kao i serinske proteaze iz Bacillus alcalophilus PB92 [314]. 
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Slika 5.4. (a) Šematski prikaz topologije sekundarne strukture subtilizina, α-heliks je 

predstavljen cilindrima, a β-naborana struktura je predstavljena u formi strelica. Pune linije 

ukazuju na očuvane domene, a isprekidane na varijabilne domene. Katalitička trojka je 

označena *, a mesto vezivanja supstrata je izmeĎu lanaca eI i eIII. (b) Sekundarna i 

tercijarna struktura subtilizina. Bočni lanci katalitičkih ostataka su prikazani u obliku 

loptice i štapa [315] 

5.3.1.3. Aspartatne proteaze 

Aspartatne proteaze (EC 3.4.23) su grupa kiselih proteaza čiji aktivni centar sadrţi 

ostatke asparaginske kiseline. Veliki broj ovih enzima ima molekulsku masu u opsegu od 

30 do 45 kDa i pokazuju maksimalnu aktivnost u kiseloj sredini pri pH vrednosti 3 - 4,5. 

Ova grupa enzima ima potpuno drugačiju strukturu od serinskih proteaza. Dva ostatka 

asparaginske kiseline, nekad na različitim subjedinicama, učestvuju u reakcionom 

mehanizmu [276].  

Aspartatne proteaze su visoko specifična familija proteaza koja ima sposobnost cepanja 

dipeptidnih veza sa hidrofobnim aminokiselinskim ostacima, kao i onih sa beta-



Doktorska disertacija Andrea B. Stefanović 
 

 

69 
 

metilenskom grupom. Za razliku od drugih proteaza, one ne formiraju kovalentni 

intermedijar tokom reakcije hidrolize. Predloţeno je dosta različitih katalitičkih 

mehanizama za ove proteaze, ali je najviše prihvaćen kiselo-bazni mehanizam koji 

uključuje smeštanje molekula vode izmeĎu dva aspartatna ostatka. Jedan aspartat aktivira 

vodu izdvajanjem protona, onemogućavajući molekulu vode da napadne karbonilni 

ugljenikov atom supstrata koji učestvuje u formiranju kovalentne veze, stvarajući 

tetraedarski intermedijar u formi oksianjona. Reorganizacija intermidijara dovodi do 

protonizacije amidnog azota molekula supstrata i oslobaĎanja odgovarajuće 

aminokiselinske sekvence (Slika 5.5) [316].  

 

Slika 5.5. Predloţeni mehanizam hidrolize peptidne veze pomoću aspartatnih proteaza 

[317] 

Pepsin i renin su najpoznatiji predstavnici takozvanih ţivotinjskih stomačnih enzima. 

Pepsin luče periferne ţlezde ţeludačne sluzokoţe u obliku neaktivnog pepsinogena koji se 

aktivira pod uticajem hlorovodonične kiseline ţeludačnog soka ili u prisustvu tragova 

aktivnog pepsina, tj. autokatalitički. Aktivacija pepsinogena se postiţe spuštanjem pH 

vrednosti ispod 4,5 koja prouzrokuje niz promena u strukturi veza i dovodi do formiranja 

molekula pepsina (Slika 5.6). Renin i himozin se stvaraju iz prorenina u ţelucu odojčadi i 

mladih dok se hrane mlekom, a naročito u sirištu (četvrtom delu ţeluca) mladih preţivara 

odakle se i dobija. Enzim vrlo intenzivno zgrušava mleko. Mikrobne aspartatne proteaze se 

proizvode uglavnom iz Aspergillus, Penicillium, Rhyzopus i Mucor sojeva i do sada njihova 

najveća primena je u industriji sira [276].  
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Slika 5.6. Šematski prikaz aktivacije pepsinogena u pepsin [318] 

5.3.1.4. Cisteinske proteaze 

Cisteinske proteaze (EC 3.4.22) su veoma rasprostranjene u prirodi i karakteristične su 

po tome što u sastav njihov aktivnog centra ulaze ostaci dve aminokiseline, cisteina i 

histidina, koje su od esencijalne vaţnosti za njihovu katalitičku aktivnost. Cisteinske 

proteaze, meĎu kojima su predstavnici papain, ficin i bromelin, su poznate kao biljne 

proteaze, jer su rasprostranjene u sokovima i tkivima biljaka. 

Jedna od najvaţnijih karakteristika cisteinskih proteaza jeste da postaju aktivne pod 

uticajem odreĎenih redukcionih agenasa (cistein, glutation, vodonik-sulfid, askorbinska 

kiselina itd.) i da imaju najveću aktivnost u neutralnoj sredini. UtvrĎeno je da svi aktivatori 

papaina imaju sposobnost da redukuju disulfidne veze. U isto vreme jedinjenja koja 

oksidišu sulfhidrilne grupe (jod, vodonik-peroksid) inhibiraju aktivnost papaina. Na osnovu 

ovoga zaključuje se da je za katalitičku aktivnost papaina neophodno prisustvo slobodne 

sulfhidrilne grupe u molekulu. Mehanizmi delovanja papaina i nekih serinskih proteaza su 

slični, s tom razlikom što kod papaina dolazi do stvaranja tioacil-enzim kompleksa kao 

kovalentnog intermedijara. Nukleofilnost -SH grupe je povećana susednim ostatkom 

His159 koji ujedno igra ulogu akceptora protona. Pored sulfhidrilne grupe, utvrĎeno je da 

je za aktivnost enzima od esencijalne vaţnosti prisustvo karboksilne grupe u disosovanom 

obliku. Ove proteaze pokazuju najveću aktivnost u neutralnoj sredini i koriste se u 

prehrambenoj industriji, uglavnom u proizvodnji mesa i mesnih preraĎevina [276,319].  

Prvi korak u katalitičkom mehanizmu hidrolize peptidne veze jeste deprotonizacija 

tiolne grupe aktivnog centra enzima od strane susedne aminokiseline koja u bočnom lancu 

sadrţi ostatak histidina. Sledeći korak je nukleofilni napad deprotonovanog cisteinskog 
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anjonskog sumpora na karbonilni ugljenikov atom supstrata. U ovom koraku dolazi do 

oslobaĎanja fragmenta supstrata sa N-terminusa, histidinski ostaci proteaze se ponovo 

vraćaju u svoj deprotonizovani oblik, a tioestar (intermedijar) učestvuje u vezivanju novog 

C-terminusa supstrata (Slika 5.7) [320].  

 

Slika 5.7. Šematski prikaz reakcionog mehanizma cisteinskih proteaza [320]  

5.3.1.5. Metalo - proteaze 

Metalo - proteaze su grupa proteaza karakteristična po tome što im je za katalitičku 

aktivnost od esencijalne vaţnosti prisustvo dvovalentnih jona Mg
2+

, Mn
2+

, Zn
2+

, Co
2+

 i 

drugih. Drugim rečima, agensi koji reaguju sa metalima, kao što su 1,10-fenantrolin, citrat, 

polifosfati i drugi, inhibiraju metalo - proteaze. Metal moţe biti labavo vezan sa 

proteinskim delom enzima i lako se moţe od njega odvojiti. Ovo je slučaj kod leucin-

aminopeptidaze, glicilglicin-dipeptidaza i drugih.  

Druga podgrupa proteolitičkih enzima ove grupe sadrţi u molekulu metal koji je čvrsto 

vezan sa proteinskim delom enzima. U takve enzime spadaju karboksipeptidaze, koje u 

molekulu sadrţe čvrsto vezani dvovalentni cink koji učestvuje u reakciji sa supstratom. 

Veliki broj metalo - proteaza pokazuje maksimalnu aktivnost u neutralnoj do alkalnoj 

sredini. Najpoznatiji predstavnik ove podgrupe enzima je mikrobni termolizin, 

termostabilna neutralna proteaza koja ima veliki industrijski značaj u proizvodnji veštačkih 

zaslaĎivača [321]. 
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5.4. Proteaze za hidrolizu proteina belanceta 

Pregledajući dostupnu literaturu moţe se izneti zaključak da se prilikom hidrolize 

proteina belanceta najčešće koriste egzo- i endo-peptidaze, kao što su proteza iz Bacillus 

licheniformis, proteaza iz Bacillus amyloliquefaciens, papain, tripsin, pepsin, proteaze iz 

Aspergillus oryzae, pri čemu su istraţivači u najvećem broju eksperimenata koristili 

komercijalne preparate enzima. Na osnovu literature, za ovo istraţivanje odabrane su 

proteaze o kojima će biti reči u tekstu koji sledi. 

5.4.1. Alkalaza, proteaza iz Bacillus licheniformis 

Alkalaza (na engl. Alcalase® 2,4 L, sinonimi: Proteinase from Bacillus licheniformis, 

Subtilisin A, Subtilisin Carlsberg) je ime komercijalne alkalne proteaze kompanije 

Novozymes koja je izolovana je iz bakterije Bacillus licheniformis. Nezaštićeno ime ovog 

enzima je subtilizin, sa oznakom EC 3.4.21.62. Pripada grupi serin-endopeptidaza koje 

napadaju peptidnu vezu nukleofilnim delovanjem serinskog centra. Aktivna je na pH 

izmeĎu 6,5 i 8,5, a pH optimum joj je oko 8. Preporučuje se da se čuva na temepraturi od 2-

8 °C [322]. Temperaturni optimum je u opsegu 55-60 °C, a vrednost izoelektrične tačke je 

9,4. Moţe da hidrolizuje nativne i denaturisane proteine i pripada grupi ekstracelularnih 

serin-proteaza. Alkalaza poseduje široku specifičnost prema peptidnim vezama, a prednost 

imaju nepromenjeni ostaci u poloţaju P1 peptidne veze od P1-P10, koji reaguju sa 

katalitičkim centrom serin-proteaze u kojoj je prema nomenklaturi Šehtera (Schechter) i 

Bergera ( Berger) (1967) N-terminalni kraj označen kao P3, P2, P1, a C-terminalni kraj sa 

P1', P2', P3' itd. [59]. U okviru ove disertacije, eksperimentalni uslovi pri kojima je 

izvoĎena jednostepena i dvostepena hidroliza belanceta alkalazom su bili temperatura 50 

°C i vrednost pH 8,0. 

Upotrebom rendgentskog zračenja za ispitivanje strukture ovog enzima ustanovljeno je 

da se sastoji od 275 aminokiselinskih ostataka, a da samu strukturu čine nekoliko α-heliksa 

i veliki broj β-naboranih ploča. Strukturno, ovaj enzim nema nikakve veze sa 

himotripsinom, takoĎe serinskom proteazom, ali himotripsin i Subtilizin Carlsberg imaju 

istu kataličitku trijadu u aktivnom centru. Naime, aktivni centar subtilizina čine 

aminokiseline Asp32, His64 i Ser221 koje obrazuju katalitičku trijadu. Iako su 
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aminokiseline Asp32, His64 i Ser221 po poloţaju u molekulu daleko, prilikom obrazovanja 

trodimenzionalne strukture one se pribliţavaju i obrazuju aktivni centar enzima.  

Mehanizam delovanja subtilizina koji katalizuje hidrolizu peptidne veze se sastoji iz 

nekoliko faza. Prvo, iz karboksilne grupe Asp32 predaje se proton azotu u imidazolovom 

prstenu His64. Ovo je moguće pošto je asparaginska kiselina negativno naelektrisana pri 

pH vrednosti 7,40 (fiziološka pH). Drugi atom azota iz His-64 reaguje sa O-H iz Ser221, 

pri čemu se raskida veza O-H, i nastaje nukleofilni kiseonik. Zatim sledi nukleofilni napad 

deprotonovanog kiseonika Ser221 na karbonilnu grupu peptidne veze supstrata koja se 

hidrolizuje. Kao rezultat navedenih reakcija, formira se tetraedarni intermedijar. Peptidna 

veza obrazovana izmeĎu C- i N atoma raskida se nakon formiranja tetraedarnog 

intermedijara i proton sa intermedijara pomera se ka His64, pa ostaje stabilan acil-enzim 

intermedijar. Zatim molekul vode predaje proton His64 i negativno naelektrisan kiseonik 

vezuje se za ugljenik iz karbonilne grupe C-terminalnog kraja peptida i ponovo se obrazuje 

tetraedalni intermedijar. U poslednjoj reakciji, obrazovana veza izmeĎu Ser221 i 

karbonilnog kiseonika se raskida, pa proton reaguje sa azotom iz His64 i histidin se 

stabilizuje, dok se negativno naelektrisan ugljenik iz karbonilne grupe stabilizuje 

obrazovanjem dvostruke veze sa kiseonikom. Kao rezultat, C-terminalni kraj peptida se 

uklanja [323]. 

Trodimenzionalnu kristalnu strukturu subtilizina istraţivači su odredili u anhidrovanom 

dioksanu primenom X-zračenja na 2,6 Å rezoluciji i izvršili uporeĎivanje dobijene strukture 

sa strukturom subtilizina u vodi i acetonitrilu. Tom prilikom istraţivači su ustanovili da 

nema značajnih razlika u dobijenim strukturama, s tim da su veoma male promene uočene u 

konformacji stolice izmeĎu dioksana i vode, ali te promene su iste kao i promene koje se 

poštuju izmeĎu struktura jedinjenja u različitim vodenim sredinama [324]. 

5.4.2. Flevorzim, proteaza iz Aspergillus oryzae 

Flevorzim (na engl. Flavourzyme® 500 L) je ime komercijalne proteaze kompanije 

Novozymes, koja je poznata i kao ekstracelularna leucil-aminopeptidaza i zavedena je pod 

oznakom EC 3.4.11.1. Flevorzim je proteaza koja ima endo- i egzo-peptidaznu aktivnost i 

izolovana je iz plesni Aspergillus oryzae. Njen temperaturni optimum je u opsegu 45-50 °C, 

dok se pH optimum nalazi izmeĎu vrednosti 5-7 [325]. Pre svega, flevorzim hidrolizuje 

ostatke leucina u N-terminalnom kraju peptida i proteina. Generalno, hidroliza ovom 
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proteazom dovodi do oslobaĎanja N-terminalne aminokiseline u sekvencionalnom 

redosledu Xaa
+
 Yaa

-
, u kome Xaa

+
 predstavlja prvu hidrolizovanu aminokiselinu, a 

poţeljno je da to bude leucin (Leu) ili neka druga aminokiselina uključujući i prolin (Pro), 

ali ne i arginin (Arg) i lizin (Lys). Yaa
-
 predstavlja drugu hidrolizovanu aminokiselinu i to 

najčešće moţe biti prolin (Pro). TakoĎe, flevorzim lako hidrolizuje i amide aminokiselina, 

kao i metil estre, s tim što je prinos arilamida izuzetno nizak. Enzim je aktivan u prisustvu 

jona metala kao što su Zn
2+

, Mg
2+

 i Mn
2+

 [59, 326]. Pregledom dostupne literature moţe se 

reći da pravi mehanizam delovanja ove leucin-aminopetidaze još nije utvrĎen, dok je 

mehanizam za goveĎu leucin-aminopeptidazu i onu izolovanu iz Escherichia coli utvrĎen 

[327,328].  

Tokom ovog istraţivanja hidroliza proteina belanceta ovom proteazom izvoĎena je pri 

rekacionim uslovima 50 °C i pH 7,0. 

5.4.3. Neutraza, proteaza iz Bacillus amyloliquefaciens 

Neutraza (na engl. Neutrase® 0.8 L) je komercijalno ime izuzetno stabilne nespecifične 

Zn-endoproteaze izolovane iz Bacillus amyloliquefaciens, kompanije Novozymes. TakoĎe, 

ona se naziva bacilolizin i ima oznaku EC 3.4.24.28. To je neutralna ekstracelularna 

proteaza koja sadrţi jedan atom cinka po molekulu. Cink se lako uklanja helatnim 

sredstvima (npr. EDTA). Ca
2+

 jon je detektovan u prečišćenom enzimu i veruje se da ima 

ulogu u odrţavanju strukture i oblika i da sprečava autolizu enzima. Ovaj jon u molekulu 

enzima vezan je za amonokiseline ligandima, a to su His392, His396, Glu416, a za 

katalitičku aktivnost potreban je najmanje još jedan kiselinski ostatak koji će imati ulogu 

elektrofila Glu-393 [329,330]. U mehanizmu delovanja ove metaloproteaze nukleofil je 

aktiviran molekul vode. Optimalan pH je izmeĎu 6,0 i 7,0. Aktivatori su joni Ca
2+

, Mg
2+

, 

Mn
2+

, Fe
2+

 i Al
3+

 [331,332].  

U ovoj doktorskoj disertaciji, hidroliza belanceta pomoću neutraze izvedena je pri 

eksperimentalnim uslovima temperature 50 °C i pH vrednosti 7,0, koji ujedno predstavljaju 

optimalne uslove za navedenu proteazu. 

5.4.4. Papain, proteaza iz Carica papaya 

Papain pripada grupi cisteinskih proteaza (EC 3.4.22.2) koje se dele na endo- i 

aminopeptidaze i pokazuje široku specifičnost. Prisutan je u papaji, a pripadnici familije 
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cisteinskih proteaza pronadjeni su i u bacilovirusima, eubakterijama, kvascima, biljkama i 

sisarima. Ovaj enzim se sastoji od jednog polipeptidnog lanca u čijem sastavu se nalaze tri 

disulfidna mosta i sulfhidrina grupa u aktivnom centru enzima. Naime, aktivno centar čini 

R-ostatak aminokiseline cisteina, koji deprotonovan nukleofilno napada karbonilni ugljenik 

peptidne veze, pri čemu se izdvaja N-terminalni kraj. Ima veliku specifičnost prema 

peptidnoj vezi u molekulima proteina, i to favorizuje bočne lance u poloţaju P2 koji sadrţe 

veliki broj hidrofobnih ostataka aminokiselina. Optimalna pH vrednost je izmeĎu 6 i 7, a 

otimalna temperatura je 65 °C [333,334].  

Polipeptidni lanac papaina sastoji se od 212 aminokiselinskih ostataka [335,336]. Na 

osnovu trodimenzionalne stukture uočava se da se papain sastoji od dva domena izmeĎu 

kojih se nalazi tzv. pukotina u kojoj je smešten aktivni centar (Slika 5.8a). Stukturu 

molekula papaina čine α-heliksi i jedna antiparalelna β-naborana ploča. Ispitivanjem 

stukture papaina u vodenom rastvoru u prisustvu SDS-a uočen je veliki broj α-heliksa 

(spriralnih delova molekula) usled jakog elektrostatičkog privlačenja [337]. 

 

Slika 8.5. 3D struktura papaina u standardnoj orijentaciji (aktivno mesto je naznačeno 

strelicom) (a), katalitička dijada sa ostacima Asn175, Gln19 i Trp177 (b) i kompjuterski 

model površinske orijentacije oktapeptida vezanog za aktivni centar humanog katepsina K 

(c) [333] 

Katalitički mehanizam dejstva je sličan mehanizmu dejstva serinskih proteaza. Aktivni 

centar papaina čini katalitička dijada Cys25, His159, a za Asn158 dugo je smatrano da ima 

učešća u mehanizmu delovanja aktivog centra papaina, ali je takvo mišljenje opovrgnuto. 

Postoje, takoĎe, nekoliko dodatnih aminokiselinskih ostataka koji su neophodni za 

katalitičku funkciju papaina (Slika 5.8b). Ostaci Asn175 i Gln19 su neophodni za pravilno 
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pozicioniranje katalitičke dijade. Nedavni dokazi, meĎutim, sugerišu i vaţnu ulogu 

susednog Trp177 u generaciji nukleofilnog karaktera katalitičke dijade. Aktivni centar 

prostire se preko cele gornje strane molekula, a vezivanje supstrata se odigrava kada se 

molekul nalazi u produţenoj konformaciji po modelu vezivanja oktapeptida Ala-Gly-Leu-

Glu-Gly-Gly-Asp-Ala unutar aktivnog centra humanog katepsina K (Slika 5.8c). Na slici su 

prikazani ostaci supstrata u poziciji P4 i P3′, koji interaguje sa odgovarajućim vezujućim 

mestima enzima (S4 preko S3′) i katalitički ostaci Cys25 i His159 su naznačeni ţutom i 

plavom bojom, redom [333]. 
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EKSPERIMENTALNI DEO 

6. MATERIJALI I METODE 

6.1. Materijali 

U ovom radu kao supstrat korišćena su belanca jaja proizvoĎača Banatsko Novo selo, 

marke ―Timok‖.  

Enzimi korišćeni za reakciju hidrolize proteina belanceta su sledeći: 

 Proteaza iz Aspergillus oryzae, Sigma - Aldrich, St. Louis, SAD (flevorzim); 

 Proteaza iz Bacillus amyloliquefaciens, Sigma - Aldrich, St. Louis, SAD 

(neutraza); 

 Proteaza iz Bacillus licheniformis, Subtilisin R Carlsberg, Sigma - Aldrich, St. 

Louis, SAD (alkalaza); 

 Proteaza iz Carica papaya, Sigma - Aldrich, St. Louis, SAD (papain). 

Mikrobne kultrure koje su se koristile za mikrobiološke analize uzoraka su: 

 Enterobacteriaceae 

 Salmonella enteritidis 

Ostale hemikalije koje su korišćenje za ispitivanja funkcionalnih svojstava, kao i 

pripremu potrebnih reagenasa su: 

 5,5′- (ditiobis - 2 - nitrobenzoeva kiselina), DTNB, Sigma-Aldrich, Gilligham, 

UK 

 8-anilino-1-naftalensulfonska kiselina (ANS), Sigma-Aldrich, Gilligham, UK, 

 akrilamid (C3H5NO), Sigma-Aldrich, Gilligham, UK, 

 amonijum-persulfat (H8N2O8S2) (APS), Sigma-Aldrich, Gilligham, UK, 

 bakar (II)-sulfat pentahidrat (CuSO4 x 5H20), Zorka Pharma, Šabac, Srbija, 

 bromfenol plavo (C19H10Br4O5S), Sigma-Aldrich, Gilligham, UK, 

 dinatrijumhidrogen-fosfat (Na2HPO4), Centrohem, Srbija, 

 EE bujon (HiMedia Laboratories Pvt.Ltd, Mumbaj, India), 

 etanol (C2H60), Zorka Pharma, Šabac, Srbija, 

 etilendiamintetrasirćetna kiselina (C10H16N2O8), Lachema, Czech Republic, 

 Folin Ciocalteu reagens, Sigma Aldrich, St. Louis, SAD, 

 glicin (NH2CH2COOH), Biochemica, Sigma-Aldrich Chemi GmBH, China, 
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 gvoţĎe (III)-hlorid (FeCl3), Analytika, Czech Republic, 

 hlorovodonična kiselina (HCl), Lachner, Czech Republic, 

 kalijum (III)-heksacijanoferat (K4[Fe(CN)6]), Merck, Germany, 

 kalijum-natrijum tartarat (C4H4KNaO6), Merch, Darmstadth, Germany, 

 metanol (CH3OH), Lachema, Czech Republic, 

 Muller-Kauffman tetrationat novobiocin bujon (MKTTn) (HiMedia 

Laboratories Pvt.Ltd, Mumbaj, India), 

 natrijum-fosfat (NaH2PO4), Centrohem, Srbija, 

 natrijum-hidroksid (NaOH), Lachner, Czech Republic, 

 natrijum-hlorid (NaCl), Lachema, Czech Republic, 

 natrijum-karbonat (Na2CO3), Lachema, Czech Republic, 

 proteinski markeri za SDS-PAGE elektroforezu molekulske mase u opsegu 

14,4-116 kDa, Thermo scientific, Litvanija, 

 sojin bujon (RSV), HiMedia Laboratories Pvt.Ltd, Mumbaj, India, 

 trihlorsirćetna kiselina (CCl3COOH), Lachema, Czech Republic, 

 tris-(hidroksimetil)-aminometan (NH2C(CH2OH)3), Centrohem, Stara Pazova, 

Srbija, 

 urea (CH4N2O), Zorka, Šabac, Srbija, 

 VRBG agar, HiMedia Laboratories Pvt.Ltd, Mumbaj, India, 

 XLD agar, HiMedia Laboratories Pvt.Ltd, Mumbaj, India,  

6.2. Instrumenti 

 ATR-FTIR spektrofotometar (IRAffinity-1, Schimadzu, Japan), 

 centrifuga (SIGMA 2-16, rotor 12141, Nemačka), 

 centrifuga miniSpin (Eppendorf, Hamburg, Nemačka), 

 homogenizator (Yellowline, DI 25 basic, Ica Works Inc., Wilmington, 600 W, 

50 V, 8000-24000 rpm), 

 magnetna mešalica sa regulacijom temperature (C-MAG HS 7, IKA, Nemačka), 

 pH-metar (Eutech instrument, Holandija),  

 propelerska mešalica sa četiri propelera (Heidolph RZR 2020, Nemačka), 
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 Ramanov spektrometar (XploRa Raman Horiba Jobin Yvon). 

 skenirajući elektronski mikroskop sa emisijom polja (Mira 3 XMU, Češka 

Republika), 

 spektrofluorimetar (Horiba FluoroMax-4, HORIBA, Jobin Yvon) 

 sprej drajer (Büchi Dryer B-290, Büchi, Švajcarska), 

 ultrazvučna sonda, (Bandelin Sonopuls HD 2200, Berlin, Nemačka), 

 ultrazvučno kupatilo (Bandelin electronic, sonorex digitec, DT 102 H, 

Nemačka),  

 ultrazvučno kupatilo, (Еi Niš-Ro-Vep, Niš, Srbija), 

 ureĎaj za vertikalnu elektroforezu (LKB SE 600 Ruby, Power Supply EPS601, 

Amershom Bioscience), 

 UV/vis spektrofotometar (Ultrospec 3300 pro, Amerischam Bioscience), 

 vodeno kupatilo sa tresilicom (WB-20, Memerkt, Schvabach, Nemačka), 

 zetasizer Nano ZS (Malvern Instruments, Velika Britanija). 

6.3. Metode 

6.3.1. Pretretman rastvora belanceta ultrazvuĉnom sondom frekvence 20 kHz 

10%-tni vodeni rastvori belanceta su bili pretretirani ultrazvučnim talasima visokog 

intenziteta (frekvence 20±0,2 kHz i snage 40%) pomoću ultrazvučne sonde
1
. Kao izvor 

ultrazvučnih talasa korišćena je titanijumska sonotroda prečnika 13 mm koja je bila 

uronjena u čašu sa uzorkom sa čijeg vrha su se ultrazvučni talasi direktno prenosili u 

medijum. Sonotroda je bila uronjena unutar medijuma na dubini od 53±1 mm ispod gornjeg 

meniska vode. Uzorci su pretretirani u staklenom reakcionom sudu sa vodenim plaštom 

zapremine 300 ml. Zapremina uzoraka je bila konstantna u svim eksperimentima i iznosila 

je 180 ml. Temperatura se odrţavala konstantnom tokom soniciranja (25±1 °C) proticanjem 

termostatirane vode kroz vodeni plašt reakcionog suda. Protok vode iznosio je od 5-10 

ml/s. Snaga ultrazvuka izmerena je kolorimetrijskom metodom i izraţena je u W. 

                                                 
1
 U daljem tekstu pretretman UZS-20kHz. 
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6.3.2. Pretretman rastvora belanceta ultrazvuĉnim kupatilom frekvence 40 kHz 

10%-tni vodeni rastvori belanceta su bili pretretirani ultrazvučnim talasima visokog 

intenziteta u ultrazvučnom kupatilu frekvencije 40 kHz
2
 (EINIS-RO-VEP, Niš, Srbija). 

Snaga generatora i grejna snaga su iznosile 600 W i 1200 W, redom. Unutrašnje dimenzije 

kupatila su bile 40 x 20 x 20 cm, spoljašnje dimenzije 46 x 36 x 33 cm, zapremina vode u 

kuptailu 6000 ml, a emitujuća površina 800 cm
2
. Uzorci su pripremljeni u staklenoj čaši 

zapremine 600 ml. Zapremina uzoraka je bila konstantna u svim eksperimentima i iznosila 

je 360 ml. Proteini belanceta koji su naknadno hidrolizovani su pretretirani na dve različite 

temperature (25 ± 3,5 °C i 55 ± 3,5 °C) tokom 15 min, 30 min i 60 min, dok su vodeni 

rastvori nativnih proteina belanceta bili tretirani pri konstantnoj temperaturi od 25 °C. 

Temperatura destilovane vode unutar kupatila konstantno je merena pomoću termopara sa 

digitalnim pokazivačem i na taj način se odrţavala konstantnom tokom celog pretretmana. 

Kao kontrola koristili su se 10%-tni vodeni rastvori belanceta koji su stajali u ultrazvučnom 

kupatilu frekvence 0 kHz na ţeljenim temperaturama i tokom ispitivanog vremena 

pretretmana. 

6.3.3. Pretretman rastvora belanceta ultrazvuĉnim kupatilom frekvence 35 kHz 

10%-tni vodeni rastvori belanceta su bili pretretirani ultrazvučnim talasima visokog 

intenziteta u ultrazvučnom kupatilu frekvence 35 kHz
3
 (BENDELIN electronic, sonorex 

digitec, DT 102 H, Nemačka). Snaga generatora i grejna snaga su iznosile 480 W i 140 W, 

redom. Unutrašnje dimenzije kupatila su bile 24 x 14 x 10 cm, spoljašnje dimenzije 26 x 16 

x 25, zapremina vode u kuptailu 1150 ml, a emitujuća površina 336 cm
2
. Uzorci su 

pripremljeni u staklenoj čaši zapremine 600 ml. Zapremina uzoraka je bila konstantna u 

svim eksperimentima i iznosila je 360 ml. Proteini belanceta koji su naknadno 

hidrolizovani su pretretirani na dve različite temperature (25 ± 3,5 °C i 55 ± 3,5 °C) tokom 

15 min, 30 min i 60 min, dok su vodeni rastvori nativnih proteina belanceta bili tretirani pri 

konstantnoj temperaturi od 25 °C. Temperatura destilovane vode unutar kupatila 

konstantno je merena pomoću termopara sa digitalnim pokazivačem i na taj način se 

                                                 
2
 U daljem tekstu pretretman UZK-40kHz. 

3
 U daljem tekstu pretretman UZK-35kHz. 
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odrţavala konstantnom tokom celog pretretmana. Kao kontrola koristili su se 10%-tni 

vodeni rastvori belanceta koji su stajali u ultrazvučnom kupatilu frekvence 0 kHz na 

ţeljenim temperaturama i tokom ispitivanog vremena pretretmana. 

6.3.4. OdreĊivanje snage ultrazvuka 

Ultrazvučni talasi dovode do zagrevanja tretiranog medijuma, te je neophodno pratiti 

povećanje temperature u funkciji vremena kako bi se dobio podatak o vrednosti akustične 

snage (u W). Snaga ultrazvuka odreĎena je kalorimetrijskom metodom. Uzorci su bili 

tretirani ultrazvučnim talasima (20 kHz, 35 kHz, 40 kHz) u odgovarajućim vremenskim 

intervalima (2, 5, 10,15 i 20 min za 20 kHz i 15, 30 i 60 min za 40 i 35 kHz), a promena 

temperature u vremenu je merena termoparom sa digitalni pokazivačem. Vremenski 

interval očitavanja temperature zavisio je od duţine ultrazvučnog pretretmana. Snaga 

ultrazvuka izračunata je prema sledećoj jednačini [338]: 

𝑃 = 𝑚𝐶𝑝  
𝑑𝑇

𝑑𝑡
 
𝑡=0

 (6.1) 

gde je m masa vode u kupatilu (g), Cp specifični toplotni kapacitet vode (4,18 kJ kg/ºC ) 

i (dT/dt) je početna brzina promene temeperature u vremenu nakon primenjenih 

ultrazvučnih tretmana (nagib prave dT/dt).  

Izračunate vrednosti akustične snage ultrazvuka od 20 kHz, 35 kHz i 40 kHz su iznosile 

35,4 W, 65,7 W, 21.3 W, redom. 

6.3.5. Termiĉki pretretman rastvora belanceta 

U čaši je odmereno 36,0 grama belanceta i rastvoreno uz konstantno mešanje 

destilovanom vodom do 360 ml u cilju postizanja koncentracije od 10%. Uzorcima koji su 

nakon tretmana bili dalje hidrolizovani različitim proteazama, podešavana je ţeljena pH 

vrednost dodatkom 0,2 M rastvora NaOH, dok su analize sa nativnim proteinima belanceta 

raĎene na njihovom prirodnom pH koji se kreteo u granicama od 7,6 do 8,6 pH jedinica. 

Ovako pripremljeni uzorci su se tretirali toplotom na visokoj temperaturi od 75 
o
C uz stalno 

mešanje na mehaničkoj mešalici (240 ob/min) i odrţavanje konstantne temperature u toku 

30 minuta primenom magnetne mešalice sa regulacijom temperature (C-MAG HS 7, IKA, 

Nemačka). Kontrolni uzorak je bio podvrgnut mešanju na sobnoj temperaturi pri istom 

broju obrtaju i vremenu pretretmana (240 ob/min, 30 min). 
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6.3.6. Jednostepena enzimska hidroliza proteina belanceta u šarţnom reaktoru 

sa mešanjem 

Enzimska hidroliza proteina belanceta izvedena je u šarţnom reaktoru zapremine 360 

ml sa mehaničkim mešanjem primenom propelerske mešalice sa četiri propelera (Heidolph 

RZR 2020, Nemačka). Belance (10%-tni rastvor) je rastvoreno u destilovanoj vodi (ili 10 

mM rastvoru cisteina za hidrolizu papainom) uz konstantno mešanje i tretirano 

ultrazvučnim talasima (20 kHz, 35 kHz i 40 kHz) ili visokom temperaturom (75 °C, 30 

min). Ovako tretiran uzorak supstrata termostatiran je uz konstantno mešanje na 

temperaturi 50 °C 20 minuta. Nakon termostatiranja uzorku je podešena odgovarajuća pH 

vrednost (u zavisnosti od korišćenog enzima), a potom dodat enzim. Ispitan je uticaj 

komercijalnih proteolitičkih enzima Alkalaze (Alcalase
®
 2,4 L), Neutraze (Neutrase

®
 0,8 L) 

i papaina (Papain iz papaya latex). Hidroliza je za svaki eksperiment izvoĎena pri 

optimalnim uslovima datim u Tabeli 6.1. Temperatura se odrţavala konstantnom tokom 

reakcije, a reakcija hidrolize je praćena pH-stat metodom, odnosno odrţavanjem konstantne 

vrednosti pH sa stalnim dodavanjem odgovarajuće količine 0,2 M rastvora NaOH. pH-stat 

metoda zasniva se na činjenici da se tokom hidrolize proteina belanceta broj slobodnih α-

amino i karbonilnih grupa povećava [339]. Broj raskinutih peptidnih veza je direktno 

proporcionalan potrošnji baze. Kraj hidrolize označava momenat kada više nije neophodno 

dodavati bazu za podešavanje pH vrednost nakon čega se reakcija zaustavlja zagrevanjem 

uzoraka na 95 °C tokom 15 min kako bi se enzim deaktivirao. Posle deaktivacije enzima, 

uzorci su ohlaĎeni na sobnu temperaturu i centrifugirani na 12,000×g 10 min. Supernatanti 

su dekantovani i čuvani na 4 °C za dalje analize. 

Stepen hidrolize (SH) izračunava se prema jednačini: 

100
111

SH
totp

b

tot


hm

BN
h

h


 (6.2) 

gde su: h - broj ekvivalentnih peptidnih veza hidrolizovanih u trenutku t, htot - ukupan 

broj peptidnih veza u proteinskom supstratu u mmol/gproteina (7,67 mmol/g proteina 

belanceta), B - utrošak baze u ml, Nb - normalitet baze, α - prosečan stepen disocijacije NH2 

grupe (1/α=1,13 na 50 °C i  pH 8,0)  i mp - masa proteina u gramima. 

Prosečna duţina peptidnih lanaca (PDPL) hidrolizata je odreĎena pomoću jednačine: 
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𝑃𝐷𝑃𝐿 =  
100

𝑆𝐻 (%)
 (6.3) 

uz pretpostavku da je ceo hidrolizat bio rastvorljiv i da je samo supernatant analiziran 

[2]. 

 

Slika 6.1. Procedura dobijanja hidrolizata proteina belanceta sa poboljšanim funkcionalnim 

svojstvima 
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6.3.7. Dvostepena enzimska hidroliza proteina belanceta u šarţnom reaktoru sa 

mešanjem 

Dvostepena enzimska hidroliza proteina sve više se nameće u savremenoj literaturi kao 

najefikasnije tehnološko rešenje za dobijanje hidrolizata tačno definisanih svojstava. 

Izvedena je u šarţnom reaktoru zapremine 360 ml sa mešanjem (propelerska mešalica sa 4 

propelera 200 obr/min) koristeći različite kombinacije proteolitičkih enzima. Ispitan je 

uticaj kombinacije komercijalnih proteolitičkih enzima Alakalaze (Alcalase
®
 2,4 L), 

Neutraze (Neutrase
®
 0,8 L) i Flevorzima (Flevourzyme

®
 500 L) na stepen hidrolize 10%-

tnog  vodenog rastvora supstrata, prethodno tretiranog termički na visokoj temperaturi (75 

°C tokom 30 minuta) ili ultrazvučnim talasima (20 kHz, 35 kHz i 40 kHz). Hidroliza 

proteina belanceta je za svaki set eksperimenata (alkalaza + neutraza, alkalaza + flevorzim 

ili neutraza + alkalaza) voĎena pri optimalnim uslovima za odabrani enzim.  

10%-tni vodeni rastvor supstrata se prvo hidrolizuje alkalazom (pH 8, 50 °C, maseni 

odnos E/S  2:81, do stepena hidrolize od 18%, a zatim se pH rastvora podesi na 7, doda se 

neutraza ili flevorzim (E/S 2:81) i reakcija se izvodi na 50 °C u toku 60-80 min. Tokom 

reakcije hidrolize pH se odrţava konstantnim dodavanjem 1 M rastvora NaOH i stepen 

hidrolize se prati pH-stat metodom. Po završetku reakcije, enzim se deaktivira zagrevanjem 

na 90 °C 15 min. 

Dvostepena enzimska hidroliza sa neutrazom i alkalazom izvedena je tako što je 10% 

vodeni rastvor proteina belanceta prethodno tretiranog gore navedenim tretmanima prvo 

delimično hidrolizovao sa neutrazom (50 °C, pH 7), do stepena hidrolize od 18%. 

Dodatkom 2 M rastvora NaOH pH reakcije podešen je na 8 (optimalan za alkalazu), a zatim 

se dodala alkalaza (2,12 AU/g). Ostatak protokola je isti kao i prethodni. Svi eksperimetni 

su izvedeni u šarţnom reaktoru sa mehaničkim mešanjem i pri odgovarajućim reakcionim 

uslovima prikazanim u Tabeli 6.1. 
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Tabela 6.1. Reakcioni uslovi hidrolize za pripremu hidrolizata proteina belanceta 

Enzim Aktivnost 

enzima 

Aktivnosti 

enzima u 

uzorcima (U) 

Temperatura 

(°C) 

pH  Tip  

Alkalaza ≥ 2,4 U/g 2,12 50 8 endopeptidaza 

Neutraza ≥ 0,8 U/g 0,76 50 7 endo 

Papain 1,5-10 U/mg  5,00 50 8 endo i egzo 

Flevorzim ≥ 500 U/g 450 50 7 Kompleks endo 

i egzoproteaza 

 

6.3.8. Kinetika hidrolize proteina belanceta u šarţnom reaktorskom sistemu 

Prilikom ispitivanja odgovarajućeg empirijskog kinetičkog modela hidrolize proteina 

belanceta, svi eksperimenti hidrolize su izvoĎeni pri istim reakcionim uslovima u šarţnom 

reaktoru sa mehaničkim mešanjem koje je ostvareno upotrebom mešalice sa četiri 

propelera. Kako se kao najbolja pokazala jednostepena enzimska hidroliza katalizovana 

alkalazom, kinetika hidrolize ultrazvučno i termički pretretiranih proteina belanceta ispitana 

je pri optimalnim reakcionim uslovima za dejstvo alkalaze (50 °C, pH 8, 240 obr/min).  

Početna kinetika reakcije hidrolize ispitana je pri različitim operativnim uslovima 

variranjem početne koncentracije enzima i početne koncentracije supstrata. Dobijene 

eksperimentalne krive su radi odreĎivanja kinetičkih parametara fitovane kinetičkim 

modelom, koji uzima u obzir inhibiciju supstratom i dezaktivaciju enzima. 

6.3.9. IzvoĊenje empirijskog kinetiĉkog modela 

Empirijski kinetički model pretpostavlja da je reakcija hidrolize proteina belanceta 

nultog reda i uzima u obzir inhibiciju supstratom u višku, kao i smanjenje aktivne količine 

enzima (dezaktivacija) usled napada slobodnog enzima na enzim-supstrat kompleks u 

skladu sa reakcijom drugog reda. U skladu sa ovim pretpostavkama, eksperimentalno 

dobijene krive hidrolize proteina belanceta su fitovane sledećom empirijskom jednačinom: 

𝑑𝑥

𝑑𝑡 
 = 𝑎 ∙ 𝑒𝑥𝑝 −𝑏𝑥  (6.4) 

u kojoj je: dx/dt brzina promene stepena hidrolize (konverzije),  x stepen hidrolize (SH), 

a a i b kinetički parametri koje imaju različite vrednosti u zavisnosti od primenjenih 

eksperimentalnih uslova. 
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Reakcioni mehanizam enzimske hidrolize proteina belanceta moţe se predstaviti 

sledećim setom jednačina: 

 

(6.5) 

gde je: E  slobodan enzim, S supstrat, ES i SES intermedijarni enzim-supstrat 

kompleksi, P1 i P2  krajnji proizvodi enzimske reakcije i k1, k-1, k2, k3, k-3, k4 konstante 

brzine enzimske reakcije.  

Kako je nepovratna reakcija ona koja kontroliše celi proces, brzina enzimske reakcije 

direktno zavisi od ovog stupnja reakcije i data je u obliku: 

𝑟 = 𝑆0

𝑑𝑥

𝑑𝑡
= 𝑘2 𝐸𝑆  (6.6) 

dok se brzina dezaktivacije enzima moţe predstaviti kinetikom drugog reda u skladu sa 

sledećom jednačinom: 

−
𝑑𝑒

𝑑𝑡
= 𝑘4 𝐸  𝐸𝑆  (6.7) 

Kombinacijom jednačina (6.6) i (6.7) dobija se izraz: 

−
𝑑𝑥

𝑑𝑒
=

𝑘2

𝑘4𝑆0 𝐸 
 (6.8) 

Kako je enzim u reakciji prisutan kao slobodan ili u formi kompleksa, ukupna 

koncentracija enzima jednaka je zbiru koncentracija slobodnog enzima i enzima vezanog za 

supstrat u formi enzim-suptrat kompleksa i data je sledećim izazom: 

𝑒 =  𝐸 +  𝐸𝑆 +  𝑆𝐸𝑆  (6.9) 

Uzimajući u obzir pretpostavku o ravnoteţnom stanju, izvedeni su izrazi za masene 

bilanse ES i SES kompleksa: 

𝑑 𝐸𝑆 

𝑑𝑡
= 𝑘1 𝐸  𝑆 + 𝑘−3 𝑆𝐸𝑆 −  𝑘−1 + 𝑘2 + 𝑘3 [𝑆] 𝐸𝑆 ≈ 0 (6.10) 

𝑑 𝑆𝐸𝑆 

𝑑𝑡
= 𝑘3 𝐸  𝐸𝑆 + 𝑘−3 𝑆𝐸𝑆 ≈ 0

 

(6.11) 
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Kombinacijom jednačina (6.10) i (6.11) dobijaju se izrazi za izračunavanje 

koncentracije ES i SES kompleksa: 

 𝐸𝑆 =
 𝐸  𝑆 

𝐾M
 (6.12) 

 𝑆𝐸𝑆 =
 𝐸  𝑆 2

𝐾M𝐾𝐼  

(6.13) 

gde Km predstavlja Mihaelis-Mentenovu konstantu, a KI je konstanta inhibicije 

supstrata. Jednačine za izračunavanje vrednosti ovih konstanti su: 

𝐾M =
𝑘−1 + 𝑘2

𝑘1
 (6.14) 

𝐾I =
𝑘−3

𝑘3  

(6.15) 

Smenom jednačina (6.12) i (6.13) u jednačinu (6.9) dobija se izraz za izračunavanje 

koncentracije slobodnog enzima uz pretpostavku da je [S] ≈ S0: 

 𝐸 =
𝐾𝑀  𝑒

𝐾M + 𝑆0 + 𝑆0
2 𝐾𝐼 

  (6.16) 

Ako je inhibicija supstratom stupanj koji kontroliše brzinu enzimski katalizovane 

reakcije, tada je  𝐾𝑀 ≤ 𝑆0 + 𝑆0
2 𝐾𝐼 , pa se jednačina (6.16) moţe pojednostaviti izrazom: 

 𝐸 =
𝐾𝑀  𝐾𝐼  𝑒

𝐾𝐼𝑆0 + 𝑆0
2 (6.17) 

a iz jednačine (6.12) tada sledi da je: 

 𝐸𝑆 =
𝐾𝐼  𝑒

𝐾𝐼 + 𝑆0
 (6.18) 

Smenom jednačine (6.17) u jednačinu (6.18) i integraljenjem u granicama x: 0 do x i e: 

e0 do e dobija se krajnji izraz za ukupnu koncentraciju enzima: 

𝑒 =  𝑒0  𝑒𝑥𝑝  −
𝑘4𝐾𝑀𝐾𝐼𝑆0

𝑘2 𝐾𝐼𝑆0 + 𝑆0
2 
𝑥  (6.19) 

Iz jednačina (6.6), (6.18) i (6.19) izračunava se brzina enzimske reakcije po sledećoj 

formuli [340,341]: 

𝑟 = 𝑘2

𝐾𝐼𝑆0

𝐾𝐼𝑆0 + 𝑆0
2 𝑒0 𝑒𝑥𝑝  −

𝑘4𝐾𝑀𝐾𝐼
𝑘2 𝐾𝐼 + 𝑆0 

𝑥  (6.20) 

a kinetički parametri su definisani kao: 
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𝑎 =
𝑘2𝐾𝐼𝑒0

𝐾𝐼𝑆0 + 𝑆0
2 (6.21) 

𝑏 =
𝑘4𝐾𝑀𝐾𝐼

𝑘2 𝐾𝐼 + 𝑆0 
 

(6.22) 

Vrednosti kinetičkih parametara a i b iz empirijske jednačine dx/dt = a·exp(-bx) 

usvojenog kinetičkog modela su izračunate metodom nelinearne regresije, dok su kinetičke 

konstante KI, k2 i kd odreĎene metodom linearne regresije.  

6.3.10. OdreĊivanje sadrţaja proteina Lorijevom metodom 

Merenje koncentracije proteina u uzorcima zasniva se na spektrofotometrijskom 

merenju apsorbance dobijene u reakciji Lorijevog reagensa sa uzorkom. Reagens čine: 

• 2% rastvor natrijum-karbonata u 0,1 M natrijum-hidroksidu (rastvor A), 

• 1% rastvor bakar (II)-sulfata u destilovanoj vodi (rastvor B), 

• 2% rastvor kalijum-natrijum tartarata u destilovanoj vodi (rastvor C) i 

• Folinov reagens (rastvor F). 

Reagens D se priprema pravljenjem smeše koju čine 1 ml rastvora B, 1 ml rastvora C 

koji se u normalnom sudu dopune do 100 ml rastvorom A. U 500 μl hidrolizata doda se 500 

μl vode i 2 ml reagensa D, vorteksira i nakon 10 minuta doda 200 μl razblaţenog Folinovog 

reagensa (razblaţen vodom u odnosu 1:3). Smeša se ponovo vorteksira i posle 45 min meri 

se apsorbanca na 500 nm. Slepu probu čine 1 ml uzorka i 2 ml reagensa koja se vorteksira i 

nakon 10 minuta joj se doda 200 μl rastvora F. Do reakcije dolazi izmeĎu peptidnih veza i 

jona bakra koji se u alkalnim uslovima redukuju. Nakon toga dolazi do redukcije Folinovim 

reagensom pomoću novonastalog kompleksa jona bakra i peptida. Usled ove reakcije dolazi 

do promene boje rastvora u plavo. Intenzitet boje zavisi od koncentracije proteina, a 

odreĎuje se merenjem apsorbance na 500 nm. 

Koncentracije proteina u uzorcima su preračunate na osnovu konstruisane standardne 

prave dobijene merenjem apsorbanci standardnog rastvora albumina u opsegu koncentracija 

od 0,1 до 0,5 mg/ml. 
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Slika 6.2. Standardna prava za odreĎivanje koncentracije proteina 

6.3.11. Metode za odreĊivanje tehnološko-funkcionalnih svojstava 

6.3.11.1. OdreĊivanje rastvorljivosti  

Rastvorljivost proteina odreĎena je uzorkovanjem 200 μl uzorka koji su naknadno 

razblaţeni destilovanom vodom do ukupne zapremine od 15 ml. Analize su izvedene u 

menzuri od 25 ml i svaki uzorak je bio pripremljen u triplikatu. Direktno u menzuri vršilo 

se podešavanje pH vrednosti na 2, 4, 6, 8, 10 i 12 pomoću 0,5 M rastvora HCl ili 0,5 M 

rastvora NaOH. Posle podešavanja odgovarajuće pH vrednosti, svaki uzorak je dopunjen 

destilovanom vodom kako bi se postigla ukupna zapremina od 20 ml. Uzorci su, zatim, 

centrifugirani 10 minuta na 12,300 ob/min. Metodom po Loriju odreĎen je sarţaj  ukupnih 

(necentrifugirani) i rastvorljivih proteina u uzorku (supernatant), a rastvorljivost je 

preračunata iz odnosa rastvorljivih i ukupnih proteina i izraţena je u procentima. 

6.3.11.2. OdreĊivanje kapaciteta penjenja i stabilnosti pene 

Kako bi se ispitala sposobnost penjenja proteina belanceta bilo je neophodno ispitati 

dve osnovne veličine kojima se opisuje ovo svjostvo proteina, a to su kapacitet pene (KP) i 

stabilnost pene (SP).  

10%-tni vodeni rastvori belanceta i hidrolizati razblaţe se destilovanom vodom tako da 

krajnja procentna koncentracija bude 8%. 50 ml ovako razblaţenih uzoraka se sipa u 

plastični cilindar zapremine 700 ml i prečnika 7,2 cm i meša 4 min sa laboratorijskim 

homogenizatorom (Yellowline, DI 25 basic, Ica Works Inc.,Wilmington, 600 W, 50 V, 
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8,000–24,000 rpm) na sobnoj temperaturi i 9,500 ob/min. Nakon isteka vremena propeler 

homogenizatora se uklanja, a cilindar sa uzorkom se prekriva parafilmom kako bi se 

sprečilo narušavanje pene. Na osnovu zapremine formirane pene računa se kapacitet pene 

prema sledećoj jednačini: 

𝐾𝑃 % =  
𝐴 − 𝐵

𝐴
× 100 (6.23) 

gde je: A zapremina pene nakon 4 min (ml), a B zapremina pene u trenutku t=0 (početna 

zapremina) (ml). 

Stabilnost pene je definisana kao procenat tečnosti prisutne u peni nakon 30 min 

stajanja na sobnoj temeperaturi u poreĎenju sa procentom tečnosti prisutne u peni nakon 4 

min mešanja. Izračunava se prema sledećoj jednačini: 

𝐾𝑃 % =  
𝐴 − 𝐵

𝐴
× 100 (6.24) 

gde je: A zapremina pene nakon 30 min stajanja na sobnoj temperaturi (ml), a B 

zapremina pene u trenutku t=0 (početna zapremina) (ml). 

6.3.11.3. OdreĊivanje emulgujućih svojstava 

Mutnoća emulzije se odreĎuje merenjem apsorbance emulzije na spektrofotometru i na 

osnovu nje se izračunava vrednost mutnoće uzoraka. Emulzija se priprema mešanjem 3% 

suspenzije uzorka sa suncokretovim uljem u zapreminskom odnosu 1:2. Ovako spremljena 

emulzija se meša pomoću homogenizatora (Yellowline, DI 25 basic, Ica Works 

Inc.,Wilmington, 600 W, 50 V, 8,000–24,000 rpm) 90 s na 8000 ob/min i 25 °C. Nakon 

mešanja odmah se meri apsorbanca na 500 nm u UV/Vis sprektrofotometru (Amerscham 

Bioscience, Ultrospec 3300 pro) sa kivetom debljine 1 cm. Mutnoća se računa kao: 

𝑇 = 2,303 ∙
𝐴

𝑙
 (6.25) 

gde je: T mutnoća, A apsorbanca na 500 nm, l debljina kivete (m). 

Indeks aktivnosti emulzije (IAE) se zatim računa prema sledećoj formuli: 

𝐼𝐴𝐸  𝑚
2

𝑔   = 2 ∙ 𝑇
𝑟

𝑐 ∙ 𝜃
 (6.26) 
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gde je: T mutnoća (izračunata iz prethodnog izraza), θ zapremina uljane faze (ml), c je 

masa proteina u jedinici zapremine vodene faze pre pripreme emulzije (g), r je faktor 

razblaţenja. 

Stabilnost emulzije odreĎena je nakon 24 h. Pripremljena emulzija stajala je u friţideru 

na 4 °C. Nakon 24 h ponovo je izmerena apsorbanca na 500 nm i mutnoća se računala po 

gore navedenom izrazu. 

Indeks stabilnosti emulzije (ISE) računa se na sledeći način: 

𝐼𝑆𝐸 ℎ   =  
𝑇 ∙ ∆𝑡

∆𝑇
 (6.27) 

gde je: T mutnoća odreĎena na početku (0 h), ΔT je promena mutnoće tokom 24 h i Δt 

je vremenski interval stajanja emulzije (24 h). 

6.3.11.4. OdreĊivanje svarljivosti (digestibilnost) 

OdreĎivanje digestibilnosti raĎeno je po metodi Elkalila (Elkhalil) i sar. sa malim 

izmenama [342]. 2 ml 10%-tnog vodenog rastvora belanceta ili hidrolizata se rastvori u 10 

ml rastvora tripsina (0,2 mg/ml u 10 mM Tris-HCl puferu, pH 7,6). Suspenzija se inkubira 

2 h na 37  °C, a potom se reakcija hidrolize tripsinom zaustavlja dodavanjem 5 ml 50%-nog  

rastvora trihlorsirćetne kiseline (TCA). Posle zaustavljanja reakcije suspenzija se hladi na 4 

°C 30-35 minuta nakon čega se centrifugira na 10,000 ob/min tokom 25 minuta (SIGMA 2-

16, rotor 12141, Nemačka). Talog nakon centrifugiranja se resuspenduje u 5 ml 0,2 M 

rastvora NaOH, a koncentracija proteina se odreĎuje metodom po Loriju. Svarljivost se 

računa po formuli: 

𝑑𝑖𝑔𝑒𝑠𝑡𝑖𝑏𝑖𝑙𝑛𝑜𝑠𝑡 % =  
𝐴 − 𝐵

𝐴
× 100 (6.28) 

gde je: A ukupni sadrţaj proteina u uzorku pre reakcije (mg), a B sadrţaj proteina u 

talogu (mg). 

6.3.11.5. OdreĊivanje redukujuće moći  

Redukujuća moć odreĎena je po modifikovanoj metodi Ojaza (Oyaiz) i sar. [343]. 

Alikvot od 0,5 ml uzorka se pomeša sa 2,5 ml 0,2 M rastvora natrijum-fosfatnog pufera pH 

6,6 i ovoj smeši se doda 2,5 ml 1% kalijum-heksacijanoferat (III). Ovako pripremljena 

smeša se inkubira 20 min na 50 °C. Nakon završene inkubacije, smeša se ohladi na sobnoj 
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temperaturi, zatim se doda 2,5 ml 10%-tnog rastvora trihlorsirćetne kiseline i centrifugira 

10 min na 3000 ob/min. 2,5 ml supernatanta se dekantuje i pomeša sa 2,5 ml destilovane 

vode i sa 2,5 ml 0,1%-tnog rastvora gvoţĎe(III)-hlorida posle čega se meri apsorbanca na 

700 nm. Povećanje apsorbance uzorka ukazuje na njegovu veću moć redukcije.  

6.3.12. SDS-PAGE elektroforeza 

U cilju odreĎivanja proteinskog sastava uzoraka vršeno je razdvajanje proteina 

primenom metode vertikalne SDS-PAGE gel-elektroforeze. Kako bi se molekuli proteina 

na osnovu molekulske mase bolje razvojili, razdvajajući gel je pripremljen u gradijentu 10-

20% poliakrilamida i gel za nalivanje u koncentraciji 4%. Nakon elektroforetskog 

razvajanja, gel je obojen bojom bromfenol plavo R-250, a molekulska masa svake trake na 

gelu odreĎena je poreĎenjem sa markerima molekulske mase u opsegu 14,4-116 kDa 

(Thermo scientific, Lithuania). Molekulski markeri sadrţe protein: β-galaktozidaza (116 

kDa), goveĎi serum albumin (66,2 kDa), ovalbumin (45,0 kDa), laktat-dehidrogenaza (35,0 

kDa), REase Bsp98I (25,0 kDa), β-laktoglobulin (18,4 kDa), lizozim (14,4 kDa). 

Priprema za izvoĎenje ove metode se sastojala iz nekoliko faza: 

 

1. Priprema rastvora za pravljenje gelova 

Tabela 6.2. Receptura za pripremu rastvora za pravljenje gelova 

 Rastvori za gelove 

 
Tris (1,5M) pH 

8,8* 

Tris (0,5M) pH 

6,8* 

Akrilamid, 

30% 
APS, 10% 

Tris 36,3 g 3,0 g / / 

Akrilamid / / 60,0 g / 

Bis-Akrilamid / / 1,6 g / 

APS** / / / 1,0 g 

dest. H2O do 200 ml do 50 ml do 200 ml do 10 ml 
* pH podešavan sa konc. HCl; **amonijum-persulfat 
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2.  Priprema pufera 

Tabela 6.3. Receptura za pripremu rastvora za pravljenje pufera 

 Pufer 

 
Pufer za elektroforezu pH 

8,3 

Pufer za 

uzorke 

Tris 3,0 g / 

Glicin 14,4 g / 

10,0% SDS 10,0 ml 4 ml 

Tris (0,5M) pH 6,8 / 2,5 ml 

Glicerol / 2,0 ml 

β-Merkaptoetanol / 1,0 ml 

1%-tni rastvor bromfenol 

plavo  
/ 0,1 ml 

dest. H2O do 1000 ml do 9 ml 

 

3. Priprema rastvora za bojenje i obezbojavanje gelova 

Tabela 6.4. Receptura za pripremu rastvora za bojenje i obezbojavanje 

 Rastvor 

  
Rastvor 

za bojenje 

Rastvor 

za obezbojavanje 

Metanol (40,0%)  125,0 ml 100,0 ml 

Glacijalna sirćetna kiselina   25,0 ml 100,0 ml 

Bromfenol plavo R-250  0,25 g / 

dest. H2O  do 100 ml do 1000 ml 

 

Nakon pripreme rastvora vršeno je pravljenje gelova koji će se nalivati u sistem za 

elektroforezu. Gelovi su pripremani prema recepturama prikazanim u Tabeli 6.5: 
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Tabela 6.5. Recepture za pripremu gelova 

  Gel   

 
Gel za 

razdvajanje  

(10,0%) 

Gel za 

razdvajanje  

(20,0%) 

Gel za 

koncentrisanje 

(4,0%) 

dest. H2O 6,0 ml / 6,0 ml 

Akrilamid (30,0%) 4,95 ml 9,9 ml 1,33 ml 

Tris-pufer (1,5M) 3,75 ml 3,75 ml / 

Tris-pufer (0,5M) / / 2,50 ml 

SDS (10,0%) 0,15 ml 0,15 ml 0,10 ml 

APS (10,0%) 0,10 ml 0,03 ml 0,05 ml 

TEMED 

saharoza 

0,005 ml 

/ 

0,005 ml 

2,25 gm 

0,005 ml 

/ 

 

Po završetku pripreme svih potrebnih rastvora, gel za razdvajanje se prvi nalivao u 

sistem za elektroforezu. Nakon nalivanja, gel je ostavljan oko 1 h da bi se izvršila 

polimerizacija. Po završetku polimerizacije, u sistem je naliven gel za koncentrisanje i 

ubačen je češalj čija je funkcija da napravi prostor za nanošenje uzoraka (Slika 6.3). Ovaj 

gel je, takoĎe, ostavljen oko 1 h da polimerizuje.  

 

Slika 6.3. Princip stavljanja češlja u sistem za elektroforezu 

 

Nakon nanošenja gelova, vršena je priprema uzorka koja je podrazumevala mešanje 

uzorka sa puferom za uzorke u odnosu 1:1 i zagrevanje u ključalom vodenom kupatilu 2 

min. Ovako pripremljen uzorak (10-30 μl) je sipan u prostor predviĎen za nanošenje 

uzoraka u gelu za koncentrisanje. Sistem je zatim napunjen puferom za elektroforezu i 

priključen na izvor struje. Parametri struje su podešavani na vrednosti 12 mA i 100W. 

Proces razdvajanja proteina na gelu je prekidan kada se vidljivi trag boje nalazio na 1,5 cm 
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od kraja gela. Po završetku procesa razdvajanja, gel je potapan u rastvor za bojenje i 

ostavljen oko 2-3 h da se boji. Pošto je gel obojen, vršeno je njegovo ispiranje radi 

uklanjanja viška boje (rastvor za obezbojavanje), a u cilju uočavanja proteinskih traka. 

Obezbojavanje je vršeno tokom 24 h uz menjanje rastvora na svakih 3-4 h. Ovako dobijene 

obojene proteinske trake slikane su kamerom visoke rezolucije, a molekulska masa svake 

trake na gelu odreĎena je poreĎenjem sa markerima molekulske mase u opsegu 14,4-116 

kDa. 

6.3.13. Merenje raspodele veliĉine ĉestica 

Za odreĎivanje srednje vrednosti veličine čestica i prisustva/odsustva većih čestica u 

analiziranim uzorcima (različito pretretirani proteini belanceta i hidrolizati), primenjena je 

tehnika statičkog rasipanja svetlosti, poznata kao laserska difrakcija. Merenja su izvedena 

na ureĎaju Zetasizer Nano ZS (Malvern Instruments, Velika Britanija) koji je povezan sa 

softverskim paketom Mastersizer 2000 6.12. Merenje srednje veličine čestica zasniva se na 

prolasku fokusiranog snopa svetlosti i rasejavanju svetlosti pod uglom od 173°. Zetasizer 

Nano ZS sadrţi He-Ne crveni izvor svetlosti talasne duţine 633 nm koji je  smešten  u osi 

instrumenta (prečnik zraka 0,63 mm, divergencija 1,5 mrad, a maksimalna optička snaga je 

4 mW). Svetlost koju čestice rasipaju sabira se pomoću Furieovog sočiva, a podaci o 

intenzitetu rasute svetlosti se šalju do detektora i koriste za računanje veličina čestica. Sva 

merenja su izvršena neposredno nakon ultrazvučnog ili termičkog pretretmana dok su sve 

čestice još uvek bile dispergovane u sistemu.  

6.3.14. Metode za odreĊivanje površinskih karakteristika 

6.3.14.1. Merenje naelektrisanja ĉestica (zeta potencijal, Zo) 

Zeta potencijal je odreĎen primenom tehnike elektroforetske pokretljivosti, kojom se 

meri kretanje čestica u primenjenom električnom polju. Merenja su izvedena na ureĎaju 

Zetasizer Nano ZS (Malvern Instruments, Velika Britanija) koji je povezan sa softverskim 

paketom Zetasizer (Verzija softvera 6.12, Malvern Instruments). Poseduje automatsku 

jedinicu za titraciju (MPT-2) sa univerzalnom ćelijom u koju se smešta kiveta sa uzorkom 

za analizu. Jedinica za titraciju u kojoj se nalazi ćelija sa uzrkom je povezana preko 

kapilarnog sistema i peristaltičke pumpe sa kapilarnom ćelijom. U toku merenja ureĎaj je 
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isključen iz PCS moda i prebačen u Laser Doppler Anemometry (LDA) mod. Jačina 

primenjenog polja u toku merenja iznosila je 20 V/cm. S obzirom da je zeta potencijal 

funkcija naelektrisanja na površini čestica i vrste i jonske jačine elektrolita prisutnih u 

disperzionom medijumu, merenje zeta potencijala za sve ispitivane uzorke izvedeno je u 

destilovanoj vodi (originalni disperzioni medijum). Da bi se izbegle fluktuacije u zeta 

potencijalu ispitivanih uzoraka, usled varijacija u električnoj provodljivosti destilovane 

vode, koja moţe da bude u intervalu od 1 do 10 μS/cm, električna provodljivost destilovane 

vode kojom su razblaţeni ispitivani uzorci pre merenja podešena je na 50 μS/cm uz 

korišćenje 0,9%-tnog (m/v) rastvora natrijum-hlorida. pH vrednost ispitivanih uzoraka u 

toku merenja bila je u intervalu od 7,8 do 8. Pre automatske titracije, svi uzorci su filitritani 

kroz filter sa veličinom pora 0,45 μm. Svaki uzorak je analiziran tri puta, a broj ranova po 

jednom merenju je bio 30. 

Zeta potencijal odreĎen je prema jednačini [344]: 

ξ =  
μ ∙ η

ε
 (6.29) 

gde je: ξ zeta potencijal, μ je poktretljivost, η je viskoznost rastvora, a ε je dielektrična 

konstanta rastvarača. Rezultati ovih ispitivanja su upotrebljeni za odreĎivanje površinskog 

naelektrisanja čestica i dobijanje informacija o fizičkoj stabilnosti ispitivanih uzoraka. 

6.3.14.2. Merenje površinske hidrofobnosti (H0) 

Površinska hidrofobnost (H0) ultrazvučno i termički pretretiranih vodenih rastvora 

proteina belanceta i njihovih hidrolizata odreĎena je pomoću fluorescentne spektroskopije 

prema metodi Mua (Mu) i sar. (2010) sa malim izmenama [345]. Ispitivanje površinske 

hidrofobnosti proteina, praćeno je vezivanjem hidrofobne fluorescentne boje, 8-anilino-1-

naftalensulfonske kiseline (ANS) za već postojeće hidrofobne (nepolarne) regione na 

površini molekula proteina putem nepolarne anilin-naftalenske grupe. Vezivanje ANS za 

hidrofobne delove molekula proteina praćeno je povećanjem indeksa fluoriscencije (IF) 

molekula. 

U metodi je korišćen 8 mM ANS pripremljen neposredno pred upotrebu u fosfatnom 

puferu pH 7. Pre merenja uzorci su razblaţeni sa 0,1 M fosfatnim puferom pH 7 u opsegu 

koncentracija od 0,0025 - 0,5 w/v. Nakon toga, u 1,393 ml razblaţnih uzoraka, sipano je 7 

μL ANS direktno u kvarcnu kivetu i meren je indeks fluoriscencije (IF) za svaki uzorak 
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ponaosob. IF je meren na 25 °C na spektrofluorimetru (Horiba FluoroMax-4, HORIBA, 

Jobin Yvon) sa konstantnim eksitacionim i emisionim prorezom (na engl. exctitation and 

amissio slit) od 2,5 nm i brzinom skeniranja od 10 nm/s. Talasna duţina na kojoj je vršena 

ekscitacija molekula je iznosila 365 nm, dok su merenja emisije izvedena na talasnoj duţini 

od 480 nm.  

Visoka osetljivost ove metode potiče upravo od razlike u talasnim duţinama izmeĎu 

ekscitujućeg i emitujućeg zračenja, tako da se dobija signal naspram suštinski nulte 

pozadine. Površinska hidrofobnost (Ho) je izraţena kao nagib prave dobijene 

konstruisanjem dijagrama IF u funckiji koncentracije proteina. 

6.3.14.3. OdreĊivanje sadrţaja sulfhidrilnih (SH) grupa 

Sadrţaj sulfhidrilnih grupa ultrazvučno i termički pretretiranih vodenih rastvora 

proteina belanceta i njihovih hidrolizata odreĎen je spektrofotometrijski pomoću 5,5′- 

(ditiobis - 2 - nitrobenzoeve kiseline), DTNB, koja reaguje sa slobodnim sulfhidrilnim 

grupama u molekulu proteina obrazujući dianjon (TNB
2-

) čiji se apsorpcioni maksimum 

meri na 412 nm (Slika 6.4). Analiza je izvedena prema Elmanovoj proceduri sa malim 

izmenama [346]. 

 

Slika 6.4. Struktura (a) i redukcija Elmanovog reagensa (b) [347] 

 

Reaktivne (površinske) sulfhidrilne grupe su merene na sledeći način. Uzorci su 

razblaţeni standardnim puferom (pH 8) koji se sastojao od 86 mM TRIS-a, 90 mM glicina i 

4 mM EDTA tako da je krajnja koncentracija bila 0,05%. Nakon razblaţenja uzorci su 

centrifugirani 20 min na 7889×g kako bi se uklonili nerastvorni proteini. 2,5 ml 
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supernatanta je dekantovano i resuspendovano sa 0,025 ml Elmanovog reagensa (DTNB) 

koncentracije 4 mg/ml. Smeša je ostavljena da stoji 15 min na sobnoj temperaturi nakon 

čega je merena apsorbanca na 412 nm. 

Sadrţaj ukupnih sulfhidrilnih grupa odreĎen je na isti način kao i sadrţaj reaktivnih 

sulfhidrilnih grupa, samo je umesto standardnog pufera korišćen denaturišući pufer koji se 

sastojao od 86 mM TRIS-a, 8 M rastvora uree i 0,5% (w/v) natrijum-dodecil-sulfata.  

Merenja su izvršena u odnosu na slepu probu koja je spremljena po istoj proceduri, 

samo su se umesto uzorka sipali standardni (reaktivne grupe) i denaturišući (ukupne grupe) 

pufer. Denaturansi (urea, natrijum-dodecil-sulfat) su se koristili kako bi povećali 

reaktivnost sporo reagujućih SH grupa u molekulima proteina.  

Sadrţaj reaktivnih i ukupnih SH grupa izračunat je prema sledećoj jednačini: 

𝑆𝐻  
𝜇𝑚𝑜𝑙

𝑔
 = 73,53 ∙  𝐴412𝑛𝑚 ∙  

𝐷

𝐶
  (6.30) 

gde je: SH sadrţaj sulfhidrilnih grupa, A412 nm izmerena absorbanca uzoraka na 412 nm, 

C koncentracija proteina u uzorku u mg/ml i D je faktor razblaţenja. 

6.3.15. Sušenje raspršivanjem (sprej sušenje) i sušenje zamrzavanjem 

(liofilizacija) 

U cilju dobijanja praškastih proizvoda svi uzorci proteina belanceta su osušeni 

tehnikom sprej sušenja u sprej drajeru (Büchi Dryer B-290, Büchi, Švajcarska) i tehnikom 

liofilizacije u liofilizatoru (Alpha 1-4 LSC plus, CHRIST). Ispitan je uticaj sprej sušenja na 

funkcionalna svojstva osušenih (praškastih) uzoraka. Tokom optimizacije procesa sušenja 

hidrolizata proteina belanceta, pripremljenih pri usvojenim procesnim parametrima 

ultrazvučnog i termičkog pretretmana i hidrolize, ispitan je uticaj ulazne (110-180 °C) i 

izlazne temperature (70-100 °C) na ţeljene karakteristike finalnog proizvoda.  

Napojna smeša se pomoću kompresora uvodi u ureĎaj za raspršivanje pri ulaznoj 

temperaturi od 110-180 
o
C, pri čemu se formiraju kapljice koje se izlaţu toploj struji 

vazduha, a suve čestice nastaju isparavanjem tečnosti sa kapljica (Slika 6.5). Završna faza 

podrazumeva odvajanje (separaciju) suvog praha iz struje vazduha, nakon čega se vrši 

sakupljane praha u izlaznoj komori (prihvatni sud).  

Dobijeni sprašeni uzorci su čuvani u petri šoljama u eksikatoru na sobnoj temperaturi i 

korišćeni su za ispitivanje strukturnih i morfoloških karaktestika. Za potrebe merenja 
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koordinata boje, od dobijenih prahova su napravljene tablete tabletiranjem na presi. 2 mg 

praškastog uzorka je nanešeno na presu i dobijene su tablete prečnika 1 cm i debljine oko 1 

mm. 

 

Slika 6.5. Šematski prikaz sprej drajera koriščenog u ovom radu 

 

Sušenje liofilizacijom izvedeno je tako što su uzorci pre sušenja zamrznuti na -30 ° C u 

trajanju od 24 h (zamrznuti u staklenim Petrijevim kutijama u sloju debljine ~ 1 cm). Samo 

sušenje je vršeno pod sledećim uslovima : glavno sušenje 12 h na -30 ° C pri 0,25 mbar; 

finalno sušenje 5 h na 35 ° C pri 0,25 mbar. Svi uzorci su nakon sušenja smešteni u 

zatvorene sudove i čuvani na ~ 4 ° C. 

6.3.16. Metode za odreĊivanje funkcionalnih, senzornih i organoleptiĉkih 

svojstava prahova 

6.3.16.1. OdreĊivanje disperzionog vremena 

Praškasti uzorci proteina belanceta prethodono osušeni tehnikom raspršivanja 

rastvoreni su u destilovanoj vodi tako da im je krajnja koncentracija bila 30 mg/ml. Nakon 

dodavanja odgovarajuće količine vode, uzorci su mešani staklenim štapićem i štopericom je 

mereno vreme neophodno za potpuno rastvaranje praha. Izmereno vreme označeno je kao 

disperziono vreme.  
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6.3.16.2. OdreĊivanje kapaciteta vezivanja vode i ulja 

Kapacitet vezivanja vode (KVV) odreĎen je rastvaranjem sprašenog uzorka u 

destilovanoj vodi do krajnje koncentracije od 0,25 g/ml. Pre dodatka smeše, izmerena je 

masa praznih kiveta, a smeša je ostavljena da stoji 30 minuta na sobnoj temperaturi uz 

naizmenično mešanje. Nakon mešanje, smeša je centrifugirana korišćenjem centrifuge 

velike brzine (SIGMA 2-16, rotor 12141, Nemačka) u vremenu od 30 minuta pri 1,200 × g. 

Supernatant je dekantovan i izmerena je masa kivete sa talogom. Kapacitet vezivanja vode 

izračunat je pomoću formule: 

KVV % =
A − B

C
× 100 (6.31) 

gde je: A masa kivete sa talogom (g), B masa prazne kivete (g) i C masa uzorka (g). 

Kapacitet vezivanja ulja (KVU) odreĎen ja na isti način, samo su uzorci bili rastvoreni 

u suncekretovom ulju (koncentracija 0,1 g/ml), umesto u destilovanoj vodi. 

6.3.16.3. OdreĊivanje senzornih svojstava 

U okviru ove disertacije, ispitana je gorčina ultrazvučno i termički pretretiranih i 

naknadno hidrolizovanih proteina belanceta koji su osušeni tehnikom raspršivanja pri 

usvojenim procesnim parametrima. Na osnovu senzorne evaluacije šest individua ocenjena 

je gorčina hidrolizata. Rezultati su izraţeni u jedinicama koncentracije rastvora kofeina iste 

gorčine. Kofein je pripremljen u opsegu koncentracija 2-8 mg/ml. 

6.3.16.4. Merenje koordinata boje prahova hidrolizata proteina belanceta 

Instrumentalno odreĎivanje boje ostvareno je primenom tristimulusne kolorimetrije. 

Ova metoda zasniva se na trikomponentnoj teoriji vizuelne percepcije boje, odnosno na 

činjenici da ljudsko oko ima receptore za tri osnovne boje (crvena, zelena i plava) i da sve 

ostale boje vidi kao kombinaciju ove tri osnovne boje [348]. Koordinate boje osušenih i 

tabletiranih uzoraka (CIE, L*, a*, b*) su odreĎene pomoću Datacolor SF300 UV 

refleksionog spektrofotometra (Slika 6.6), koristeći izvor svetlosti D65 pri standardnom 

uglu posmatranja od 10
o
. Pomoću CIE koordinata odreĎena je razlika u obojenju (ΔE*) 

prema sledećoj jednačini: 

∆𝐸 =   (∆𝑎∗)2 +  (∆𝑏∗)
2 − (∆𝐿∗)2 (6.32) 
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gde je: ΔL* - razlika u svetlini boje izmeĎu merenog i referentnog uzorka; Δa* - razlika 

u vrednosti koordinate boje crveno/zeleno izmeĎu merenog i referentnog uzorka i Δb* - 

razlika u vrednosti koordinate boje ţuto/plavo izmeĎu merenog i referentnog uzorka. 

Referentni uzorak na osnovu koga je izvršeno poreĎenje ispitivanih uzoraka i odreĎena 

razlika u obojenju meĎu uzorcima bio je tabletiran hidrolizat pripremljen enzimskom 

hidrolizom ultrazvučno pretretiranog belanceta (UZS-20kHz). 

 

Slika 6.6. Datacolor SF300 UV refleksioni spektrofotometar 

 

Parametri boje iskazani su u CIE L*a*b* sistemu (CIE, 1976) koji je zasnovan na tri 

koordinate preko kojih se definiše boja uzorka: L* (svetlina boje), a* (udeo crvene boje 

(+a*) ili zelene boje (-a*)) i b* (udeo ţute boje (+b*) ili plave boje (- b*)) [12]. U cilju 

preciznijeg definisanja boje predlaţe se da se pored standardnih vrednosti koje su 

definisane u CIE L*a*b* sistemu, odreĎuje i nijansa boje (h), kao i zasićenost boje (C*) 

ispitanog uzorka, jer su to parametri koje intuitivno razumeju svi od proizvoĎača do 

potrošača [349, 350]. Nijansa boje je svojstvo boje koje odgovara varijantama u talasnoj 

duţini (crvena, ţuta, plava, zelena itd.) (SRPS EN ISO 5492, 2012) i ona se izraţava u 

stepenima i odreĎuje iz vrednosti koordinata a* i b* jednačinom [351]: 

ℎ = tan−1  
𝑏∗

𝑎∗
  (6.33) 

U suštini, nijansa boje (h) odreĎuje vrednost ugla pod kojim se nalazi odgovarajuća 

boja (tačke A, B, C) računajući u odnosu na +a* osu koordinativnog sistema (Slika 6.7). 
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Slika 6.7. Predstavljanje razlike boja u CIE L* a* b* sistemu boja [352] 

 

Zasićenost boje (C*) je merilo stepena čistoće boje. U centru koordinativnog sistema je 

0 i povećava se sa udaljenošću boje od centra, kao što je prikazano na Slici 6.7. Boje 

locirane blizu centralne ose obojenog prostora imaju malu (nisku) zasićenost, što znači da 

su to mutne ahromatične boje, sa dosta sive, dok su boje locirane blizu periferije obojenog 

prostora ţivlje. Zasićenost boje se takoĎe moţe izračunati na osnovu poznatih vrednosti za 

parameter a* i b* pomoću izraza: 

𝐶∗ =   𝑎∗2 + 𝑏∗2
 (6.34) 

6.3.16.5. Merenje naelektrisanja prahova (zeta potencijal) 

Zeta potencijal je odreĎen po prethodno opisanoj metodi 6.3.14.1. Praškasti uzorci su 

pripremljeni rastvaranjem u vodi do finalne koncentracije od 10 mg/ml.  

6.3.16.6. OdreĊivanje hemijskog sastava 

Sadrţaj proteina, vlage, pepela i lipida osušenih hidrolizata odreĎen je korišćenjem 

standaradnih AOAC metoda [353]. 

6.3.17. Uklanjanje soli (odsoljavanje) procesom dijalize 

Usled dodavanja NaOH tokom reakcije hidrolize (radi odrţavanja konstantne pH 

vrednosti) dolazi do reakcije neutralizacije i formiranja soli koje imaju neţeljeno dejstvo na 

ukus naknadno osušenih prahova. Jedan od najjednostavnijih načina uklanjanja soli iz 

hidrolizata proteina belanceta jeste dijaliza (Slika 6.8). 
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Slika 6.8. Šematski prikaz procesa dijalize 

 

U tu svrhu, korišćena su celulozna creva za dijalizu. Hidrolizati dobijeni iz ultrazvučno 

i termički pretretiranih proteina belanceta se sipaju u crevo za dijalizu (MWCO 12 kDa) 

koje se ponaša kao semipermeabilna membrane kroz koju prolaze molekuli manji od 

veličine pora, kao što su soli. Crevo se sa donje strane osigura plastičnom štipaljkom i puni 

se uzorkom, a zatim zatvara i sa druge strane. Veoma je vaţno onemogućiti curenje uzorka 

iz creva. Crevo za dijalizu zajedno sa uzorkom se inkubira 1 h u dejonizovanoj vodi na 4 ºC 

u cilju postizanja koncentracione ravnoteţe (molekuli soli se kreću iz sredine sa većom u 

sredinu sa manjom koncentracijom). Nakon 20 minuta dejonizovana voda se zameni 

sveţom dejonizovanom vodom, creva sa uzorkom se potapaju u čašu sa vodom i ostavljaju 

24 sata pri čemu se voda menja na svakih 6 sati. Po završetku dijalize, uzorci su osušeni  i 

odreĎena im je gorčina.  

6.3.18. Strukturna  i morfološka karakterizacija 

6.3.18.1. Vizualizacija površinske strukture korišćenjem tehnike skenirajuće 

elektronske mikroskopije sa emisijom polja (FE-SEM) 

Morfologija ultrazvučno i termički pretretiranih praškastih proteina belanceta i njihovih 

hidrolizata je okarakterisana pomoću metode skenirajuće elektronske mikroskopije sa 

emisijom polja (na engl. Field Emission Scanning Electron Microscope) (FE-SEM).  
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Slika 6.9. Skenirajući elektronski mikroskop sa emisijom polja (FE-SEM) 

 

Merenja su sprovedena na skenirajućem elektronskom mikroskopu (Mira 3 XMU, 

Češka Republika) (Slika 6.9) pri pogonskom naponu od 5 kV. Neposredno pre analize, 

praškasti uzorci su premazani zlatom u atmsoferi argona koristeći tehniku taloţenja 

raspršivanjem (na engl. sputter deposition). Uzorak je zatim stavljen na nosač koji se nalazi 

u komori mikroskopa, a kao izvor elektrona korišćena je katoda smeštena u emisionoj 

komori. Elektroni se ubrzavaju na putu izmeĎu katode i anode koje se nalaze pod visokim 

naponom i dalje se fokusiraju i usmeravaju pomoću magnetskih sočiva na površinu uzorka. 

Usko usmereni snop elektrona pada na površinu uzorka pri čemu se reflektuju elektroni 

visoke energije koji se detektuju kao varijacija svetlosti na katodnoj cevi, formirajući sliku 

koja je korišćena za analiziranje morfologije ultrazvučno i termički pretretiranih praškastih 

proteina belanceta i njihovih hidrolizata. 

6.3.18.2. Infracrvena spektroskopija sa Furijeovom transformacijom (FTIR) 

FTIR spektri ultrazvučno pretretiranih praškastih proteina belanceta i njihovih 

hidrolizata snimani su na ATR-FTIR spektrometru (IRAffinity-1, SCHIMADZU, Japan) 

koji je bio povezan sa računarom na kom se vršila softverska obrada podataka (Slika 6.10). 

Mala količina fino sprašenog uzorka je nanešena na merno polje i spektri su snimani u 

opsegu talasnih duţina od 4000-400 cm
-1

. Broj akumulacija po skenu je bio 100, a 

rezolucija 4 cm
-1

. Ovako velikim brojem akumulacija znatno je smanjen odnos signal/šum i 

dobijeni su bolji spektri. FTIR spektar svakog uzorka je sniman tri puta i rezultati su 

predstavljeni kao srednja vrednost sva tri ponavljanja (relativna standardna devijacija < 

5%), a apsorpcioni spektri su formirani oduzimanjem spektra reflektovanog zraka od 
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spektra referentnog zraka i naknadnim matematičkim raščlanjivanjem polihromatskog 

zračenja na monohromatske komponente. Spektri su prikazani u vidu frekvencija - 

apsorbanci. 

 

Slika 6.10. ATR-FTIR spektrometar 

6.3.18.3. Ramanova spektroskopija 

Za snimanje Ramanovih spektara korišćen je XploRa Raman spektrometar proizvoĎača 

Horiba Jobin Yvon (Slika 6.11). Spektri su snimani na sobnoj temperaturi (~20 °C) sa 

laserskom diodom kao izvorom zračenja koja emituje zračenje pri talasnoj duţini od 532 

nm. Snaga lasera je bila od 20 - 25 mW, a spektralni opseg snimanja je bio u intervalu od 

200-3500 cm
-1

. Konačan Ramanov spektar rezultat je 10 uzastopnih snimanja uzorka tokom 

15 s izlaganja zračenju (vreme akvizicije). Sva merenja su izvedena na spektrometru sa 

linearnom gustinom rasipanja zraka lasera od 1800 g/mm (na engl. grating). Dobijeni 

spektri su korigovani u odnosu na baznu liniju i normalizovani prema intenzitetu trake 

fenilalanina na 1004 cm
-1

. Snimljeni spektri obraĎeni su u programu OriginPro 8.0. 

 

Slika 6.11. XploRa Raman spektrometar 



Doktorska disertacija Andrea B. Stefanović 
 

 

106 
 

6.3.19. Mikrobiološke analize 

OdreĎivanje antimikrobne aktivnosti različito pretretiranih proteina belanceta vršeno je 

na osnovu odreĎivanja stepena redukcije broja ćelija u fiziološkom rastvoru u kome su 

selektovani mikroorganizmi bili izloţeni dejstvu prethodno paţljivo sterilisanih proteina 

belanceta. Mikrobne kulture koje su se koristile u ovim ispitivanjima bile su: Salmonella 

enteritidis i Еntеrobаctеriаcеаe. 

6.3.19.1. Ukupan sadrţaj mikroorganizama 

Ukupan broj mikroorganizama odreĎen je metodom brojanja ćelija na čvrstim 

hranljivim podlogama (na engl. plate count method). 20 ml uzorka se dodaje u 180 ml 

sterilnog fiziološkog rastvora (0,9% vodeni rastvor NaCl) i homogenizuje. Iz prethodno 

pripremljenih razblaţenja ćelija u fiziološkom rastvoru, 1 ml uzorka se stavlja u petri šolju 

nalivenu sa oko 15 ml otopljenog agara (PCA agar, ~44 °C). Uzorci su zatim inkubirani 48 

h na 30 °C. Nakon završenog perioda inkubacije, ukupan broj ćelija odreĎen je na osnovu 

validnog broja kolonija formiranih na petri šolji (na engl. CFU – colony forming unit). 

Еntеrobаctеriаcеаe 

20 ml uzorka se dodaje u 180 ml sterilnog fiziološkog rastvora (0,9%  vodeni rastvor 

NaCl) i homogenizuje. Alikvot od 1 ml prethodno pripremljenih razblaţenja ćelija u 

fiziološkom rastvoru se meša sa 10 ml EE bujona (Enterobacteriaceae enrichment broth) 

(Tabela 6.6) i termostatira na 37 °C tokom 24 h. Nakon inkubacije, uzorci se ezom 

prebacuju na ploču sa selektivnim agarom (VRBG agar, na engl. Violet Red Bile Glucose) i 

termostatiraju na 37 °C u toku 24 h. Pozitivan test na prisustvo Еntеrobаctеriаcеаe je 

ustanovljen karakterističnom bojom kolonija. 

Tabela 6.6. Sastav EE bujona 

Reagensi Koliĉina 

Pepton iz ţivotnjiskog tkiva  10,0 g/l 

Dekstroza 5 g/l 

Dinatrijum-fosfat 6,45 g/l 

Monokallijum-fosfat 2,0 g/l 

Ţuč vola, prečišćena 20,0 g/l 

Brilijant zeleni 0,0135 g/l 

*Krajnji pH na 25 °C 7,2 ± 0,2 
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Salmonella spp. 

20 ml uzorka se dodaje u 225 ml puferizovane peptonske vode (HiMedia Laboratories 

Pvt.Ltd, Mumbaj, India) i inkubira 18 h na 37 °C. Nakon toga se 0,1 ml inkubiranog uzorka 

prebacuje u 10 ml bujona sa sojom (Rappaport-Vassiliadis (RSV), HiMedia Laboratories 

Pvt.Ltd, Mumbaj, India) i inkubira na 41,5 °C tokom 24 h. Uporedo se, takoĎe, 1 ml 

inkubiranog uzorka dodaje u 10 ml Muller-Kauffman tetrationat novobiocin bujona 

(MKTTn, HiMedia Laboratories Pvt.Ltd, Mumbaj, India). i inkubira na 37 °C u toku 24 h. 

Nakon završene inkubacije, RSV bujonska kultura se ezom prebacuju u petri šolju sa XLD 

(Xylose Lysine Deoxycholate, HiMedia Laboratories Pvt.Ltd, Mumbaj, India) agarom i 

inkubira 24 h na 37 °C. Ista procedura je ponovljena i za uzorke u MKTTn bujonu. 

Pozitivan test na prisustvo Salmonella spp.je ustanovljen karakterističnom bojom kolonija. 

Sastav RSV i MKTTn bujona dati su u Tabeli 6.7. 

Tabela 6.7. Sastav RSV i MKTTn bujona 

Reagensi za RSV 

bujon 

Koliĉina Reagensi za MKTTn bujon Koliĉina 

Sojin pepton 4,5 g/l Pepton iz ţivotinjskog tkiva 4,3 gl 

Natrijum-hlorid 8,0 g/l Hidrolizat kazeina 8,6 g/l 

Dikalijum-fosfat 0,4 g/l Ţuč vola 4,75 g/l 

Kalijum-dihidrogen 

fosfat 

0,6 g/l Natrijum-hlorid 2,6 g/l 

Magnezijum-hlorid 

heksahidrat 

29,0 g/l Kalcijum-karbonat 38,7 g/l 

Malahit zeleni 0,036 g/l Natrijum-tiosulfat pentahidrat 47,8 g/l 

  Brilijant zeleni 0,0095 g/l 
* pH nakon sterilizacije RSV na 25 °C bio je 5,2 ± 0,2; 

   krajnji pH za MKTTn bujon na 25 °C bio je 8,2± 0,2. 

6.3.20. Statistiĉka obrada eksperimentalnih podataka 

Svi eksperimenti su izvedeni u triplikatu, a rezultati su predstavljeni kao srednja 

vrednost ± standardna devijacija za svako merenje. U toku analize podataka, a u cilju 

procene statističkog značaja rezultata korišćena je analiza varijanse (ANOVA). U 

zavisnosti od broja parametara čiji je uticaj ispitivan za poreĎenje aritmetičkih sredina, 

korišćena je jednostruka (One-way ANOVA) ili dvostruka analiza varijanse (Two-way 

ANOVA) sa naknadnim Tukey testom. Razlike u vrednostima su smatrane statistički 

značajnim ukoliko je p vrednost bila manja od 0,05 (p < 0,05).  
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7. REZULTATI I DISKUSIJA 

Kako je uticaj ultrazvuka na funkcionalna, strukturna i fizičkohemijska svojstva 

proteina belanceta veoma malo izučavan, prvi deo istraţivanja bio je usmeren ka ispitivanju 

dejstva različitih ultrazvučnih pretretmana na gore navedena svojstva. Kao što je već 

napomenuto u teorijskom delu, funkcionalna svojstva proteina uslovljena su njihovom 

molekulskom strukturom koja je posledica inter- i intra-molekulskih interakcija. Promene 

funkcionalnih svojstava dejstvom ultrazvuka praćene su ispitivanjem uticaja jačine 

ultrazvučnih talasa (frekvenca), duţine ultrazvučnog pretretmana i vrste ultrazvučnog 

ureĎaja. Svi eksperimenti izvedeni su u termički kontrolisanim uslovima pri konstantnoj 

temperaturi od 25±1 °C i pri konstantnim pH vrednostima (promena je praćena merenjem 

pH vrednosti pre i posle soniciranja). Izračunate vrednosti akustične snage ultrazvuka od 20 

kHz, 35 kHz i 40 kHz su iznosile 35,4 W, 65,7 W, 21.3 W, redom. 

7.1. UTICAJ DEJSTVA ULTRAZVUĈNIH TALASA NA TEHNOLOŠKO-

FUNKCIONALNA SVOJSTVA PROTEINA BELANCETA 

7.1.1. Rastvorljivost (R0) 

10%-tni vodeni rastvori proteina belanceta tretirani su ultrazvučnom sondom frekvence 

20 kHz (UZS-20kHz) u vremenskim intervalima od 2, 5, 10, 15 i 20 min, kao i ultrazvukom 

u kupatilima frekvence 40 kHz (UZK-40kHz) i frekvence 35 kHz (UZK-35kHz) tokom 5, 

10, 15, 30 i 60 minuta. Rastvorljivost proteina (R0) je ispitana u funkciji duţine trajanja 

pretretmana i rezultati su predstavljeni na Slici 7.1. 

Zbog znatnog uticaja rastvorljivosti na druga funkcionalna svojstva i sam kvalitet 

krajnjeg proizvoda, rastvorljivost proteina je bitan faktor koji je potrebno ispitati pre 

potencijalne primene krajnjeg proizvoda. Na primer, kako bi se dobio prehrambeni 

proizvod koji poseduje dobre funkcionalne karakteristike (geliranje, emulgovanje, penjenje) 

poţeljno je prisustvo veoma rastvorljivih proteina.  
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Slika 7.1. Rastvorljivost proteina belanceta pretretiranih ultrazvučnom sondom frekvence 

20 kHz (a), ultrazvukom u kupatilu frekvence 40 kHz (b) i ultrazvukom u kupatilu 

frekvence 35 kHz (c) u funkciji vremena pretretmana 

 

Na Slici 7.1. data je zavisnost rastvorljivosti proteina belanceta u zavisnosti od vremena 

ultrazvučnog pretretmana. Na osnovu rezultata prikazanih na Slici 7.1a, moţe se uočiti da 

je rastvorljivost svih uzoraka značajno povećana (p<0,05) nakon pretretmana UZS-20kHz u 

poreĎenju sa netretiranim uzorkom (kontrolni uzorak). Najveća rastvorljivost zabeleţena je 

nakon 15 min i iznosila je 88,54%. TakoĎe, rezultati dobijeni tretiranjem proteina belanceta 

u UZK-40kHz i UZK-35kHz (Slika 7.1b,c) pokazuju da je došlo do povećanja R0 u svim 

ispitanim uzorcima. I u ovom slučaju, vreme pretretmana od 15 min, pokazalo se kao 

optimalno, a dobijene vrednosti Ro iznosile su 83,79% i 81,95% za  UZK-40kHz i UZK-

35kHz, redom. 

Poboljšana rastvorljivost ultrazvučno pretretiranih proteina belanceta moţe se pripisati 

uticaju ultrazvučnih talasa, emitovanih od strane ultrazvučne sonde, na konformaciju samih 

proteina i njihovu strukturu. Nakon sonikacije, došlo je do reorganizacije hidrofilnih 
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aminokiselinskih ostataka iz unutrašnjosti molekula proteina usled čega su oni postali 

dostupni molekulima vode i na taj način im se povećala rastvorljivost. TakoĎe, rezultati 

mogu ukazati da se broj naelektrisanih grupa (NH4
+
, COO

-
) povećao, što je uticalo na 

uspostavljanje jačih interakcija izmeĎu molekula vode i molekula proteina usled izraţenijih 

elektrostatičkih sila. Rezultati dobijeni u ovom radu su u saglasnosti sa literaturnim 

podacima objavljenim u radovima Jambrak i sar. (2009) i ĐanĎun (Yanjun) i sar. (2014) 

[174,151]. Prema njihovim rezultatima ultrazvučni pretretman doveo je do povećanja 

rastvorljivosti izolata proteina soje i koncentrata proteina mleka. Najbolji rezultati dobijeni 

su nakon 30 min (78%) i 5 min (88,3%) pretretmana ultrazvučnom sondom frekvence 20 

kHz za izolat proteina soje i koncentrat proteina mleka, redom. U poreĎenju sa rezultatima 

u ovom radu, ove vrednosti su jako bliske, ali treba napomenuti da je kod Jambrak i sar. 

(2009) i ĐanĎun i sar. (2014) zabeleţen znatan porast temperature nakon ultrazvučnog 

pretretmana (temperature i do 50 °C), te se porast rastvorljivost moţe pripisati uticaju 

termosonikacije (ne samo sonikacije), jer je poznato da se rastvorljivost proteina povećava 

na temperaturama od 40 do 50 °C [189]. Eksperimenti u okviru ove teze su izvedeni pri 

konstantnoj temperaturi od 25±1 °C, pa se sa većom sigurnošću moţe tvrditi da je povećana 

rastvorljivost isključivo posledica primene ultrazvučnog pretretmana. 

7.1.2. Kapacitet i stabilnost pene 

Komercijalna primena proteina belanceta u prehrambenoj industriji veoma zavisi od 

svojstava penjenja koja se definišu pomoću dve glavne veličine, a to su kapacitet pene (KP) 

i stabilnost pene (SP). Poznato je da su kapacitet pene i njena stabilnosti neophodni za 

odrţavanje stabilne strukture i teksture mnogih prehrambenih proizvoda na bazi proteina 

belanceta, kao što su kolači, poslastice, šlag kreme i puslice [247].  

Svojstava penjenja ultrazvučno pretretiranih (20 kHz, 35 kHz i 40 kHz) proteina 

belanceta u funkciji vremena pretretmana prikazana su na Slici 7.2. 
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Slika 7.2. Svojstva penjenja proteina belanceta pretretiranih ultrazvučnom sondom 

frekvence 20 kHz (a), u ultrazvučnom kupatilu frekvence 40 kHz (b) i u ultrazvučnom 

kupatilu frekvence 35 kHz (c) u funkciji vremena pretretmana 

 

Kod pretretmana ultrazvukom visokog intenziteta frekvence 20 kHz (Slika7.2a) uočena 

je vremenska zavisnost u pogledu stabilnosti pene, dok se kapacitet pene nije statistički 

značajno (p>0,05) menjao tokom vremena, ali je bio izrazito veći u poreĎenju sa 

kontrolnim uzorkom (bez pretretmana). Već nakon 2 min pretretmana, postigao se 50% 

veći kapacitet pene (71,26%) u odnosu na kontrolni uzorak (47,36%), dok se najstabilnija 

pena dobila nakon 15 min ultrazvučnog pretretmana (71,91%). Kod pretretmana UZK-

40kHz (Slika 7.2b) zabeleţen je porast KP i SP tokom prvih 15 min pretretmana, a nakon 

toga usledio je pad, ali su dobijene vrednosti KP i SP i dalje bile veće u poreĎenju sa 

kontrolnim uzorkom. Najstabilnija pena dobijena je nakon 15 min pretretmana (57,15%), a 

nakon ovog vremena postignut je i 45% veći KP (68,67%) u odnosu na kontrolni uzorak. 

Vreme pretretmana od 15 min dalo je najbolje rezultate i za pretretman UZK-35kHz, ali u 
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poreĎenju sa prethodna dva pretretmana, ostvarene su znatno niţe vrednosti KP i SP (Slika 

7.2c). 

Pregledom literature ustanovljeno je da se primenom ultrazvučnog pretretmana 

ostvaruje značajno povećanje kapaciteta i stabilnosti pene što se objašnjava efektom 

mehaničke homogenizacije uzorka ili povećanjem površinske hidrofobnosti molekula 

proteina koja dovodi do efikasnije adsorpcije molekula na površini vazduh-voda [354,355]. 

Efektom mehaničke homogenizacije uzorka ultrazvukom postiţe se ravnomernija raspodela 

proteina, a takoĎe i delimično odmotavanje molekula proteina što dovodi do poboljšanja 

svojstava penjenja. 

Nasuprot rezultatima dobijenim u ovom radu, Ksiong (Xiong) i sar. (2016) su došli do 

zaključka da se ultrazvučnim pretretmanom (20 kHz, sonda) ovalbumina poboljšava 

kapacitet penjenja, ali da stabilnost pene ostaje nepromenjena [356]. Neslaganje rezultata 

moţe se pripisati kompleksnosti proteina belanceta čiji sastav čini preko 30 različitih 

proteinskih frakcija, te je očekivano potpuno drugačije ponašanje u poreĎenju sa čistim 

ovalbuminom. Sve proteinske frakcije se smatraju zasluţnim za denaturaciju i odmotavanje 

molekula proteina belanceta i samim tim na promenu svojstava penjenja. 

Uticaju ultrazvučnog pretretmana na svojstva penjenja proteina belnceta u literaturi nije 

posvećeno mnogo paţnje. Jedini dostupni podaci su oni do kojih su došli Arzeni i sar. 

(2012) ispitujući uticaj ultrazvuka frekvence 20 kHz na funkcionalnost proteina belanceta, 

pri čemu je ustanovljeno da su svojstva penjenja narušena, što je u suprotnosti sa 

rezultatima ostvarenim u okviru ovog istraţivanja [37]. Dostupni literaturni podaci su 

bazirani uglavnom na primeni drugih pretretmana, kao što su pretretman visokim pritiskom, 

termički pretretman ili UV zračenje, a dobijeni rezultati se dosta razlikuju. Pregledom 

literature utvrĎeno je da tretiranjem belanceta UV zračenjem dolazi do povećanja 

sposobnosti penjenja, kao i do povećanja stabilnosti pene [216]. U studiji Strohalma 

(Strohalm) i sar. (2000) nisu zabeleţene značajne promene u svojstvima penjenja proteina 

belanceta pretretiranih visokim pritiskom do 400 MPa, dok su Ričvin (Richwin) i sar. 

(1992) ustanovili da dolazi do narušavanja svojstava penjenja proteina belanceta nakon 

pretretmana pri pritisku od 400 MPa [357,358]. Nasuprot ovim saznanjima, Vander 

Planken (Van der Plancken) i sar. (2007) su pokazali da su termički pretretman i tretman 
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visokim pritiskom značajno doprineli poboljšanju svojstava penjenja proteina belanceta 

[222]. 

7.1.3. Emulgujuća svojstva 

Emulgujuća svojstva ultrazvučno pretretiranih proteina belanceta su ispitana i 

uporeĎena sa netretiranim uzorkom (kontrola). Dobijeni rezultati predstavljeni su na Slici 

7.3. Za ultrazvučni pretretman od 20 kHz zabeleţen je porast indeksa aktivnosti emulzije 

(IAE) i indeksa stabilnosti emulzije (ISE) sa povećanjem vremena pretretmana. Najveća 

vrednost IAE od 267,60±2,45 m
2
/g dobijena je nakon 15 min, dok su najbolji rezultati za 

ISE od 205,37±3,24 h postignuti nakon 20 min soniciranja. Najveće povećanje IAE i ISE 

zabeleţeno kod ultrazvučne sonde frekvence 20 kHz moţe se dovesti u vezu sa 

konformacionim promenama molekula proteina belanceta izazvanim dejstvom ultrazvučnih 

talasa koji su doveli do razlaganja agregiranih proteinskh lanaca na manje jedinice, i to 

prvo delovanjem ultrazvučnih talasa na centralni deo molekula, a zatim i na bočne lance. 

Razlaganje sloţenih agregata proteina belanceta na manje jedinice uticalo je na povećanje 

njihove sposobnosti da stabilizuju meĎugranični sloj ulje/voda, uglavnom zbog veće 

pokretljivosti. Na meĎugraničnoj površini došlo je do orijentacije lipofilnih delova 

molekula proteina ka uljanoj fazi, dok su hidrofilni delovi bili orijentisani ka vodenoj fazi. 

Ova pojava dovela je do redukcije površinskog napona na granici faza ulje/voda usled čega 

je sposobnost forimranja emulzije povećana. 
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Slika 7.3. Emulgujuća svojstva proteina belanceta pretretiranih ultrazvučnom sondom 

frekvence 20 kHz (a), u ultrazvučnom kupatilu frekvence 40 kHz (b) i u ultrazvučnom 

kupatilu frekvence 35 kHz (c) u funkciji vremena pretretmana 

 

Dejstvom ultrazvuka frekvence 40 kHz, takoĎe je došlo do statistički značajnog 

(p<0,05) povećanja IAE i ISE. Najveće vrednosti dobijene su nakon 15 min pretretmana, 

dok su najmanje zabeleţene nakon tretmana od 10 min. U ovom slučaju veća je frekvenca, 

a manja snaga, ali i način prenosa ultrazvučnih talasa u kupatilu. Dolazi do odreĎenog 

mehaničkog cepanja agregiranih proteinskih čestica, koje nije praćeno denaturacijom samih 

proteina. Tretiranje ultrazvukom 35 kHz ne dovodi do značajnih promena IAE i ISE tokom 

vremena pretretmana. Moguće objašnjenje je da usled manje frekvence ultrazvuka dolazi 

do reverzibilnih promena konformacije proteinskih molekula, jer ne dolazi do stvaranja 

zona sa dovoljno visokim pritiskom i temperaturom usled kavitacionog fenomena, pa se 

proteini nakon tretmana vraćaju u svoje prvobitno stanje (nativna konformacija). Očigledno 

da ovaj tip ultrazvuka nema dovoljan intenzitet i snagu da bi prouzrokovao neke mehaničke 

i fizičke promene u sistemu na koji deluje. Ovde se jasno vidi razlika izmeĎu frekvencije i 

intenziteta ultrazvuka. Primećen je suprotan učinak tretiranja kupatilima na IAE i ISE. 
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Pretretman sondom frekvence 20 kHz uticao je na poboljšanje navedenih svojstava, dok su 

ultrazvučna kupatila dala manji doprinos i to pogotovo kupatilo frekvence 35 kHz. 

U literaturi je, takoĎe, pronaĎeno da su globularni proteini, kao što su glicinin iz soje 

(11S) i izolat proteina soje pokazali bolje emulgujuće sposobnosti sa povećanjem vremena 

ultrazvučnog pretretmana, što je u saglasnosti sa rezultatima u okviru ovog istraţivanja 

[359,174]. Neki istraţivači smatraju da je poboljšanje emulgujućih svojstava proteina u 

direktnoj vezi sa povećanjem rastvorljivosti i površinske hidrofobnosti proteina. Postoji i 

mišljenje da ultrazvučni pretretman utiče različito na emulgujuću sposobnost proteina, u 

zavisnosti od molekulske mase proteina, njihove prirode, ali i uslova sredine, kao što je, na 

primer, jonska jačina rastvora proteina [160,162,359]. 

7.2. UTICAJ DEJSTVA ULTRAZVUĈNIH TALASA NA POVRŠINSKE 

KARAKTERISTIKE MOLEKULA PROTEINA BELANCETA 

7.2.1. Sadrţaj sulfhidrilnih grupa 

Rezultati ukupnih i reaktivnih sulfhidrilnih grupa (SH) prikazani su na Slici 7.4. Nakon 

pretretmana UZS-20kHz zabeleţen je statistički značajan porast ukupnih sulfhidrilnih 

grupa za vremenske intervale do 10 min, nakon čega je usledio pad (Slika 7.4a). Sličan 

trend je ostvaren i za reaktivne sulfhidrilne grupe, gde je najveći sadrţaj sulfhidrilnih grupa 

detektovan nakon 15 min ultrazvučnog pretretmana. Moţe se reći da je tokom prvih 10 do 

15 min pretretmana, najveći deo sulfhidrilnih grupa lociranih u unutrašnjosti molekula 

proteina belanceta detektovan usled denaturacije izazvane ultrazvučnim talasima. Smanjen 

sadrţaj sulfhidrilnih grupa nakon produţenog dejstva ultrazvuka moţe se objasniti 

oksidacijom sulfhidrilnih grupa i formiranjem disufidnih veza (S-S) ili SH/S-S veza 

unakrsnim reakcijama. Ovi rezultati su u korelaciji sa prethodno analiziranim 

funkcionalnim svojstvima, pa se moţe pretpostaviti da je smanjen sadrţaj reaktivnih 

sulfhidrilnih grupa nakon 15 min pretretmana UZS-20kHz posledica formiranja 

intramolekulskih disulfidnih veza nastalih usled oksidacije izazvane ultrazvučnim talasima, 

a da je smanjen sadrţaj reaktivnih i ukupnih sulfhidrilnih grupa nakon 20 min posledica 

formiranja intermolekulskih S-S veza koje dovode do stvaranja agregata. Preliminarna 

pretpostavka se odnosila na to da sonikacija dovodi do hemolitičkog cepanja molekula 

(H2O→OH
-
+H

+
; 2OH

-
+2H

+
→H2O2 + H

+
) vode pri čemu nastaju slobodni radikali koji 
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dovode do strukturnih promena molekula proteina. Detaljnija struturna analiza bila je 

neophodna da bi se ova tvrdnja potvrdila, što će biti opisano u odeljku 7.5. Sličan trend 

ostvaren je i nakon pretretmana UZK-40kHz i UZK-35kHz, gde je optimalno vreme za oba 

pretretmana bilo 15 min, nakog čega je došlo do pada vrednosti sulfhidrilnih grupa (Slika 

7.4b,c). 

Podaci iz literature su veoma raznoliki. Galseren (Gülseren) i sar. (2007) i Hu i sar. 

(2013) su utvrdili smanjen sadrţaj sulfhidrilnih grupa sa vremenom soniciranja, dok su 

Arzeni i sar. (2012) i Čandrapala (Chandrapala) i sar. (2010) zabeleţili da ultrazvučni 

pretretman ne utiče značajno na sadrţaj sulfhidrilnih grupa ispitivanih proteina 

[156,37,359]. Slično rezultatima dobijenim u ovom istraţivanju, Lei i sar. (2011) su 

ustanovili da se sadrţaj ukupnih SH grupa ovotransferina značajno povećao sa vremenom 

pretretmana od 30 i 60 s pri frekvenciji ultrazvuka od 20 i 60 kHz, redom i da je nakon toga 

počeo da opada [322]. MeĎutim, sadrţaj reaktivnih sulfhidrilnih grupa u ovom slučaju je 

dao drugačiji trend, pokazujući veće vrednosti na višoj frekvenci (60 kHz) i sa duţim 

vremenom pretretmana, što nije u saglasnosti sa rezultatima dobijenim u okviru ovog 

istraţivanja. 

 

Slika 7.4. Sadrţaj sulfhidrilnih grupa proteina belanceta pretretiranih ultrazvučnom sondom 

frekvence 20 kHz (a), ultrazvučnim kupatilom frekvence 40 kHz (b) i ultrazvučnim 

kupatilom frekvence 35 kHz (c) u funkciji vremena pretretmana 
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Bitno je naglasiti da broj S-S veza unutar svakog pojedinačnog proteina belanceta utiče 

na rezultate. Najzastupljeniji protein u belancetu, ovalbumin, ima samo jednu S-S vezu, dok 

ovotransferin sadrţi čak petnaest S-S veza, ovomucin devet, a lizozim četiri [3,360,361]. U 

ovom radu istraţivanja su raĎena sa kompleksnom smešom proteina belanceta (ne samo sa 

jednim model proteinom), pa otuda i objašnjenje zašto su najbolji rezultati ostvareni tek 

nakon 10 ili 15 minuta pretretmana, jer je potrebno duţe vreme izlaganje ultrazvučnim 

talasima kako bi se raskinuo što veći broj S-S veza unutar svih proteina prisutnih u 

belancetu. 

7.2.2. Površinska hidrofobnost (H0) 

Značaj hidrofobnih interakcija u odrţavanju stabilnosti, konformacije i funkcionalnosti 

proteina je odavno poznat. Površinska hidrofobnost proteina predstavlja strukturnu 

karakteristiku na osnovu koje se procenjuje da li je došlo do konformacionih promena 

molekula proteina, što bi naknadno uticalo na njihova funkcionalna svojstva [362]. 

Uticaj ultrazvučnog pretretmana na površinsku hidrofobnost proteina belanceta 

predstavljena je na Slici 7.5. Kao što se moţe primetiti, Ho raste sa vremenom pretretmana 

do 15 min kod UZS-20kHz i UZK-40kHz, dok kod UZK-35kHz nije zabeleţena značajna 

promena (p>0,05) Ho tokom prvih 15 min pretretmana. Za vremenske intervale veće od 15 

min zabeleţen je drastičan pad Ho kod sva tri ultrazvučna pretretmana. U poreĎenju sa 

kontrolnim uzorkom, uočena je povećana površinska hidrofobnost proteina belanceta nakon 

primene sva tri ultrazvučna pretretmana. Kao najefikasniji, pokazao se pretretman UZS-

20kHz, gde je nakon 15 min pretretmana Ho povećana osam puta (H0 = 1659,02) u odnosu 

na kontrolni uzorak (H0 = 198,22). Nakon 15 min pretretmana UZK-40kHz Ho je povećana 

četiri puta (H0 = 848,84), dok je za isto vreme pretretmana UZK-35kHz to povećanje bilo 

tri puta veće u poreĎenju sa kontrolom (H0 = 569,57). 
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Slika 7.5. Emisioni spektar fluorescencije (c) i površinska hidrofobnost proteina belanceta 

pretretiranih ultrazvučnom sondom frekvence 20 kHz (a) i ultrazvučnim kupatilima 

frekvence 40 kHz i 35 kHz (b) u funkciji vremena pretretmana 

 

Ovi rezultati ukazuju na to da je nakon ultrazvučnog pretretmana došlo do odreĎenog 

odmotavanja proteina belanceta i slabljenja hidrofobnih interakcija usled čega su 

hidrofobne grupe i regioni iz unutrašnjosti molekula postali dostupni molekulima rastvarača 

(voda). Globularna struktura proteina belanceta je narušena i molekuli proteina su 

infiltrirani molekulima rastvarača [188]. Pad Ho zabeleţen nakon 20 min pretretmana UZS-

20 kHz i  nakon 30 i 60 min pretretmana UZK-40kHz i UZK-35kHz je posledica agregacije 

proteina belanceta. Nastali agregati zaštitili su hidrofobne regione molekula proteina i na taj 

način smanjili broj dostupnih hidrofobnih grupa za koje bi se vezala 8-anilino-1-

naftalensulfonska kiselina (ANS) putem nepolarne anilin-naftalenske grupe. Kako je ANS 

anjonska fluorescentna boja, enregija neophodna za vezivanje ANS uslovljena je jačinom 

elektrostatičkih interakcija izmeĎu boje i molekula proteina [363]. Ovi rezultati su u 

saglasnosti sa rezultatima Galseren i sar. (2007) koji su došli do zaključka da je površinska 

hidrofobnost goveĎeg seruma albumina (BSA) povećana nakon 45 min ultrazvučnog 
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pretretmana snage 20 W cm
-1

. TakoĎe, Čandrapala i sar. (2011) su utvrdili da dolazi do 

povećanja Ho koncentrata proteina surutke nakon 5 min ultrazvučnog pretretmana 

frekvence 20 kHz i snage 31 W [105]. 

TakoĎe, na Slici 7.5c moţe se videti da je ultrazvučni pretretman uticao na pomeranje 

emisionog maksimuma (λ max) ANS-protein kompleksa u opsegu od 338 nm do 380 nm 

(batohromni efekat). Spektar fluorescencije potiče uglavnom od aminokiselinskih ostataka 

triptofana, tirozina i fenilalanina i jačina intenziteta fluorescencije ovih aminokiselina se 

smanjuje zbog povećanja njihove izloţenosti molekulima rastvarača (voda) [364]. Za sve 

uzorke su dobijeni karakteristični spektri sa emisionim maksimumom na 362 nm koji 

odgovara fluorescentnom profilu triptofana u jako hidrofobnoj sredini, kao što je 

unutrašnjost globularnih proteina. Batohromni efekat primećen kod UZS-20 kHz i UZK-

40kHz u odnosu na kontrolni uzorak i UZK-35kHz je posledica veće izloţenosti 

unutrašnjih hidrofobnih grupa molekulima rastvarača nakon primene ova dva pretretmana 

[365]. TakoĎe, moţe se zaključiti da proteini belanceta pretretirani UZS-20 kHz i UZK-

40kHz imaju fleksibilniju konformaciju i tercijarnu strukturu u odnosu na kontrolni uzorak 

i uzorak pretretiran UZK-35kHz [366]. 

7.2.3. Zeta potencijal (Zo) 

Dobijene vrednosti zeta potencijala za sve uzorke pretretirane ultrazvučnim talasima 

različite frekevence su negativne (Slika 7.6), što ukazuje na to da svi uzorci sadrţe 

negativno naelektrisane aminokiseline. Uočeno je da sa porastom vremena pretretmana 

dolazi do značajnog porasta (p<0,05) vrednosti zeta potencijala za sva tri ultrazvučna 

pretretmana. Najveće negativne vrednosti dobijene su za pretretman UZS-20kHz nakon 15 

min (-22,8±1,06 mV), zatim za UZK-40kHz nakon 15 min (-18,4±1,04 mV),  i na kraju za 

UZK-35kHz nakon 15 min (-16,7±0,84 mV). Pregledom literature, ustanovljeno je da 

dolazi do povećanja Zo proteina belanceta pretretiranih pulsnim električnim poljem (od -

8,02 do -9,9 mV), a najveća vrednost je dobijena nakon 800 μs pretretmana i iznosila je -

9,9±0,52 mV [367]. U poreĎenju sa rezultatima dobijenim u okviru ove teze, moţe se reći 

da je ultrazvučni pretretman značajno doprineo odrţavanju stabilnosti proteina belanceta u 

odnosu na pretretman pulsnog električnog polja. Rezultati ukazuju na to da su stabilnost i 

elektrokinetički potencijal proteina belanceta zadrţani, pa čak i povećani nakon 

pretretmana ultrazvučnim talasima. Povećanje negativnog naelektrisanja moţe se tumačiti 
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elektrostatičkim odbijanjem čestica koje je uticalo na razaranje prisutnih proteinskih 

aglomerata i ujedno sprečilo naknadnu aglomeraciju čestica. PoreĎenja radi, ovo povećanje 

elektrostatičkih odbijnih sila, takoĎe, utiče i na povećanu rastvorljivost, kao i na sadrţaj 

sulfhidrilnih grupa, pa uporeĎujući ove rezultate sa rezultatima prikazim u poglavlju 7.1.1. i 

7.2.1  moţe se konstatovati dobro slaganje rezultata. Proteini belanceta pretretirani 15 min 

sondom frekvence 20 kHz su se pokazali kao najstabilniji i poseduju molekule sa 

dovoljnom količinom negativnog naelektrisanja koje ne dovodi do aglomeracije i 

fluktuacije molekula proteina belanceta. 

 

Slika 7.6. Naelektrisanje proteina belanceta (Zo) pretretiranih ultrazvučnom sondom 

frekvence 20 kHz (a) i ultrazvučnim kupatilima frekvence 40 kHz i 35 kHz (b) u funkciji 

vremena pretretmana 

 

S tim u vezi, kako bi se bolje razumela povezanost naelektrisanja i tehničko-

funkcionalnih svojstava proteina, ispitana je korelacija rezultata zeta potencijala i 

prethodno analiziranih funkcionalnih svojstava (rastvorljivost, kapacitet i stabilnost pene) 

za tretman sondom frekvence 20 kHz. Rezultati su predstavljeni na Slici 7.7. 



Doktorska disertacija Andrea B. Stefanović 
 

 

121 
 

 

Slika 7.7. Korelacija izmeĎu kapaciteta pene, stabilnosti pene i rastvorljivosti, sa jedne 

strane i zeta potencijala proteina belanceta pretretiranih ultrazvučnom sondom frekvence 20 

kHz, sa druge 

Kao što se moţe primetiti, postoji linearna korelacija izmeĎu zeta potencijala i 

ostvarenog povećanja rastvorljivosti (R0), kapaciteta pene (KP) i stabilnosti pene (SP). Nije 

ustanovljena direktna korelacija izmeĎu zeta potencijala i IAE i ISE, stoga ti rezultati nisu 

ni prikazani. Vrednosti koeficijenta linearnosti (R
2
) za Ro, KP i SP su 0,904, 0,931 i 0,923, 

redom, a dobijeni nagibi su -1,378, -1,465 i -3,002, redom. Iz vrednosti nagiba moţe se 

zaključiti da ultrazvučni pretretman sondom frekvence 20 kHz ima najveći uticaj na 

stabilnost pene, jer je apsolutna vrednost nagiba, u poreĎenju sa rastvorljivošću i 

kapacitetom pene. Na osnovu analiziranih rezultata, moţemo zaključiti da su svojstva 

penjenja proteina belanceta pretretiranih sondom frekvence 20 kHz u direktnoj vezi i sa 

naelektrisanjem proteina i sa njihovom veličinom čestica (Odeljak 7.3.). Nasuprot ovome, 

veza izmeĎu veličine čestica/zeta potencijala i emulgujućih svojstava nije jasno definisana, 

pa se pretpostavilo da neki drugi faktori, kao što je, na primer, promena u sekundarnoj 

strukturi proteina, imaju značajan uticaj na emulgujuća svojstva proteina belanceta. Kako bi 

se ova pretpostavika potvrdila, dalja istraţivanja su bila bazirana upravo na ispitivanju 

uticaja ultrazvuka različite frekvence na strukturu proteina belanceta (Odeljak 7.5). 
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7.3. UTICAJ ULTRAZVUĈNOG PRETRETMANA NA VELIĈINU ĈESTICA 

Raspodela veličina čestica proteina belanceta pretretiranih ultrazvučnom sondom 

frekvence 20 kHz (UZS-20 kHz) u funkciji vremena pretretmana data je na Slici 7.8. 

Dosadašnje analize su pokazale da je veći uticaj na proteine belanceta imao UZK-40 kHz, u 

poreĎenju sa UZK-35kHz, te su stoga na dijagramu prikazani samo rezultati dobijeni nakon 

15 min UZK-40 kHz (umetnuti dijagram). Kako je jedan od ciljeva bio da se ispita i uticaj 

različitih tipova ultrazvučnih ureĎaja (sonda i kupatilo) na funkcionalnost proteina 

belanceta, pretretman UZK-40 kHz je izabran kao pogodan za dalje analize. PoreĎenja radi, 

analize su izvedene i za konvencionalni termički pretretman proteina belanceta, kako bi se 

ispitala mogućnost njegove zamene primenom tehnologije ultrazvuka visokog intenziteta. 

 

Slika 7.8. Raspodela veličina čestica proteina belanceta pretretiranih termičkim i 

ultrazvučnim pretretmanom u kupatilu, UZK-40kHz (umetnuti dijagram) i ultrazvučnom 

sondom frekvence 20 kHz u funkciji vremena pretretmana 

 

Analiza raspodele veličine čestica izvedena je u cilju odreĎivanja razlika u veličini 

čestica i postojanja eventualnih proteinskih agregata koji bi uticali na njihova funkcionalna 

svojstva, i to u najvećem stepenu na rastvorljivost. 

Ako se analizira kriva koja predstavlja netretirano belance (kontrola), uočava se 

bimodalna raspodela veličine čestica, sa pikom u rasponu od 300-600 nm koji ima 

maksimum na 368,4±10,51 i manjim pikom od 0,5-1,1 nm. Na osnovu vrednosti parametra 
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(0,521±0,011) koji daje informaciju o širini ukupne distribucije veličine čestica (PdI), 

zaključuje se da kontolni uzorak ima široku raspodelu veličina. Pretretman UZS-20 kHz 

prouzrokovao je pomeranje ka manjim prečnicima čestica i uticao je na smanjenje 

polidisperznog indeksa (PdI). Prosečna veličina čestica se smanjivala sa povećanjem 

vremena pretretmana do 15 min, nakon čega je došlo do blagog porasta veličine čestica. 

Najmanje čestice (od 368,4 do 68,4 nm) dobijene su nakon 15 min tretmana UZS-20kHz, 

što je u saglasnosti sa uočenim povećanjem rastvorljivosti u tom slučaju (Slika 7.1c). 

Zapravo, ultrazvučni talasi doveli su do razbijanja proteinskih granula i agregata na manje, 

čime je rastvorljivost povećana. Strukturne promene unutar molekula proteina belanceta 

mogu se dovesti u vezu sa delimičnim raskidanjem intermolekulskih hidrofobnih 

interakcija, pre nego peptidnih ili disulfidnih veza. Sa povećanjem vremena pretretmana, 

dolazi do smanjenja veličine čestica i povećanja slobodne površine molekula što se 

pripisuje efektu kavitacije, koja ne samo da utiče na razaranje agregata, nego i na redukciju 

manjih čestica raskidajući Van der Waals-ove sile. Raspodela je suţena što je potvrĎeno i 

smanjenjem vrednosti PdI tokom vremena pretretmana (Tabela 7.1). Nakon 20 min 

pretretmana UZS-20kHz uočena je, ponovo, bimodalna raspodela veličina čestica, sa 

karakterističnim pikom na 260,6±1,67 nm i manjim pikom na 68,4 nm. Prema tome, moţe 

se reći da je došlo do obrazovanja populacije većih čestica i formiranja agregata, te se sa 

pravom moţe tvrditi da nakon 20 min dolazi do neumerene denaturacije proteina belanceta 

kojima je povećana sposobnost ka nasumičnom meĎusobnom agregiranju. Ovi rezultati su 

u saglasnosti sa sadrţajem sulfhidrilnih grupa (Slika 7.4). 

 

Tabela 7.1. Veličina čestica i polidisperzni indeks (PdI) proteina belanceta 

pretretiranih ultrazvučnom sondom frekvence 20±0,2 kHz tokom 2, 5, 10, 15 i 20 

min 

Ultrazvučna sonda 

frekvence 20 kHz 

Veličina čestica, 

nm 

PdI 

kontrola 368,4±10,51  0,521±0,011 

2 min 268,9±4,59 
b
   0,494±0,002 

a 

5 min 222,3±3,52
 b
   0,415±0,020

 a 

10 min 217,1±1,77
 b
   0,412±0,060

 a
 

15 min 68,4±5,22
 b
   0,427±0,025

 a
 

20 min 260,6±1,67
 b
   0,345±0,050

 b
 

a
 statistički nije značajna razlika u poreĎenju sa kontrolom (p>0,05) 

b
 statistički značajna razlika u poreĎenju sa kontrolom (p<0,05) 
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Rezultati prezentovani u okviru ovog istraţivanja su u saglasnosti sa rezultatima 

Osalavan (O'Sullivan) i sar. (2016) koji su ustanovili značajno smanjenje veličine čestica 

nakon soniciranja nekoliko biljnih i ţivotinjskih proteina, naglašavajući da je došlo do 

raskidanja nekovalentnih veza (elektrostatičke i hidrofobne interakcije) koje su odgovorne 

za odrţavanje proteinskih agregata u rastvoru [160]. Li i sar. (2014) su, takoĎe, konstatovali 

smanjenje čestica proteina pilećeg mesa nakon soniciranja, navodeći da su smicajne sile 

izazvane kavitacijom odgovorne za ovaj fenomen [368]. Nasuprot rezultatima ostvarenim u 

okviru ove teze, Arzeni i sar. (2012) su utvrdili da dolazi do povećanja veličine čestica 

proteina belanceta nakon ultrazvučnog pretretmana i ono je pripisano temperaturnom efektu 

nastalom tokom soniciranja [162]. Objašnjenje se moţe potraţiti u činjenici da su oni 

izvodili pretretman bez kontrole temperature (dostizala i do 49 °C), dok su rezultati u 

okviru ove teze dobijeni pri termički kontrolisanim uslovima ultrazvučnog pretretmana (25 

°C). 

Na Slici 7.8 (umetnuti dijagram) prikazani su rezultati raspodele veličine čestica 

termički pretretiranih proteina belanceta i 15 min pretretiranih u ultrazvučnom kupatilu, 

UZK-40kHz, u poreĎenju sa 15 min pretretiranih sondom, UZS-20kHz. Moţe se zaključiti 

da oba pretretmana dovode do značajnog smanjenja (p<0,05) veličine čestica, ali ne u 

tolikoj meri kao pretretman UZS-20kHz. Kao što se vidi, vrsta pretretmana ima itekako 

uticaj na veličinu čestica. Primenom konvencionalnog termičkog pretretmana (na 75 °C 

tokom 30 min) uočen je pik na 320,1 nm i široka raspodela veličina čestica, dok su za oba 

ultrazvučna pretretmana vrednosti glavnih pikova bile manje i iznosile su 68,4 nm i 164,2 

nm za pretretman UZS-20kHz i UZK-40kHz, redom. Tretmanom UZK-40kHz došlo je do 

značajnog (p<0,05) smanjenja veličine čestica, ali ne u tolikoj meri kao kod UZS-20kHz. 

Ako se uzme u obzir različita konstrukcija ova dva ultrazvučna ureĎaja, moţe se reći da je 

kod ultrazvučnog kupatila veća emitujuća površina sa koje se emituju mehaničke vibracije 

ultrazvučnih talasa, ali one nisu dovoljno jakog intenziteta kao kod delovanja sonde, koja je 

direktno uronjena u rastvor. Kod pretretmana UZK-40kHz verovatno je izraţeniji uticaj 

turbulencije i smicajnih sila, pa ne dolazi do formiranja zona sa visokim pritiskom koji 

uzrokuje imploziju mehurića (kavitacija), što je primećeno kod UZS-20kHz. 

Budući da je pokazano da postoji značajna razlika u veličini čestica nakon primene 

različitih pretretmana proteina belanceta, u sledećoj fazi ispitavanja ţelelo se utvrditi da li 
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postoji neka korelacija izmeĎu veličine čestica i funkcionalnih svojstava. Analize su 

odraĎene za pretretman UZS-20kHz u vremenu, zatim za usvojeno optimalno vreme 

pretretmana UZK-40kHz (15 min), kao i za termički pretretman. Na Slici 7.9. dat je 

grafički prikaz zavisnosti rastvorljivosti, kapaciteta pene i stabilnosti pene u funkciji 

veličine čestica. 

 

Slika 7.9. Korelacija kapaciteta pene, stabilnosti pene, rastvorljivosti i veličine čestica 

proteina belanceta pretretiranih učtrazvučnom sondom frekvence 20 kHz 

 

Analizom rezultata, moţe se reći da postoji gotovo linearna zavisnost rastvorljivosti sa 

smanjenjem veličine čestica proteina, odnosno rastvorljivost se linearno smanjuje sa 

povećanjem čestica sugerišući značajnu ulogu specifične slobodne površine proteina na 

rastvorljivost. Smanjenje veličine čestica uticalo je na povećanje specifične slobodne 

površine, a samim tim i interakcija izmeĎu molekula proteina i molekula vode, koje su 

rezultirale povećanjem rastvorljivosti. Što se tiče kapaciteta pene i stabilnosti pene, uočene 

su dve jasno definisane zone razdvojene granicom na 260 nm koja predstavlja kritičnu 

veličinu čestica. U prvoj zoni se nalaze čestice sa veličinom od 68,4 do 260,6 nm i unutar 

ove zone, vrednosti  kapaciteta pene i stabilnosti pene prate linearan trend sa veoma malim 

promenama svojstava penjenja. U drugoj zoni su čestice sa veličinom u intervalu od 260 do 

370 nm i ovde je zabeleţen porast kapaciteta pene i stabilnosti pene sa smanjenjem veličine 

čestica od 370 ka 260 nm. Interesantno da vrednosti kapaciteta pene i stabilnosti pene za 

termički i UZK-40kH pretretman su veoma bliske predviĎenim vrednostima za tu veličinu 
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čestica sa UZS-20kHz dobijenim nakon linearizacije vrednosti, pa se moţe zaključiti da 

vrsta pretretmana nije presudna za dobru korelaciju izmeĎu veličine čestica i svojstava 

penjenja različito pretretiranih proteina belanceta. Naime, izgleda da su svojstva proteina 

poput penjenja u velikoj meri odreĎena veličinom čestica i slobodnom površinom. Nasuprot 

dobrom slaganju izmeĎu kapaciteta pene i stabilnosti pene sa veličinom čestica, 

rastvorljivost je u znatno manjoj korelaciji sa veličinom čestica, što se vidi na osnovu toga 

što termički i UZK-40kHz pretretman proteina belanceta dovode do manje rastvorljivosti za 

istu veličinu čestica (zaokruţeni simboli na slici) u poreĎenju sa pretretmanon sondom 

UZS-20kHz. Očigledno da, u slučaju rastvorljivosti, i neki drugi parametri imaju vaţnu 

ulogu, pored veličine čestice. Na primer, na rastvorljivost mogu da utiču različiti 

mehanizmi denaturacije proteina izazvane termičkim i ultrazvučnim pretretmanom, što je 

potvrĎeno promenom sekundarne strukture proteina (Slika 7.13). U svakom slučaju, svi 

eksperimentalni setovi podataka ukazuju na to da veličina čestica bitno utiče na 

funkcionalna svojstava i da ne treba biti zanemarena. 

MeĎusobna zavisnost izmeĎu indeksa aktivnosti emuzije, IAE i indeksa stabilnosti 

emulzije, ISE i veličine čestica je, takoĎe, potvrĎena i ustanovljeno je da sa smanjenjem 

čestica dolazi do poboljšanja emulgujućih svojstava za pretretman UZS-20kHz, ali 

zavisnost nije linearna (rezultati nisu prikazani). Vrednosti koeficijenata linearnosti iznosile 

su 0,621 i 0,309 za IAE i ISE, redom. Nedefinisana korelacija izmeĎu veličine čestica, kao i 

zeta potencijala, sa emulgujućim svojstvima moţe biti posledica kompleksne smeše 

proteina belanceta. Eksperimenti su izvedeni sa nativnim proteinima belanceta koji se 

sastoji od više različitih proteinskih frakcija, a ne samo sa jednom izolovanom i 

prečišćenom proteinskom frakcijom, što je čest slučaj u literaturi. U cilju pronalaţenja 

objašnjenja, uraĎen je set eksperimenata i sa prečišćenim model proteinom, ovalbuminom, 

koji je u najvećem procentu prisutan u belancetu. Ovalbumin je pretretiran ultrazvučnom 

sondom, UZS-20kHz, i ispitan je uticaj vremena pretretmana na raspodelu veličina čestica, 

zeta potencijal i emulgujuća svjostva. Rezultati su prikazani na Slici 7.10. 
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Slika 7.10. Raspodela veličine čestica (a), zeta potencijal (c) i emulgujuća svojstva (c) 2%-

tnog vodenog rastvora ovalbumina pretretiranog ultrazvučnom sondom frekvence 20 kHz u 

funkciji vremena pretretmana 

 

Kako se moţe uočiti na dijagramu, trend zavisnosti ispitanih veličina od vremena je 

jako sličan trendu dobijenom sa smešom proteina belanceta. Tačnije, veličina čestica model 

proteina ovalbumina se smanjuje sa povećanjem vremena pretretmana UZS-20kHz i 

najmanje čestice dobijene su nakon 10 min pretretmana. Nakon ovog vremena, došlo je do 

povećanja veličine čestice i formiranja bimodalne raspodele veličine čestica sa 

karakterističnim pikom na 1033 nm nakon 15 min pretretmana i 1090 nm nakon 20 min 

pretretmana, kao i manjim pikovima na 210 i 1450 nm posle soniciranja u trajanju od 15 i 

20 min, redom. Rezultati emulgujućih svojstava su u saglasnosti sa rezultatima dobijenim 

sa smešom proteina belanceta sa izuzetkom optimalnog vremena pretretmana. Primećen je 

trend rasta IAE i ISE sa vremenom pretretmana i najveće vrednosti postignute su nakon 10 

min soniciranja, nakon čega je usledio neznatan pad. Vrednosti zeta potencijala su potvrdile 

prisustvo negativno naelektrisanih aminokiselinskih ostataka i najveća stabilnost ostvarena 

je nakon 15 min pretretmana UZS-20kHz, što je, takoĎe, u skladu sa rezultatima dobijenim 

sa smešom proteina belanceta. MeĎutim, i dalje nije ustanovljena korelacija izmeĎu IAE i 
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ISE sa veličinom čestica i zeta potencijalom, navodeći na zaključak da neki drugi faktori na 

intramolekulskom nivou imaju ključnu ulogu u tumačenju ove pojave, kao što su promene 

u veličini molekula usled raskidanja peptidnih veza i/ili promene unutar sekundarne i 

tercijarne strukture proteina belanceta. Naime, u nekim slučajevima u literaturi je pokazano 

da ultrazvuk moţe da prouzrokuje raskidanje peptidnih veza u molekulu proteina i dovede 

do oslobaĎanja manjih peptidnih lanaca. 

Da bi se utvrdio uticaj vremena tretiranja sondom UZS-20kHz na molekulsku masu 

proteina belanceta kao i model proteina ovalbumina, SDS-PAGE elektroforeza je uraĎena i 

rezultati su predstavljeni na Slici 7.11. UporeĎujući rezultate ultrazvučno pretretiranih 

proteina belanceta sa kontrolom (bez pretretmana) jasno se vidi da je ultrazvuk 

prouzrokovao značajne promene u profilu proteina prisutnih u belancetu, a te promene su 

najizraţenije nakon 5, 10 i 15 min soniciranja. Naime, smanjuje se intenzitet trake koja 

potiče od ovotransferina, ali se ne mogu objasniti uzroci ovog smanjenja na osnovu 

elektroforegrama. IzmeĎu ostalog, produţeno dejstvo sondom UZS-20kHz, dovelo je do 

formiranja agregata sa molekulskom masom oko 75 kDa. Kada su u pitanju rezultati 

dobijeni za model protein ovalbumin, nisu zapaţene značajne promene nakon pretretmana 

sondom UZS-20kHz u odnosu na kontrolni netretirani uzorak. Na osnovu ovih analiza, 

moţe se reći da je pretretman sondom UZS-20kHz izazvao promene na proteinima čija je 

molekulska masa veća od molekulske mase ovalbumina (46 kDa). Sa dijagrama je jasno 

vidi da je to ovotransferin.  

Moţe se pretpostaviti da će ovakav profil proteina uticati na poboljšanje enzimske 

hidrolize, što je ispitano u daljem toku ovog rada. 
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Slika 7.11. Promena sastava proteinskih frakcija proteina belanceta i model proteina 

ovalbumina nakon pretretmana ultrazvučnom sondom frekvence 20 kHz ± 0.2 kHz: (1) 

markeri, (2) proteini belanceta pretretirani UZS-20kHz 2 min, (3) proteini belanceta 

pretretirani UZS-20kHz 5 min, (4) proteini belanceta pretretirani UZS-20kHz 10 min, (5) 

proteini belanceta pretretirani UZS-20kHz 15 min, (6) proteini belanceta pretretirani UZS-

20kHz 20 min, (7) netretirano belance (kontrola), (8) netretirani ovalbumin, (9) ovalbumin 

pretretiran UZS-20kHz 2 min, (10) ovalbumin pretretiran UZS-20kHz 5 min, (11) 

ovalbumin pretretiran UZS-20kHz 10 min, (12) ovalbumin pretretiran UZS-20kHz 15 min, 

(13) ovalbumin pretretiran UZS-20kHz 20 min 

 

Ovi rezultati nisu u saglasnosti sa rezultatima Galserena i sar. (2007) koji su pokazali da 

ne dolazi do promene molekulske mase ultrazvučno pretretiranog goveĎeg seruma 

albumina (15 min, 20 kHz, ~20 W cm
-1

) [156]. ĐanĎin i sar. (2014) su, takoĎe, zaključili da 

ultrazvučni pretretman ne dovodi do promene molekulske mase koncentrata proteina mleka 

(2 min, 12,5 W, snaga 50%) [151]. Rezultati Jambrak i sar. (2014) potvrdili su da dolazi do 

redukcije molekulske mase izolata i koncentrata surutke nakon ultrazvučnog pretretmana 

(15 min, 20 kHz, ~48 w cm
-1

) što je u saglasnosti sa rezultatima dobijenim u okviru ove 

disertacije [155]. Tumačenjem ovih rezultata, moţe se zaključiti da intenzitet ultrazvuka 

figuriše kao bitna veličina, jer pri manjim intenzitetima (~20W cm
-1

 i 12,5 W) očigledno ne 

dolazi do promene molekulske mase proteina, dok veći intenzitet prouzrokuje kavitacioni 

efekat koji se manifestuje u jačim smicajnim silama i turbulenciji, oslobaĎanju slobodnih 
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radikala, koji napadaju molekul proteina, i na taj način dovodi do smanjenja molekulske 

mase proteina. 

7.4. FE-SEM ANALIZA 

Morfologija čestica osušenih, različito pretretiranih proteina belanceta odreĎena je 

primenom tehnike skenirajuće elektronske mikroskopije sa emisijom polja opisanoj u 

odeljku 6.3.18.1. FE-SEM mikrografije prikazane su na Slici 7.12. 

 

Slika 7.12. FE-SEM mikrografije (uvećanje × 8,33 k, razmera =10 μm)  netretiranih 

proteina belanceta (a), proteina belanceta pretretiranih ultrazvučnom sondom frekvence 20 

kHz 15 min (b), ultrazvučnim kupatilom frekvence 40 kHz 15 min i termičkim tretmanom 

na 75 °C 30 min (d) 

 

U zavisnosti od primenjenog pretretmana, lako se uočavaju drastične promene 

površinske morfologije različito pretretiranih proteina belanceta. Površina ultrazvučno 

pretretiranih čestica je glatka, ali je uočeno prisustvo odreĎenih šupljina unutar same 

površine. Prisustvo konkavnih šupljina moţe biti posledica naglog isparavanja tečnosti 
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tokom procesa sušenja [369]. Ove šupljine su zapaţene i kod netretiranih čestica (kontrola) 

koje su samo prošle proces sušenja. Generalno, moţe se reći da je površina većine čestica 

nakon pretretmana sondom UZS-20kHz sfernog oblika sa primetnim udubljenjima, ali 

postoje i čestice koje imaju glatku površinu bez ikakavih pukotina (Slika 7.12b). TakoĎe, 

čestice dobijene nakon pretretmana UZS-20kHz su uniformnije i manje, u poreĎenju sa 

česticima dobijenim nakon termičkog pretretmana i tretmana UZK-40kHz. Izmereni srednji 

prečnik čestica bio je u opsegu od 1 do 6μm, što je znatno manje u odnosu na ostala dva 

pretretmana. Ova činjenica moţe potvrditi tezu da pretretman UZS-20kHz intenzivnije 

utiče na narušavanje agregata čestica, usled učinkovitijeg dejstva ultrazvučne sonde 

urenjene direktno u rastvor supstrata. Dobijeni rezultati su u saglasnosti sa raspodelom 

veličina čestica, mada je merenje veličina čestica vršeno sa znatno većim brojem čestica 

prisutnih u rastvoru, dok se FE-SEM analiza radi sa mnogo manjom količinom sprašenog 

uzorka i ne moţe se smatrati pouzdanom tehnikom za odreĎivanje veličine čestica u uzorku 

[370]. Ovako dobije vrednosti veličine čestica mogu se smatrati zadovoljavajućim, jer je 

poznato da velike čestice utiču na promenu teksture prehrambenih proizvoda koja utiče na 

malu rastvorljivost krajnjeg proizvoda. 

Za razliku od uzoraka koji su bili izloţeni dejstvu ultrazvučnih talasa, termički 

pretretman uticao je na formiranje potpuno drugačije morfologije čestica. Uočene su veće 

čestice, sunĎeraste strukture, sa grubljom površinom i poroznom strukturom, a primećeno 

je i postojanje velikih proteinskih agregata (Slika 7.12d). Moţe se reći da površina čestica, 

naizgled, podseća na skup povezanih gradivnih domena sastavljenih od diskretnih entiteta, 

sa nepravilnim šupljinama i porama. Uniformnost čestica je znatno manja u poreĎenju sa 

mikrografijama dobijenim nakon primene oba ultrazvučna pretretmana. 

Na osnovu do sada pokazanog, oba ultrazvučna pretretmana dovela su do promene 

morfologije osušenih čestica proteina belanceta na drugačiji način od konvencionalnog i u 

literaturi često koriščenog, termičkog pretretmana, te se mogu smatrati adekvatnim izborom 

za unapreĎenje funkcionalnosti proteina belanceta. Ovi rezultati su posluţili za dalja 

ispitivanja koja su vodila ka razvoju i primeni tehnologije ultrazvuka visokog intenziteta za 

dobijanje osušenih proteina belanceta kao finalnih proizvoda sa ţeljenim funkcionalnim 

svojstvima (odeljak 7.11.). 
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7.5. STRUKTURNA KARAKTERIZACIJA 

Ispitivanjem uticaja dejstva različitih pretretmana na površinske i morfološke 

karakteristike proteina belanceta delimično su objašnjena i dokazana  njihova unapreĎena 

funkcionalna svojstva. Kako bi se u potpunosti objasnio ovaj fenomen, bilo je neophodno 

uraditi analize koje bi dale informacije o eventualnim promenama nastalim unutar 

sekundarne strukture proteina. Metoda Ramanove spektroskopije izabrana je kao pogodna 

za detekciju strukturnih promena i rezultati su prikazani na Slici 7.13 i u Tabeli 7.2. 

 

Slika 7.13. Ramanov spektar (400-1800 cm
-1

) netretiranih i različito pretretiranih proteina 

belanceta. Spektri su korigovani uklanjanjem šumova pomoću OriginPro9.0 softverskog 

paketa 

 

Tumačenja glavnih traka koje karakterišu Ramanovu spektroskopiju uraĎena su 

korišćenjem podataka obajvljenih u okviru istraţivanja iz literature [371-373]. Uočeno je 

prisustvo Amida I na talasnim duţinama od 1570-1720 cm
-1

, dok je karakteristična traka za 

Amid II detektovana na 1555 cm
-1

. Region koji karakterišu S-S vibracije istezanja, koje su 

posledica prisustva aminokiselinskih ostataka sa sumporom u bočnom nizu, uočen je na 

talasnim duţinima od 501-511 cm
-1

. Još jedan jako bitan region, odgovoran za promene 

nastale unutrar sekundarne strukuture, je region sa C-H vezama alifatičnih ostataka čije je 

prisustvo zabeleţeno pojavom pika na 1420 cm
-1

. TakoĎe, analizom Ramanovog spektra, 

detektovano je i prisustvo jako izraţenih pikova na talasnim duţinama od 1226-1338 cm
-1
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koji se mogu pripisati Amidu III. Preliminarni rezultati spektra ukazuju na to da 

najizraţenije trake potiču od proteina koji je u najvećem procentu prisutan u belancetu i čiju 

strukturu čine α-zavojnica i β-naborani list. 

Dakle, potrebno je naglasiti da su velike promene uočene na talasnim duţinama koje 

odgovaraju Amidu I (1570-1720 cm
-1

) i to za sva tri ispitana pretretmana u odnosu na 

kontrolni uzorak. TakoĎe, na osnovu dobijenih spektara, moţe se zaključiti da je došlo do 

značajnog smanjenja intenziteta pikova unutar Amid III regiona za sva tri ispitana 

pretretmana. Najizraţenije promene u oba regiona uočene su nakon pretretmana UZS-

20kHz tokom 15 min. Zabeleţene promene su u skladu sa literaturno dostupnim podacima 

koji tvrde da termičko procesiranje proteina belanceta dovodi do strukturnih promena i 

formiranja stabilne strukture β-naboranog lista [371]. Isto tako, autori navode da se 

obrazovanje intermolekulskih strukturnih domena, izazvanih denaturacijom i agregacijom 

termički tretiranog belanceta, moţe smatrati glavnim razlogom za promenu strukture na 

molekulskom nivou [371]. Mine i sar. (1990) ističu da su strukture promene termički 

denaturisanih proteina belanceta posledica povećanja udela β-naboranog lista i smanjenja 

udela spiralne strukture [374]. 

Kako bi se bolje objasnili dobijeni spektri, vrednosti intenziteta pikova Amid I regiona 

normalizovani su u odnosu na pik fenilalanina (1004 cm
-1

) i rezultati normalizacije 

predstavljeni su u Tabeli 7.2. 

 

Tabela 7.2.Normalizovane vrednosti intenziteta Ramanovih traka unutar Amid I regiona 

Pretretman Normalizovane vrednosti intenziteta* Ramanovih pikova 

  

Tirozin 

(640,6cm
-1

) 

Fenilalanin 

(618,4 cm
-1

) 

S-S vibracije 

(500-511cm
-1

)       

CH2 vibracije 

(1439,4-1447 cm
-1

) 

kontrola 0,040±0,021 0,044±0,002 0,039±0,001 0,099±0,001 

20kHz-15min 0,189±0,055 0,128±0,059 0,134±0,054 0,213±0,051 

40kHz-15min 0,102±0,081 0,125±0,097 0,105±0,079 0,171±0,086 

75 °C-30min 0,123±0,097 0,105±0,081 0,124±0,089 0,188±0,101 

*Normalizacija je uraĎena u odnosu na pik fenilalanina na 1004 cm
-1

 

 

Ultrazvučno pretretirani proteini belanceta pokazali su drastično smanjenja intenziteta 

pika u opsegu talasnih brojeva od 1439-1447 cm
-1

 (Slika 7.13). Normalizovane vrednosti 

intenziteta iznosile su 0,213±0,051 i 0,171±0,086 za pretretman UZS-20kHz i UZK-40kHz, 



Doktorska disertacija Andrea B. Stefanović 
 

 

134 
 

redom. Oba pretretmana pokazala su statistički značajne (p<0,05) promene sekundarne 

strukture u poreĎenju sa netretiranim proteinima belanceta (0,099±0,001). Vaţno je istaći 

da je i termički pretretman doveo do smanjenja intenziteta pomenutog pika, koje je bilo čak 

i veće u odnosu na povećanje ostvareno nakon primena UZK-40kHz (Slika 7.13). Na 

osnovu dostupnih literaturnih podataka, moţe se reći da su nastale promene unutar Amida I 

posledica deformacionih promena CH2 grupa koje ukazuju na to da je došlo do promena 

uslova sredine oko alifatičnih bočnih lanaca proteina nakon zagrevanja ili sonikacije 

[186,375]. 

Prilikom analize strukure proteina, obrazovanje disulfidnih veza je od izuzetne vaţnosti 

i promene nastale unutar ovog regiona (500-511 cm
-1

) su zabeleţene na dobijenim Raman 

spektrima. Na spektru se jasno vidi da je došlo do promene intenziteta pika S-S vibracija 

nakon primene sva tri pretretmana, s tim što je najuticajniji bio pretretman sondom, UZS-

20 kHz, dok su vrednosti dobijene za termički pretetman i tretman kuptailom, UZK-40kHz, 

veoma bliske. Konformacione promene prikazane na Raman spektrima potvrdile su da je 

ultrazvučni pretretman uticao na promene unutar disulfidnog regiona, čime je potvrĎen i 

objašnjen povećan sadrţaj sulfhidrilnih grupa nakon ultrazvučnih pretretmana (Slika 7.4). 

Kako bi se dodatno proverile navedene strukturne promene izazvane ultrazvučnim i 

termičkim pretremanom, uraĎena je dekonvulacija Amid I regiona i rezultati su prikazani 

na Slici 7.14. 
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Slika 7.14. Spektri Amid I regiona dobijeni nakon dekonvulacije svih Raman spektara 

prikupljenih nakon pretretmana proteina belanceta ultrazvučnom sondom frekvence 20kHz 

15 min (a), ultrazvučnim kupatilom frekvence 40 kHz 15 min (b) i termičkim tretmanom na 

75 °C 30 min (c) 

 

Detaljnom analizom Amid I regiona svih testiranih uzoraka, utvrĎeno je postojanje 

malog pika na 1575 cm
-1

 nakon 15 min pretretmana  sondom UZS-20kHz. Pojava ovog 

pika moţe se objasniti većim prisustvom histidinskih ostataka nastalih dejstvom UZS-

20kHz [376]. Karakterističan pik na 1575 cm
-1

 nije detektovan kod UZK-40kHz i 

termičkog pretretmana. Dekonvulacijom Amid I regiona za pretretman UZK-40kHz 

detektovani su pikovi na 1604 cm
-1

 i 1618 cm
-1

 koji su verovatno posledica prisustva 

aromatičnih aminokiselinskih ostataka i njihovih oscilatornih kretanja [377]. Moţe se 

primetiti da je pik na 1604 cm
-1

 veoma izraţen i da ima veći intenzitet u odnosu na blago 

pomeren poloţaj istog pika, uočen kod termičkog pretretmana (1605 cm
-1

) i pretretmana 

UZS-20kHz (1600 cm
-1

). Posmatrajući Amid I region, moţe se zaključiti da je ultrazvučni 

pretretman doveo do smanjenja intenziteta pika na 1670 cm
-1

, što se moţe objasniti 
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pretpostavkom koja ukazuje na manji udeo α-zavojnice nakon primene oba ultrazvučna 

pretretmana [375].  

Sumiranjem svih prethodno iznesenih činjenica, zaključuje se da je pretretman UZS-

20kHz imao efektivniji uticaj na promenu sekundarne strukture proteina belanceta, te se sa 

sigurnošću moţe tvrditi da su unapreĎena funkcionalna svojstva posledica promene 

sekundarne strukture proteina, kao i njihovih površinskih karakteristika.  

7.6. MIKROBIOLOŠKA ANALIZA 

Kako je bezbednost hrane jedan od najvaţnijih zahteva koji se nameće proizvoĎačima, 

ispitivanje potencijala primene ultrazvuka visokog intenziteta, kao koraka pre enzimske 

hidrolize umesto tradicionalnog termičkog postupka, vaţno je sa aspekta smanjenja broja ili 

čak uništenja mikroorganizama. U Evropi proizvodi od jaja moraju ispuniti uslove 

propisane sve rigidnijim zahtevima za mikrobiološkom ispravnosti i bezbednosti (EU 

Regulation 2073/2005). U skladu sa tim uzorci ne smeju sadrţati Salmonella sp. čak ni u 

tragovima i treba da sadrţe manje od 2 log Enterobacteriaceae nakon primene 

odgovarajućeg pretretmana. 

 Ispitan je sadrţaj ukupnog broja mikroorganizama, kao i  stepen redukcije broja ćelija u 

fiziološkom rastvoru u kome su selektovani mikroorganizmi bili izloţeni dejstvu prethodno 

paţljivo pasterizovanih proteina belanceta. Mikrobne kulture koje su se koristile u ovim 

ispitivanjima bile su: Salmonella enteritidis i Еntеrobаctеriаcеаe. Na osnovu prethodnih 

istraţivanja, usvojeno je optimalno vreme pretretmana i ono je za sva tri ultrazvučna 

tretmana iznosilo 15 min, te su mikrobiološke analize uraĎene sa ovim usvojenim 

uzorcima. Dobijeni rezultati su uporeĎeni sa kontrolnim uzorkom (netretiran), kao i sa 

termički pretretiranim uzorkom i prikazani su u Tabeli 7.3. 
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Tabela 7.3. Uticaj različitih pretretmana na ukupan broj mikroorganizama 

a statistički nije značajno u odnosu na kontrolu (p >0.05)   

b statistički značajno u odnosu na kontrolu (p<0.05) 

kontrola - netretirano belance; 35kHz-15min - belance tretirano ultrazvučnim talasima frekvence 35kHz tokom 15 

minuta; 40kHz-15 min - belance tretirano ultrazvučnim talasima frekvence 40kHz tokom 15 minuta; 20kHz-15min - 

belance tretirano ultrazvučnim talasima frekvence 20kHz tokom 15 minuta; 75 °C-30min - belance tretirano 

temperaturom od 75 °C tokom 30 minuta. 

 

UporeĎujući rezultate prikazane u Tabeli 7.3, moţe se konstatovati statistički značajno 

smanjenje (p<0,05) broja aerobnih bakterija koje formiraju kolonije nakon termičkog 

pretretmana i pretretmana UZS-20kHz. Naime, u poreĎenju sa kontrolnim uzorkom, broj 

mikroorganizama je redukovan za 92% i 100% nakon primene pretretmana UZS-20kHz i 

termičkog pretretmana, redom. Primenom UZK-35kHz i UZK-40kHz nije zabeleţen 

smanjen broj aerobnih bakterija. Prisustvo Salmonella enteritidis i Еntеrobаctеriаcеаe nije 

detektovano ni u jednom uzorku. 

Drastično smanjen broj aerobnih bakterija nakon pretretmna UZS-20kHz, u poreĎenju 

sa druga dva ultrazvučna pretretmana, moţe se objasniti učestalijom implozijom mehurića i 

intenzivnijom kavitacijom usled direktnog kontakta ispitivanog medijuma sa ultrazvučnom 

sondom. Nastali slobodni radikali (H i OH
.
) smatraju se odgovornim za inaktivaciju 

ćelijskog zida bakterija, dovedeći do oksidativnog stresa ćelije na sličan način kao 

hidroperoksid radikali [378]. Tretiranjem uzoraka u ultrazvučnom kupatilu, ne postoji 

direktan kontakt izmeĎu uzorka i emitujuće površine ultrazvučnih talasa, pa se oni 

neravnomerno emituju unutar kupatila dovodeći do prigušivanja (atenuacije) amplitude 

talasa, odnosno slabljenja jačine ultrazvuka tokom vremena. Efekat kavitacije u ovom 

slučaju nije dovoljno izraţen, te stoga nisu zabeleţeni očekivani rezultati smanjenja broja 

aerobnih bakterija.  

Pretretman Broj aerobnih bakterija koje formiraju 

kolonije 

Enterobacteriaceae Salmonella 

spp. 

 10
-1

 10
-2

 10
-3

 10
-4

 10
-5

   

kontrola 
327 

319 

31 

22 

3 

1 
- - - - 

35kHz-15min 
426 

a 

405 
a 

45 
a
 

41 
a
 

6 
a
 

4 
a
 

- - - - 

40kHz-15min 
337 

a
 

365
 a
 

35 
 a
 

25 
 a
 

4 
 a
 

4 
 a
 

- - - - 

75 °C-30min - 
b
 - 

 b
 - 

 b
 - - - - 

20kHz-15min 
34 

b
 

23 
b
 

6 
 b
 

4 
 b
 

- 
 b
 

- 
 b
 

- - - - 
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Postoje izvesne teškoće u poreĎenju dobijenih rezultata sa dostupnim literaturnim 

podacima. Razlog tome je što se često koriste različite metode, a i pri korišćenju iste 

metode, dobijeni razultati se izraţavaju u različitim jedinicama. Generalno, moţe se 

zaključiti da je pretretman UZS-20kHz dao pozitivan efekat sa aspekta mikrobiološke 

ispravnosti pretretiranih proteina belanceta i moţe se smatrati adekvatnom zamenom 

konvencionalnog termičkog pretretmana koji se najčešće koristi u praksi, uprkos brojnim 

nedostacima. 

7.7. ENZIMSKA HIDROLIZA PROTEINA BELANCETA U ŠARŢNOM 

REAKTORSKOM SISTEMU 

Osnovni cilj ove disertacije je da se doprinese razvoju enzimskog procesa hidrolize 

proteina belanceta i optimizaciji ultrazvučnog pretretmana kao adekvatnoj zameni za 

tradicionalni termički pretretman procesiranja proteina belanaca. Imajući ovo u vidu, 

naredna faza istraţivanja posvećena je optimizaciji enzimske hidrolize proteina belanceta 

primenom različitih vrsta proteaza u jednostepenom i dvostepenom enzimskom postupku, 

kao i optimizaciji procesnih parametara i načinima izvoĎenja enzimske hidrolize 

ultrazvučno pretretiranih proteina belanceta. U okviru ove faze istraţivanja ispitana je 

primena različitih ultrazvučnih pretretmana, sa opsegom frekvenci od 20-40 kHz, na 

efikasnost enzimske hidrolize proteina belanceta. Varirani su uslovi izvoĎenja samog 

pretretmana kao što su: kalorimetrijska snaga ultrazvučnih talasa, frekvenca ultrazvučnih 

talasa, duţina trajanja pretretmana i radna temperatura. TakoĎe, odreĎen je i kinetički 

model hidrolize proteina belanceta u šarţnom reaktoru, koji valjano opisuje tok enzimske 

reakcije i na osnovu koga je moguće predvideti stepene hidrolize i sastave hidrolizata u 

duţem vremenskom periodu. 

7.7.1. Optimizacija procesa enzimske hidrolize proteina belanceta primenom 

razliĉitih vrsta proteaza 

U preliminarnim istraţivanjima ispitan je uticaj vrste proteaze (endo- i egzopeptidaze) i 

načina izvoĎenja enzimskog postupka hidrolize proteina belanceta (jednostepena i 

dvostepena) na efikasnost reakcije hidrolize i funkcionalna svojstva dobijenih hidrolizata. 

Hidroliza je za svaki eksperiment izvedena pri usvojenim optimalnim uslovima za svaki 

enzim, datim u Tabeli 6.1. Pre enzimske hidrolize, proteini belanceta su pretretirani 
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ultrazvučnim talasima frekvence 40 kHz tokom 15 min i na temperaturi ultrazvučnog 

kupatila od 25 °C. Nakon pretretmana, uzorci su hidrolizovani korišćenjem različitih, 

komercijalno dostupnih proteaza (alkalaza, neutraza, papain i flevorzim) u okviru 

jednostepenog i dvostepenog enzimskog postupka. Grafičko poreĎenje eksperimentalnih 

krivih hidrolize dobijenih tokom jednostepene i dvostepene enzimske hidrolize proteina 

belanceta prikazano je na Slici 7.15. 

 

Slika 7.15. Krive hidrolize ultrazvučno pretretiranih hidrolizata proteina belanceta 

dobijenih tokom jednostepene (umetnuta slika) i dvostepene enzimske hidrolize 

katalizovane različitim proteazama  

(Uslovi pretretmana: 40 kHz, 15 min, 25 °C) 

 

Moţe se primetiti da početna brzina reakcije, kao i tok same hidrolize variraju u odnosu 

na specifičnost korišćene proteaze, afinitet supstrata prema enzimu i načinu izvoĎenja 

enzimskog postupka. Što se tiče jednostepene enzimske hidrolize, najveći stepeni hidrolize, 

SH ostvareni su nakon dejstva alkalaze (31,87%), zatim papaina (28,37%) i na kraju 

neutraze (10,34%). Ovi rezultati su bili očekivani zbog činjenice da je alkalaza 

endopeptidaza koja nasumično deluje na peptidne veze unutar molekula proteina belanceta 

dovodeći do stvaranja peptida male molekulske mase. MeĎutim, početna brzina reakcije 

hidrolize proteina belanceta katalizovane papainom je neznatno veća u poreĎenju sa 

brzinom reakcije katalizovane alkalazom. U ovom slučaju, došlo je do velike konverzije 

supstrata tokom prvih 30 min reakcije (SH = 22,57%) nakon čega je zabeleţeno malo 
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povećanje SH, a već nakon 50 min postignut je ravnoteţni SH koji je označio kraj reakcije 

(28,37%). Reakcija hidrolize katalizovana alkalazom bila je postepena i bez naglih 

skokova, sve do 75 minuta (SH = 29,89%), nakon čega je primećeno neznatno povećanje 

SH i u 90 min je postignuta ravnoteţa (31,87%). Prilikom hidrolize proteina belanceta 

neutrazom, već nakon 15 min reakcije ostvaren je ravnoteţni stepen hidrolize (10,34%) i 

uspostavljano je stacionarno stanje. Slični rezultati su objavljeni od strane drugih autora 

koji su ispitivali uticaj različitih mikrobnih proteaza na efikasnost reakcije hidrolize 

proteina surutke i došli su do saznanja da su najmanji stepeni hidrolize dobijeni nakon 

hidrolize proteina surutke neutrazom, u poreĎenju sa alkalazom i flevorzimom, koji su 

uticali na dobijanje peptida sa kraćim aminokiselinskim lancima [379]. 

Dvostepena enzimska hidroliza proteina sve više se nameće u savremenoj literaturi kao 

najefikasnije tehnološko rešenje za dobijanje hidrolizata tačno definisanih svojstava. Radi 

dobijanja peptida različitih duţina lanaca, dvostepena enzimska hidroliza izvedena je 

kombinovanjem endo- i egzo-proteaza, a ispitan je i uticaj promene redosleda dodavanja 

proteaza. Analizom krivih hidrolize dobijenih nakon dvostepenog enzimskog postupka, 

moţe se konstatovati da su najveći stepeni hidrolize i početna brzina reakcije postignuti 

kombinacijom proteaze iz Bacillus licheniformis - alkalaza i proteaze iz Bacillus 

amyloliquefaciens - neutraza. Redosled dodavanja ova dva enzima nije značajno uticao na 

postignuti SH (32,18 ± 0,04%), ali su primećene značajne razlike u početnim brzinama 

reakcije. Dvostepene enzimska hidroliza započeta alkalazom i naknadnim dodatkom 

neutraze, pokazala se kao značajno brţa (0,60 ΔSH% min
−1

). 

Iako je utvrĎeno da se postiţu nešto veći stepeni hidrolize u dvostepenom enzimskom 

procesu, jedan od ciljeva je bio da se utvrdi koji postupak i u kolikoj meri utiče na 

funkcionalna svojstva hidrolizata proteina belanceta pri datim uslovima hidrolize. Uporedo 

sa tokom hidrolize praćena je i promena funkcionalnosti dobijenih hidrolizata (Tabela 7.4). 

Kako su funkcionalna svojstva hidrolizata zavisna od SH, svi hidrolizati dobijeni tokom 

jednostepene i dvostepene enzimske hidrolize hidrolizovani su do istog SH koji je iznosio 

27% i rezultati su dati u Tabeli 7.4. 
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Tabela 7.4. Funkcionalna svojstva hidrolizata proteina belanceta dobijenih tokom 

jednostepenog i dvostepenog enzimskog postupka primenom različitih proteaza 

Parametri Kontrola* Alkalaza Papain 
Alkalaza + 

flevorzim 

Alkalaza + 

neutraza 

Stepen hidrolize, SH (%) 
 27 27 27 27 

Kapacitet pene, KP (%) 75,12±1,01 73,55±1,21 74,75±1,11 75,96±1,09 77,48±1,16 

Stabilnost pene, SP (%) 32,43±0,98 73,55±1,34 46,81±0,98 65,75±1,23 69,51±1,06 

Svarljivost, (%) 69,29±1,56 79,17±1,67 90,72±1,93 79,3±1,50 79,83±1,27 

Rastvorljivost na pH 6, (%) 70,69±1,23 89,27±2,19 95,41±2,34 100,00±0,01 77,43±1,38 

Rastvorljivost na pH 8, (%) 81,85±2,12 87,34±2,94 100,00±0,02 97,73±1,67 81,19±1,29 

Redujuća moć 0,046±0,002 0,105±0,011 0,080±0,006 0,062±0,003 0,068±0,001 

Ukus bez ukusa 
slan i veoma 

gorak 

veoma 

neprijatan 

slan, ali nije 

gorak 
slan i gorak 

* netretirano belance 

 

Uopšteno, moţe se zaključiti da je enzimska hidroliza ultrazvučno pretretiranih 

hidrolizata povoljno uticala na povećanje rastvorljivosti, svarljivosti, redukujuće moći i 

stabilnosti pene svih dobijenih hidrolizata. Hidrolizat dobijen pomoću alkalaze u 

jednostepenom enzimskom postupku je pokazao najveću redukujuću moć u poreĎenju sa 

drugim hidrolizatima, a u poreĎenju sa kontrolom, ostvareno je povećanje od 128%. 

Ovakav rezultat je pokazatelj da hidrolizat dobijen dejstvom alkalaze ima veliku 

sposobnost da donira elektron, a samim tim i izvesni potencijal antioksidativne aktivnosti. 

Rezultati su u saglasnosti sa literaturnim podacima dobijenim od strane Pana (Pan) i sar. 

(2011) koji su utvrdili da hidrolizati proteina iz uljane repice dobijeni pomoću alkalaze 

pokazaju odličnu redukujuću moć [380]. 

Najveća rastvorljivost i svarljivost zabaleţena je kod hidrolizata dobijenih nakon 

jednostepenog enzimskog postupka pomoću papaina. Ovakav rezultat moţe se pripisati 

smanjenju molekulske mase proteina belanceta i nastanku malih peptida sa hidrofilnim 

svojstvima koji su uticali na povećanje rastvorljivosti hidrolizata. TakoĎe, moguće da je 

povećana i fleksibilnost molekula, što je direktno uticalo na poboljšanje svojstva penjenja 

ultrazvučno pretretiranih hidrolizata dobijenih pomoću papaina. Naime, najveći kapacitet 
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pene dobijen je nakon dvostepene enzimske hidrolize katalizovane alkalazom i neutrazom, 

dok je nastabilnija pena dobijena nakon jednostepene enzimske hidrolize katalizovane 

alkalazom. Ostvareno je povećanje stabilnosti pene od 132,9% u odnosu na kontrolu 

(sirovo belance). Poznato je da stabilnost pene zavisi od jačine proteinskog filma koji se 

formira na granici faza voda/vazduh i njegove propustiljivosti ka molekulima vazduha [1]. 

Tipična pena se sastoji od miliona mehurića inkapsuliranih pomoću proteinskog filma i 

odvojenih tankim kanalima ispunjenim vodom. Prema Belicu (Belitz) i sar. (2004) protein 

se tokom procesa stvaranja pene adsorbuje na površinu preko hidrofobnih regiona, pri čemu 

dolazi do njegovog parcijalnog „odmotavanja―, a ova adsorpcija dovodi do smanjena 

površinskog napona i olakšava formiranje pene [220]. Mehurići pene su stabilizovani 

duplim proteinskim slojem koji je odvojen kontinualnom fazom, tako da karakteristike 

ovog tankog filma odreĎuju i samu stabilnost pene. 

S tim u vezi, moţe se reći da je ultrazvučni pretretman izazvao promene fizičko-

hemijskih svojstava proteina, utičući najpre na povećanje hidrofobnosti proteina (što je 

potvrĎeno u prethodnom poglavlju), koja je u odreĎenoj meri sačuvana i/ili čak povećana 

nakon dejstva različitih proteaza i na taj način unapredio svojstva penjenja istih. TakoĎe, 

pokazano je da osim primene ultrazvučnog pretretmana, veliki uticaj na funkcionalna 

svojstva ima odgovarajući izbor enzima. Na primer, hidrolizat sa najboljom svarljivošću je 

dobijen u reakciji hidrolize sa papainom, dok je hidrolizat sa najvećom rastvorljivošću na 

pH 6 i pH 8 dobijen tokom dvostepenog enzimskog postupka sa alkalazom i flevorzimom. 

Rezultati ukazuju da enzimska hidroliza povećava svarljivost proteina belanceta u svim 

slučajevima što je od izuzetnog značaja. Naime, hidrolizati dobijeni sa papainom su skoro 

100% svarljivi, što je od značaja za formulaciju napitaka i proteinskih suplemenata za 

sportiste, rekreativce i osobe sa poremećenim radom digestivnog trakta na specijalnom 

dijetetskom reţimu ishrane. Poslednje navedeno, ali ne i najmanje vaţno, ispitano je 

svojstvo ukusa hidrolizata koje nije pokazalo zadovoljavajući rezultat, izuzev u kombinaciji 

enzima alkalaza + flevorzim, koji je bio manje gorak u odnosu na ostale hidrolizate. 

Egzopeptidaza iz Aspergillus oryzae, (flevorzim) se pokazala kao efikasna za smanjenje 

gorčine hidrolizata, prvenstveno zbog svoje specifičnosti, jer deluje na krajevima peptidnog 

lanca oslobaĎajući aminokiseline sa C -terminalnog kraja. Generalno, u poreĎenju sa 

jednostepenom enzimskom hidrolizom, dvostepeni enzimski postupak nije značajno 
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(p<0,05) uticao na poboljšanje funkcionalnih svojstava ultrazvučno pretretiranih 

hidrolizata, a tretmani sa egzopeptidazama su se pokazali praktičnim i efikasnim za 

regulisanje gorčine proteinskih hidrolizata 

Konstatovano je da se ultrazvučni pretretman pokazao kao moguća opcija za 

poboljšanje funkcionalnosti hidrolizata proteina belanceta. Kako bi se njegov uticaj što 

bolje objasnio, neophodno je bilo sprovesti kompletnu optimizaciju pretretmana koja je 

podrazumevala ispitivanje frekvence ultrazvuka, duţine trajanja tretmana i temperature na 

funkcionalna i strukturna svojstva dobijenih hidrolizata. Na osnovu ovih preliminarnih 

rezultata, jednostepena hidroliza belanceta u šarţnom reaktoru sa mešanjem katalizovana 

alkalazom, usvojena je kao najefikasnija, te je u daljem eksperimentalnom radu ovog 

naučnog istraţivanja korišćen jednostepeni postupaka sa alkalazom. 

7.8. UTICAJ ULTRAZVUĈNOG PRETRETMANA NA ENZIMSKU 

HIDROLIZU PROTEINA BELANCETA 

7.8.1. Optimizacija uslova izvoĊenja ultrazvuĉnog pretretmana 

Zbog prisustva specifičnih inhibitora serinskih proteaza u nativnom belancetu (npr. 

ovomukoid) i slabe efikasnosti proteaza, neophodno je uvoĎenje nekog pretretmana pre 

enzimske hidrolize kako bi se povećala aktivnost korišćene proteaze. Uzorci proteina 

belanceta pretretirani su različitim ultrazvučnim tretmanima u cilju unapreĎenja enzimske 

hidrolize i postizanja većih stepena hidrolize (SH) prilikom dejstva alkalaze. Cilj je bio 

pronaći uslove pri kojima dolazi do ireverzibilne denaturacije inhibitora proteaza, ali u isto 

vreme, definisati uslove pretretmana koji neće dovesti do stvaranja nerastvornih proteinskih 

agregata ili precipitata koji se smatraju veoma lošim supstratima za efikasnu enzimsku 

hidrolizu. 

Svi uzorci su tretirani ultrazvukom frekvence 35 i 40 kHz u trajanju od 15, 30 i 60 min 

(ultrazvučna kupatila) i ultrazvukom frekevence 20 kHz (ultrazvučna sonda) u trajanju od 

2, 5, 10, 15 i 20 minuta. Reakcija hidrolize bila je katalizovana alkalazom i odvijala se uvek 

pod istim uslovima (pH 8, 50 ˚C) u reaktoru sa mešanjem, pri čemu je korišćena mehanička 

mešalica sa četiri propelera. Usled različite kontrukcije ultrazvučnih ureĎaja, tokom 

soniciranja UZS-20kHz temperatura se odrţavala konstantnom (25 ± 1 °C) proticanjem 

termostatirane vode kroz vodeni plašt reakcionog suda, dok je kod UZK-40 kHz i UZK-35 
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kHz bilo neophodno ispitati uticaj temperature destilovane vode unutar kupatila na sam 

proces enzimske hidrolize zbog nemogućnosti automatske kontrole temperature. Hidrolizati 

su pretretirani na dve različite temperature (25 ± 3,5 °C i 55 ± 3,5 °C) tokom 15 min, 30 

min i 60 min, a uticaj duţine pretretmana UZK-40 kHz i UZK-35 kHz i temperature vode 

unutar kupatila predstavljen je Slici 7.16. 

Evidentno je da početna brzina enzimske reakcije, kao i sam njen dalji tok, značajno 

variraju u zavisnosti od vremena pretretmana, frekvence ultrazvučnih talasa i 

kalorimetrijske snage (Slika 7.16). Pretretman UZK-40kHz na niţoj temperaturi vode 

unutar kupatila (25 °C) unapredio je reakciju enzimske hidrolize proteina belanceta u svim 

ispitivanim vremenima pretretmana (Slika 7.16a). U ovom slučaju, vreme pretretmana nije 

mnogo uticalo na krajnji SH (31,44 ± 0,251%), ali je primećeno samenjenje početne brzine 

reakcije sa povećanjem vremena pretretmana. Jasna razlika u početnim brzinama reakcije 

sa vremenom pretretmana je dobijena i nakon pretretmana na temperaturi vode unutar 

kupatila od 55 °C, ali u poreĎenju sa kontrolnim uzorkom (netretiran), bolji rezultati su 

ostvareni primenom UZK-40kHz na temperaturi od 25 °C. Moţe se zaključiti da su vreme 

pretretmana od 15 min i temperatura vode unutar kupatila od 25 °C optimalni za postizanje 

većih stepena hidrolize proteina belanceta hidrolizovanih alkalazom. Za usvojene optimalne 

uslove pretretmana UZK-40kHz zabeleţeno je povećanje početne brzine reakcije i 

ravnoteţnog SH od 139,8 i 13, 86%, redom, u poreĎenju sa kontrolom. Slično ovim 

rezultatima, Uluko i sar. (2013) su utvrdili da soniciranje koncentrata proteina mleka 

ultrazvukom snage 800 W dovodi do poboljšanja enzimske hidrolize katalizovane 

različitim proteazama i do 184,9%, u zavisnosti od korišćenog enzima i vremena 

ultrazvučnog pretretmana [170]. TakoĎe, Ren i sar. (2014) su pokazali da ultrazvučni 

pretretman frekvence 40 ± 2 kHz utiče na povećanje stepena hidrolize proteina kukuruza za 

oko 11,5% u odnosu na kontrolu [381]. 
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Slika 7.16. Krive hidrolize u funkciji temperature i vremena ultrazvučnog pretretmana 

frekvence 40 kHz (a) i 35 kHz (b) 

 (Uslovi hidrolize: 50 °C, pH 8, 2,12 AU/g alkalaze, 10%-tni vodeni rastvor belanceta, 

maseni odnos E/S 2:81) 

 

Kod UZK-35 kHz uočljiv je drastičan pad početne brzine enzimske reakcije i SH sa 

vremenom pretretmana, u poreĎenju sa kraćim pretretmanom (15 min). Povećanjem 

vremena pretretmana od 15 do 60 min, pri temperaturi vode unutar kupatila od 25 °C, 

ostvaren je značajan (p<0,05) pad SH, sa 33,6% na 26,0%. Ovaj pad je još drastičniji nakon 

zagrevanja vode unutar kupatila na 55 °C (sa 33,2% na 10,6%). Jasno se vidi da povećanje 

temperature vode unutar kupatila nije dovelo do očekivano visokih stepena hidrolize, sa 

izuzetkom vremena pretretmana od 30 min, pa se moţe pretpostaviti da previše dugo 

izlaganje ultrazvučnim talasima u kombinaciji sa zagrevanjem medijuma unutar koga se 

vrši prenos talasa (voda unutar kupatila) negativno utiče na enzimsku reakciju hidrolize 

zbog formiranja proteinskih agregata. Vizuelno je i potvrĎeno da se u ovom slučaju dobio 

mutan uzorak u formi suspenzije, kao posledica obrazovanja agregata proteina belanceta. 

Neznatno povećanje SH nakon 30 min pretretmana na temperaturi od 55 °C je u skladu 

sa podatkom pronaĎenim u literaturi, gde je utvrĎeno da soniciranje na povišenoj 

temperaturi, ali niţoj od ~58 °C, na kojoj dolazi do koagulacije i denaturacije proteina 

belanceta, moţe uticati na poboljšanje reakcije hidrolize kokošijeg belanceta zbog 

slabljenja ultrazvučnih talasa sa povećanjem temperature [382]. Deo kinetičke energije 
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talasa je apsorbovan i pretvoren u mehaničku i toplotnu energiju odgovornu za nastale 

strukturne promene unutar molekula proteina. 

Generalno, moţe se konstatovati da ultrazvučni pretretman utiče na strukturne promene 

proteina belanceta koje doprinose efikasnijoj hidrolizi, ali predugo dejstvo ultrazvučnih 

talasa (60 min) ima negativan efekat na naknadnu reakciju hidrolize. Ova pojava je 

posledica formiranja proteinskih agregata usled predugog izlaganja proteina ultrazučnim 

talasima. Ovako formirani agregati nisu povoljni supstrati za odgovarajuću proteazu, jer je 

dejstvo enzima smanjeno i oteţano usled smanjenja dostupnosti peptidnih veza unutar 

molekula proteina. Ova zapaţanja su u saglasnosti sa rezultatima Jambrakove i sar. (2014) 

koji su ustanovili da produţeno dejstvo ultrazvuka frekvence 40 kHz utiče na formiranje 

agregata izolata proteina surutke [155]. 

Za razliku od pretretmana UZK-40kHz i UZK-35kHz, kod pretretmana UZS-20kHz 

ispitan je samo uticaj vremena pretretmana na efikasnost enzimske hidrolize proteina 

belanceta katalizovanu alkalazom, jer se temperatura odrţavala konstantnom (25±1 °C) 

proticanjem termostatirane vode kroz vodeni plašt reakcionog suda. Rezultati su 

predstavljeni na Slici 7.17. Uočena je promena toka reakcije hidrolize za sva ispitana 

vremena pretretmana, ali su značajno veći (p<0,05) stepeni hidrolize dobijeni samo nakon 

10 i 15 min pretretmana, u poreĎenju sa kontrolnim uzorkom. Hidrolizat sa najvećim SH od 

40,5 ± 1,03% dobijen je nakon 15 min pretretmana UZS-20kHz. Jasno se vidi da kraće 

vreme pretretmana (2 min i 5 min), kao i produţeno soniciranje (20 min) nepovoljno utiču 

na sam tok reakcije hidrolize, te je stoga vreme pretretmana od 15 minuta usvojeno kao 

optimalno za dalje analize. 
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Slika 7.17. Stepen hidrolize proteina belanceta pretretiranih ultrazvučnom sondom 

frekvence 20 kHz u funkciji vremena pretretmana 

(10% -tni vodeni rastvor belanceta; alkalaza 2,12 AU/g; pH 8, 50°C) 

 

Literaturni podaci ukazuju na to da je ultrazvučnim pretretmanom (600 W, 20 °C, 10 

min) obezmašćenih proteina pšeničnih klica došlo do povećanja brzine reakcije i 

ravnoteţnog stepena hidrolize [383]. MeĎutim, rezultati dobijeni u okviru ovog istraţivanja 

su u suprotnosti sa pojedinim studijama koje su pokazale da ultrazvučni pretretman nije 

značajno uticao na povećanje stepena hidrolize različitih proteina ili je imao minimalan 

uticaj [330,384]. Na primer, Lei i sar. (2011) su uočili da hidroliza ultrazvučno 

pretretiranog ovotransferina termolizinom nije unapreĎena, iako je pokazano da je došlo do 

povećanja reaktivnih SH grupa 5% rastvora ovotransferina čak za 50%. Ovo neslaganje u 

rezultatima moţe biti posledica korišćenja različitih proteaza, ali se moţe objasniti i 

činjenicom da je u okviru ove teze korišćena smeša proteina belanceta, za razliku od čistog 

model proteina ovotransferina koji su koristili navedeni autori [322]. Ako se uzme u obzir 

to da je ovalbumin najzastupljeniji protein u belancetu i da poseduje samo jednu disulfidnu 

vezu, u poreĎenju sa ovotransferinom koji ima 15 disulfidnih veza i glikanski lanac na C-

terminalnom domenu koji stabilizuje njegovu trodimenzionalnu strukturu, uočeno 

neslaganje u rezultatima se moţe pripisati većoj otpornosti ovotransferina ka ultrazvučnim 

talasima. Uopšteno govoreći, mehanizam dejstva ultrazvučnih talasa na denaturaiciju 

proteina je specifičan i zavisi od aminokiselinskog sastava proteina i njegove konformacije. 
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TakoĎe, jako je bitna vrsta primenjenog ultrazvučnog ureĎaja, kao i medijum unutar koga 

se vrši prenos ultrazvučnih talasa, ali i uslovi izvoĎenja samog pretretmana. 

7.8.2. Uticaj kombinovanog dejstva ultrazvuka i pH pretretmana na stepen 

hidrolize proteina belanceta 

Poznato je da promene pH vrednosti supstrata mogu da dovedu do denaturacije proteina 

promenom raspodele naelektrisanja i konformacije molekula i tako dodatno utiču na 

ultrazvučni tretman, koji izazivajući promene u strukturi molekula, olakšava pristupačnost 

proteaza ka unutrašnjim peptidnim vezama [385]. Zbog toga, u okviru ovog istraţivanja 

ispitan je uticaj pH vrednosti rastvora belanceta tokom ultrazvučnog pretretmana na tok 

reakcije hidrolize katalizovane alkalazom. Za ovu svrhu, pH vrednosti 10%-tnih vodenih 

rastvora belanceta su, neposredno pre ultrazvučnog pretretmana, podešene na pH 10 sa 1 M 

rastvorom NaOH ili na pH 7 sa 1 M rastvorom HCl. Analize su uraĎenom primenom 

pretretmana UZK-35kHz tokom 15 min. Nakon ultrazvučnog pretretmana, uzorci su 

podvrgnuti reakciji enzimske hidrolize pomoću alkalaze i dobijeni rezultati su prikazani na 

Slici 7.18. 

 

Slika 7.18. Stepen hidrolize u funkciji vremena pri različitim pH vrednostima ultrazvučno 

pretretiranih proteina belanceta 

(Pretretman: 35kHz, 15 min, 25 °C; Uslovi hidrolize: 50 °C, pH 8, 2,12 AU/g alkalaze, 

10% -tni vodeni rastvor belanceta) 

 

Moţe se primetiti da povećanje pH vrednosti utiče na povećanje brzine enzimske 

reakcije hidrolize proteina belanceta. Pri pH 9,25, zabeleţen je ravnoteţni stepen hidrolize 
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od 29,9 ± 1,82%, dok je na pH 7,6 ova vrednosti bila 17,6 ± 0,65%. Ovo je verovatno 

posledica smanjenja agregacije proteina pri većim pH vrednostima na kojima su odbojne 

sile meĎu molekulima veoma jake.  

Treba istaći da je pH rastvora dvojako uticao na hidrolizu. Naime, sam dodatak rastvora 

NaOH pre ultrazvučnog pretretmana negativno je uticao na naknadnu hidrolizu proteina 

belanceta. Bolji rezultati su dobijeni pri pH 9,25, ali bez dodavanja baze (odgovara pH 

vrednosti nativnog belanceta) nego pri pH 10, kada je alkalnost podešena dodavanjem baze. 

Sveţe belance ima pH vrednost od 7,6-8,5 koja se povećava u zavisnosti od duţine stajanja 

do maksimalne vrednosti od oko 9,7 [20]. Šarp (Sharp) i sar.(1931) su došli do saznanja da 

već posle 21 dan lagerovanja pH vrednost albumina iznosi 9,4, bez obzira na temperaturu 

lagerovanja (3-35 °C) [386]. Interesantno je napomenuti da kada se sveţem albuminu 

podesi bazna pH vrednost dodatkom 1 M rastvora natrijum-hidroksida, ne postiţe se isti 

efekat kao sa prirodno baznim odleţalim belancetom, što ukazuje na to da je struktura 

sveţeg albumina stabilnija i manje podloţna dejstvu proteza. Ovo povećanje pH vrednosti 

je posledica gubitka CO2 kroz pore ljuske jajeta i zavisi od stepena rastvorljivosti CO2, 

prisustva bikarbonatnih i karbonatnih jona i ravnoteţe proteina. Koncentracija 

bikarbonatnih i karbonatnih jona uslovljena je parcijalnim pritiskom CO2 u spoljašnoj 

sredini. Stoga, pri pH vrednosti koja odgovara sveţem belancetu (7,6 i 8,6), proteini 

belanceta su se pokazali kao otporniji na dejstvo alkalaze i ostvaren je manji stepen 

hidrolize. Dobijeni rezultati su pokazali da su najveća brzina enzimske reakcija, kao i 

najveći ravnoteţni SH dobijeni pri pH 9,25. Ostvareni su gotovo 2,5 puta veći stepeni 

hidrolize pretretman UZK-35kHz pri pH 7,6. Ova zavisnost pH vrednosti belanceta i 

stepena hidrolize je bitna u praktičnom smislu, jer se pH vrednost belanceta povećava 

tokom njegovog skladištenja. 

7.8.3. Proseĉna duţina peptidnih lanaca hidrolizata 

Duţina peptidnog lanca predstavlja prosečnu molekulsku masu peptida nastalih tokom 

reakcije enzimske hidrolize proteina belanceta. Hidrolizati sa sličnom prosečnom duţinom 

peptidnih lanaca (PDPL) mogu imati sasvim drugačiji profil nastalih peptida. Nakon 

odreĎivanja stepena hidrolize, izračunata je prosečna duţina peptidnih lanaca, uz 

pretpostavku da su svi hidrolizati rastvorljivi i rezultati su prikazani na Slici 7.19. 
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Na dijagramu se jasno vidi razlika u prosečnoj duţini lanaca hidrolizata proteina 

belanceta pretretiranih ultrazvučnim talasima različitih frekvenci pri usvojenim procesnim 

parametrima (pH 9,25, 25 °C, 15 min), a prikazani rezultati su i u saglasnosti sa ostvarenim 

stepenima hidrolize. 

 

Slika 7.19. Krive hidrolize i prosečna duţina peptidnih lanaca hirolizata proteina belanceta 

pretretiranih ultrazvučnim talasima frekvence 20kHz, 35kHz i 40kHz tokom 15 min 

(Uslovi hidrolize: 50 °C, pH 8, 2,12 AU/g alkalaze, 10% -tni vodeni rastvor belanceta) 

 

Nakon ultrazvučnih pretretmana, došlo je do smanjenja PDPL, a najveće smanjenje je 

zabeleţeno nakon pretretmana UZS-20kHz. Posle 15 min pretretmana UZS-20kHz PDPL 

smanjena je sa 24 na 2 aminokiselinska ostatka. Za pretretman UZK-35kHz PDPL je 

smanjena sa 77 na 3 aminokiselinska ostatka, nakon 4 h hidrolize, dok je za pretretman 

UZK-40kHz sa 28 na 3 aminokiselinska ostatka, ali nakon 2 h hidrolize. TakoĎe, moţe se 

zaključiti da su za pretretman UZS-20kHz i UZK-40kHz ostvareni skoro identični profili 

peptida. Prosečan broj nastalih aminokiselinskih ostataka tokom reakcije hidrolize nakon 

soniciranja proteina belanceta UZS-20kHz i UZK-40kHz je manji u poreĎenju sa 

prosečnim brojem nastalih nakon pretretmana UZK-35kHz. Ova činjenica ukazuje na to da 

UZS-20kHz i UZK-40kHz izazivaju veće strukturne promene molekula proteina, 

olakšavajući na taj način hidrolizu peptidnih veza. 
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7.9. UTICAJ ULTRAZVUĈNOG PRETRETMANA NA KINETIKU 

REAKCIJE HIDROLIZE PROTEINA BELANCETA 

Prilikom ispitivanja odgovarajućeg empirijskog kinetičkog modela hidrolize proteina 

belanceta, svi eksperimenti hidrolize su izvoĎeni pri istim reakcionim uslovima u šarţnom 

reaktoru sa mehaničkim mešanjem koje je ostvareno upotrebom mešalice sa četiri 

propelera. Kako bi se potvrdio pretpostavljeni mehanizam reakcije hidrolize proteina 

belanceta, ispitan je uticaj tri različita ultrazvučna pretretmana na brzinu reakcije. Početna 

kinetika reakcije hidrolize ispitana je pri različitim operativnim uslovima, variranjem 

početne koncentracije enzima i početne koncentracije supstrata. Reakcije hidrolize je 

izvedena pri optimalnim reakcionim uslovima za dejstvo alkalaze (50 °C, pH 8 i 240 

obr/min).  

Najpre je ispitan uticaj početne količine enzima (1,53 AU/g, 2,12 AU/g i 2,83 AU/g) i 

dobijeni eksperimentalni rezultati, za sva tri pretretmana, modelovani su predloţenim 

kinetičkim modelom koji uzima u obzir inhibiciju supstratom u višku i dezaktivaciju 

enzima, pri čemu su krive zavisnosti stepena hidrolize od vremena prikazane na Slici 7.20. 

 

Slika 7.20. Uticaj početne koncentracije enzima na stepen hidrolize proteina belanceta u 

jednostepenom enzimskom procesu: (a) hidroliza belanceta pretretiranog ultrazvučnim 
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talasima frekvence 20 kHz, (b) hidroliza belanceta pretretiranog ultrazvučnim talasima 

frekvence 40 kHz, (c) hidroliza belanceta preteriranog ultrazvučnim talasima frekvence 35 

kHz, (d) hidroliza bez pretretmana (kontrola)  

(Uslovi hidrolize: 50 °C, pH 8, 10%-tni vodeni rastvor belanceta, vreme trajanja tretmana 

15 minuta) 

 

Moţe se primetiti da dolazi do povećanja brzine reakcije hidrolize sa povećanjem 

početne koncentracije enzima za sva tri ultrazvučna pretretmana. U sva tri slučaja, 

pokazano je da su najniţi stepeni hidrolize (SH) dobijeni sa najmanjom koncentracijom 

enzima (1,56 AU/g). Očigledno je da, kada je supstrat prisutan u dovoljnoj koncentraciji, 

tada sa porastom koncentracije enzima dolazi do povećanja brzine enzimske reakcije. 

MeĎutim, primećene su veoma male razlike u početnim brzinama reakcije i krajnjim 

stepenima hidrolize sa povećanjem koncentracije enzima sa 2,12 AU/g na 2, 83 AU/g. Ova 

pojava se moţe objasniti činjenicom da pri većim koncentracijama enzima verovatno dolazi 

do pojave sternih smetnji i oteţanoj adsorpciji enzima na molekul supstrata, koje se 

manifestuju smanjenim brojem dostupnih mesta za vezivanje enzima. Manji broj dostupnih 

mesta za vezivanje enzima dovodi do manje efikasnosti enzimske reakcije usled smanjenog 

broja molekula proteina za koje enzim moţe da se veţe. Enzimska reakcija hidrolize 

ultrazvučno pretretiranih proteina belanceta pri različitim koncentracijama enzima je u 

skladu sa predloţenim empirijskim kinetičkim modelom. TakoĎe, rezultati su u saglasnosti 

sa podacima pronaĎenim u literaturi, čiji je predmet istraţivanja bila enzimska hidroliza 

biljnih proteina [387,388]. 

Pretretman UZS-20kHz se pokazo kao najefikasniji u pogledu promene brzine 

enzimske reakcije. U poreĎenju sa pretretmanima UZK-40kHz i UZK-35kHz zabeleţeno je 

povećanje aktivnosti enzima koje se manifestovalo većim stepenom hidrolize pri manjim 

koncentracijama enzima (Slika 7.20a). Značajno veća brzina reakcije je postignuta pri 

početnoj koncentraciji enzima od 2,12 AU/g nego pri koncentraciji od 2,83 AU/g. TakoĎe, 

rezultati pokazuju da je pri koncentracijama enzima većim od 1,56 AU/g došlo do relativno 

oštrog povećanja stepena hidrolize tokom prvih 50 min reakcije. Pomenuti trend je posebno 

primetan pri početnoj koncentraciji enzima od 2,12 AU/g, gde je nakon 50 min reakcije 

proreagovalo manje od 20% početne koncentracije supstrata. Na osnovu rezultata, moţe se 
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zaključiti da je značajno (p<0,05) povećanje brzine enzimske reakcije hidrolize proteina 

belanceta nakon pretretmana UZS-20kHz posledica intenzivne kavitacije indukovane 

ultrazvučnom sondom. Kavitacija utiče na karakteristične strukturne promene molekula, 

dovodeći do odmotavanja proteina i na taj način olakšava dostupnost supstrata enzimu 

[389-391]. Isto tako, dolazi do smanjenja difuzionih limitacija prilikom vezivanja enzima 

za supstrat i povećanja brzine enzimske reakcije. Drugi istraţivači su, isto kao i u ovom 

istraţivanju, pokazali da primena ultrazvučne sonde dovodi do promene unutar sekundarne 

strukture goveĎeg seruma albumina, ali i da ultrazvučni pretretman utiče na povećanje 

brzine enzimske reakcije hidrolize proteina [156,389,392]. 

Koncentracija supstrata je, takoĎe, veoma bitan faktor koji se mora uzeti u obzir 

prilikom ispitivanja brzine enzimske reakcije. S tim u vezi, ispitan je uticaj početne 

koncentracije supstrata na brzinu reakcije hidrolize ultrazvučno pretretiranih proteina 

belanceta katalizovanu alkalazom i rezutlati su predstavljeni na Slici 7.21. Svi eksperimetni 

su uzvedeni pri istim reakcionim uslovima i sa usvojenom početnom koncentracijom 

enzima 2,12 AU/g, a vrednosti početnih koncentracija supstrata bile su: 5 mg/ml, 7,5 

mg/ml, 10 mg/ml i 20 mg/ml. 

 

Slika 7.21. Uticaj početne koncentracije supstrata na stepen hidrolize proteina belanceta u 

jednostepenom enzimskom procesu: (a) hidroliza belanceta pretretiranog ultrazvučnim 
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talasima frekvence 20 kHz, (b) hidroliza belanceta pretretiranog ultrazvučnim talasima 

frekvence 40 kHz, (c) hidroliza belanceta pretretiranog ultrazvučnim talasima frekvence 35 

kHz, (d) hidroliza bez pretretmana (kontrola) 

 (Uslovi hidrolize: 50 °C, pH 8, 2,12 AU/g alkalaze, 10%-tni vodeni rastvor belanceta, 

vreme trajanja tretmana 15 minuta) 

 

Na osnovu dobijenih rezultata, moţe se reći da je došlo do značajnog (p<0,05) 

smanjenja stepena hidrolize sa povećanjem koncentracije supstrata i da je njegova najveća 

vrednost zabeleţena pri najmanjoj koncentraciji supstrata (5 mg/ml), za sva tri pretretmana. 

Povećanjem početne koncentracije supstrata, broj hidrolizovanih peptidnih veza u vremenu 

reakcije je smanjen, pa se moţe pretpostaviti da je došlo do inhibicije supstratom u višku. 

Inhibicija supstratom u višku sprečava nastajanje proizvoda reakcije zbog nemogućnosti 

razlaganja neaktivnog enzim-supstrat kompleksa [393]. TakoĎe, kada je prisutan inhibitor u 

reakcionom sistemu, u ovom slučaju sam proizvod reakcije, dolazi do nadmetanja molekula 

supstrata sa molekulima peptida (inhibitori), koji neprestano nastaju tokom reakcije 

enzimske hidrolize proteina belanceta. Kako se reakcija izmeĎu enzima i peptida koji imaju 

ulogu inhibitora odigrava bez nastanka novih amino grupa, njihov doprinos ukupnoj brzini 

reakcije hidrolize jednak je nuli. Pošto se odreĎena količina enzima troši na vezivanje za 

inhibitorne peptide, dolazi do smanjenja ukupne brzine reakcije. 

Mnogobrojni naučnici koji su proučavali kinetiku enzimskih reakcija hidrolize proteina, 

ustanovili su da smanjenje brzine reakcije hidrolize sa povećanjem koncentracije suspstrata 

moţe biti posledica sledećih faktora: smanjenja koncentracije dostupnih peptidnih veza, 

inhibicije supstratom ili proizvodom i deaktivacije enzima [388]. Kako bi sa sigurnošću 

utvrdili razlog smanjenja brzine reakcije sa povećanjem koncentracije supstrata, nakon 90 

min reakcije, u reakcioni sistem je dodata nova količina supstrata, ali nije primećeno 

povećanje stepena hidrolize. Zaključak je bio da koncentracija dostupnih peptidnih veza 

nije limitirajući faktor koji je uticao na smanjenje brzine reakcije hidrolize. TakoĎe, 

ustanovljeno je da stepen hidrolize značajno raste nakon dodatka nove količine alkalaze, 

navodeći na zaključak da je dezaktivacija enzima prisutna. Primenom sva tri ultrazvučna 

pretretmana, ostvareno je dobro slaganje eksperimentalnih rezultata sa predviĎenim 

teoretskim vrednostima (p<0,05), pa se predloţeni empirijski kinetički model koji uzima u 
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obzir inhibiciju supstratom u višku i dezaktivaciju enzima (jednačine 6.20. - 6.22.) moţe 

smatrati pogodnim za optimizaciju procesa hidrolize proteina belanceta u šarţnom 

reaktorskom sistemu. 

7.9.1. OdreĊivanje kinetiĉkih parametara i kinetiĉkih konstanti 

Empirijski kinetički model, koji je pokazao dobro slaganje sa eksperimantalnim 

rezultatima, pretpostavlja da je reakcija hidrolize belanceta nultog reda i uzima u obzir 

inhibiciju supstratom u višku, kao i denaturaciju enzima usled napada slobodnog enzima na 

enzim-supstrat kompleks u skladu sa reakcijom drugog reda. Vrednosti kinetičkih 

parametara a i b iz empirijske jednačine dx/dt = a·exp(-bx) (gde je x stepen hidrolize, SH) 

usvojenog kinetičkog modela su izračunate metodom linearne regresije. Kinetički parametri 

posluţili su za kvantitativno poreĎenje efikasnosti ultrazvučnih pretretmana na reakciju 

hidrolize proteina belanceta. Njihove vrednosti značajno se razlikuju u zavisnosti od vrste 

ultrazvučnog pretretmana, kao i od koncentracije enzima i supstrata. Parametar a pokazuje 

očigledan trend sa promenom koncentracije enzima i supstrata za sva tri ultrazvučna 

pretretmana. Dakle, povećanje početne koncentracije enzima i supstrata uticalo je 

napovećanje i smanjenje vrednosti parametra a, respektivno (Tabela 7.5). Kao što se moţe 

videti na Slikama 7.20 i 7.21, sa povećanjem koncentracije enzima i smanjenjem 

koncentracije supstrata, brzina reakcije raste i ova zavisnost je povezana sa promenom 

vrednosti parametra a. Što se tiče parametra b, moţe se zaključiti da se njegova vrednost ne 

menja značajno (p>0,05) sa promenom koncentracije enzima, izuzev kod pretretmana 

UZK-35 kHz. Vrednost parametra b je uslovljena samo koncentracijom supstrata i 

zabeleţeno je njegovo smanjenje sa povećanjem koncentracije supstrata za sva tri 

ultrazvučna pretretmana. Očigledno je da na vrednost parametra b značajno manje utiče 

promena reakcionih uslova u poreĎenju sa parametrom a. Ovi rezultatati su u saglasnosti sa 

literatunim čiji je predmet istraţivanja bila enzimska hidroliza globularnih i fibrilarnih 

proteina [341,388]. 
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Tabela 7.5. Vrednosti kinetičkih parametara a i b dobijenih za reakciju hidrolize 

proteina belanceta pri različitim početnim koncentracijama enzima i suptrata 

so  
(mg/ml) 

eo 
(AU/g) 

 
a (min

-1
) b 

 kontrola 20kHz 35kHz 40kHz kontrola 20kHz 35kHz 40kHz 

5 2,12  0,0086 0,0330
 

0,0250 0,0560 8,237 8,009 4,854 8,733 

7,5   0,0068 0,0150 0,0190 0,0210 7,794 7,265 4,670 8,137 

20   0,0013 0,0023 0,0025 0,0022 6,562 6,425 4,623 7,022 

10 1,56  0,0012 0,0068 0,0027 0,0057 8,271 8,733 4,355 8,271 

 2,12  0,0015 0,0097 0,0033 0,0086 8,256 8,285 8,065 8,396 

 2,83  0,0021 0,0150 0,0039 0,0120 8,926 8,267 8,659 8,361 

kontrola – netretirani 10%-tni rastvor belanceta; 20kHz – pretretmana ultrazvučnom sondom frekvence 20kHz tokom 

15 min; 35kHz –pretretman ultrazvučnim kupatilom frekvence 35kHz tokom 15 min; 40 –pretretman ultrazvučnim 

kupatilom frekvence 40kHz tokom 15 min. 

 

Metodom linearne regresije odreĎene su kinetičke konstante KI, k2 i kd, a njihove 

vrednosti su radi preglednosti prikazane u Tabeli 7.6. Kinetičke konstante su odreĎene na 

osnovu jednačina (6.21) i (6.22) iz nagiba i odsečaka pravih prikazanih na Slici 7.22. 

(Tabela 7.6). 

 

Slika 7.22. Zavisnost a
-1

~eo
-1

 (a), b
-1

~so (b), r
-1

~so
-1

 (c) i odreĎivanje kinetičkih konstanti 

reakcije hidrolize ultrazvučno pretretiranih proteina belanceta metodom linearne regresije 
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Na osnovu izračunatih vrednosti konstanti brzina reakcije, vidi se da se reakcija 

hidrolize proteina belanceta za sva tri ultrazvučna pretretmana odigrava brţe u poreĎenju sa 

kontrolom (hidroliza bez pretretmana). Najveća konstanta brzine reakcije dobijena je nakon 

pretretmana UZS-20kHz, čime je brzina reakcije povećana čak pet puta, dok je najmanje 

povećanje brzine reakcije ostvareno nakon pretretmana UZK-35kHz. Ju (Yu) i sar. (2016) 

su ustanovili da nakon ultrazvučnog pretretmana (40 kHz, 15 min, 294 W, 35 °C) ţelatina i 

naknadne hidrolize kolagenazom dolazi do povećanja brzine reakcije za 27,5% [389]. 

Druga grupa autora je, takoĎe, došla do istog zaključka, proučavajući uticaj ultrazvuka na 

brzinu reakcije hidrolize proteina pšeničnih klica alkalazom, Ku (Qu) i sar. (2013) su 

utvrdili da je brzina reakcije povećana od 12,9-166,7%, u zavisnosti od vrste ultrazvučnog 

pretretmana [383]. Evidentno je, da se rezultati do kojih se došlo u okviru ovog istraţivanja 

podudaraju sa literaturnim podacima, ali neophodno je istaći i naglasiti da su sva tri 

ultrazvučna pretretmana dovela do neuporedivo većih brzina reakcija, a ova povećanja su 

iznosila 488%, 400% i 222% za pretretman UZS-20kHz, UZK-40kHz i UZK-35kHz, 

redom. 

Korisno je napomenuti da i vrednosti konstanti inhibicije KI i konstante brzine 

dezaktivacije enzima, kd značajno variraju u zavisnosti od vrste ultrazvučnog pretretmana, a 

njihove vrednosti se kreću u opsegu od 143,5 mg/ml do 0,144 min
-1

 za pretretman UZK-

35kHz do 67,89 mg/ml i 0,450 min
-1

 za pretretman UZS-20kHz, redom. Zabeleţeno 

povećanje kd nakon sva tri pretretmana ukazuje na to da molekuli supstrata mogu efikasnije 

da se veţu za aktivna mesta enzima. Naime, vrednost konstante inhibije KI je veća za sva tri 

ultrazvučna pretretmana u odnosu na kontrolu, navodeći na zaključak da ultrazvuk utiče na 

smanjenje inhibicije enzima supstratom u višku. Ovo se moţe obajsniti uticajem 

ultrazvučnih talasa na strukturu proteina belanceta, koji stupaju u direktnu vezu sa 

funkcionalnim grupama aktivnog centra enzima. Uočeno je da ultrazvuk dovodi do 

denaturacije proteina belanceta i narušavanja njihove strukture i to na takav način da 

istovremeno utiče na povećanje dostupnih peptidnih veza enzimu, ali smanjuje vezivanje 

enzima za supstrat, pa direktno utiče na inhibiciju enzima supstratom i na samu stabilnost 

enzima. 
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Tabela 7.6. Vrednosti kinetičkih konstanti reakcije hidrolize proteina belanceta 

pretretiranih ultrazvučnim pretretmanom 

 k2 (min
-1

) KI (mg/ml) kd (min
-1

) 

Kontrola 0,009±0,001 55,9±2,5 0,08±0,02 

UZS-20kHz 0,053±0,002 67,9±2,7 0,45±0,01 

UZK-40kHz 0,045±0,001 63,8±3,2 0,41±0,02 

UZK-35kHz 0,029±0,003 143,5±6,4 0,144±0,05 

 

Generalno, smanjena inhibicija enzima supstratom, kao i povećanje aktivnosti enzima i 

brzine reakcije, koji su utvrĎeni ispitivanjem kinetike reakcije i odreĎivanjem kinetičkih 

konstanti, govore da je došlo do unapreĎenja enzimske hidrolize proteina belanceta 

pretretiranih sa tri različita ultrazvučna pretetmana. 

Uopšteno govoreći, na osnovu svih prikazanih rezultata moţe se reći da je reakcija 

hidrolize proteina belanceta u šarţnom reaktoru sa mehaničkim mešanjem reakcija nultog 

reda u odnosu na supstrat i da se moţe primeniti predloţena empirijska jednačina za 

matematičko opisivanje eksperimentalnih rezultata utvrĎenim vrednostima kinetičkih 

parametara. Eksperimantalni rezultati pokazali su da brzina reakcije raste do odreĎene 

vrednosti koncentracije supstrata, a daljim povećanjem koncentracije dolazi do naglog pada 

brzine. Ovo ukazuje na to da je supstrat inhibitor u reakciji hidrolize. Dodavanjem sveţe 

količine enzima u rekcionu smešu naglo je došlo do povećanja stepena hidrolize (rezultati 

nisu prikazani grafički), što pokazuje da u reakcionoj smeši ima dovoljno peptidnih veza na 

raspolaganju za hidrolizu, ali da je došlo do dezaktivacije enzima.  

Na osnovu svega iznetog, upotreba kinetičkog modela koji uzima u obzir inhibiciju 

supstratom u višku i dezaktivaciju enzima, opravdana je i potvrĎena, te se on moţe smatrati 

pogodnim za opisivanje toka hidrolize proteina belanceta u šarţnom reaktorskom sistemu. 

7.10. KARAKTERIZACIJA HIDROLIZATA PROTEINA BELANCETA 

DOBIJENIH POMOĆU ALKALAZE I PAPAINA 

Iz prethodnih istraţivanja koja su se odnosila na optimaziju procesa hidrolize proteina 

belanceta izborom odgovarajućeg ultrazvučnog pretretmana, moţemo zaključiti da se kao 

najefikasniji pokazao pretretman UZS-20kHz. Naredna faza ispitivanja vodila je u smeru 

izbora odgovarajuće proteaze koja bi dovela do nastanka hidrolizata sa unapreĎenim 

funkcionalnim svojstvima. S tim u vezi, u ovom poglavlju, ispitan je uticaj duţine 
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pretretmana i vrste enzima na efikasnost enzimske hidrolize, funkcionalna svojstva i 

strukturne promene dobijenih hidrolizata pretretiranih UZS-20kHz.  

7.10.1. Uticaj duţine pretretmana UZS-20kHz i vrste enzima na enzimsku 

hidrolizu proteina belanceta 

Zahvaljujući vezi izmeĎu kompaktnosti molekulske strukture i podloţnosti proteina 

enzimskoj hidrolizi, strukturne promene proteina izazvane primenom ultrazvučnih talasa su 

analizirane ispitivanjem uticaja vrste enzima na efikasnost hidrolize proteina belanceta. 

Mnogobrojni proteolitički enzimi su se pokazali pogodnim za hidrolizu različitih proteina, 

ali se prednost daje enzimima koji vode poreklo iz mikroorganizama ili biljaka, zbog toga 

što im je cena koštanja niska, pa ne utiču mnogo na ukupne troškove vezane za sam proces 

enzimske hidrolize [277,394,395]. Upravo iz ovih razloga, ispitivanja u okvriu ovog 

istraţivanja su sprovedena korišćenjem komercijalno dostupnih proteolitičkih enzima 

alkalaze i papaina. Alkalaza iz Bacillus licheniformis pripada grupi alkalnih proteaza, dok 

je papain izolovan izbiljke Carica papaya cisteinska proteaza. Oba ova enzima su se 

pokazala kao veoma uspešni za dobijanje hidrolizata proteina sa poboljšanim 

funkcionalnim svojstvima [229,396,397]. Uticaj duţine pretretmana i vrste enzima na 

efikasnost enzimske hidrolize proteina belanceta prikazan je na Slici 7.23. Radi bolje 

preglednosti rezultata i poreĎenja, Slika 7.17. je umetnuta u Sliku 7.23a. 

 

Slika 7.23. Tok hidrolize proteina belanceta katalizovane alkalazom (a) i papainom (b) u 

funkciji vremena ultrazvučnog pretretmana 

(Pretretman: 20kHz, 2-20 min, 25 °C; Uslovi hidrolize: 50 °C, pH 8,  maseni odnos E/S 

2:81, 10%-tni vodeni rastvor belanceta) 
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Kao što se moţe primetiti, pretretman UZS-20kHz je značajano (p<0,05) doprineo 

povećanju sposobnosti alkalaze i papaina da hidrolizuju prisutne peptidne veze unutar 

proteina belanceta. Ostvareno je povećanje početne brzine reakcije i krajnjih stepena 

hidrolize, sa povećanjem vremena pretetmana do 15 min, nakon čega je došlo do drastičnog 

pada brzine reakcije, a postignuti stepeni hidrolize bili su manji i od kontrolne hidrolize 

(bez pretretmana). Interesantno je napomenuti da je korišćenjem alkalaze ostvaren pravilan 

trend rasta stepena hidrolize sa povećanjem vremena pretretmana od 2-15 min, dok je kod 

papaina zabeleţeno drugačije ponašanje. Ako se posmatraju krive kontrolne hidrolize za 

oba enzima (bez ultrazvučnog pretretmana), moţe se zapaziti da su dobijene vrednosti SH 

veoma bliske i iznose 19,85% i 20,74% za alkalazu i papain, redom. To je posledica toga 

što obe proteaze pripadaju grupi endopeptidaza, pa im je mehanizam dejstva identičan i 

zavisi samo od dostupnosti odgovarajućih peptidnih veza unutar proteina belanceta enzimu. 

MeĎutim, nakon ultrazvučnog pretretmana zabeleţene su različite vrednosti stepena 

hidrolize, u zavisnosti od duţine trajanja pretretmana. Najveći stepeni od 36,5% i 39,01% 

dobijeni su nakon 5 i 15 min pretretmana za papain i alkalazu, redom. Ovakav rezultat 

moţe biti posledica male egzopeptidazne aktivnosti papaina, pa je kraće vreme pretretmana 

dovelo do najefikasnije hidrolize. Dokazano je da papain u nekim slučajevima moţe 

delovati kao egzopeptidaza, prilikom čega dolazi do oslobaĎanja histidina i treonina sa 

karboksilnog kraja peptidnog lanca [398]. Nešto veći SH postignut nakon hidrolize 

alkalazom moţe se pripisati nasumičnom cepanju peptidnih veza koje u bočnim lancima 

sadrţe aromatične aminokiseline, u poreĎenju sa selektivnim dejstvom papaina, koji 

uglavnom deluje na osnovne aminokiseline, a naročito na arginin, lizin i fenilalanin [86]. 

TakoĎe, veći SH je posledica veće proteolitičke aktivnosti alkalaze, jer je poznato da 

alkalne proteaze poseduju veću proteolitičku aktivnost u poreĎenju da neutralnim proteaza, 

kakav je papain [399,400]. 

Generalno, povećanje efikasnosti enzimske hidrolize ultrazvučno pretretiranih supstrata 

u poreĎenju sa sirovim belancetom, moţe se pripisati konformacionim promenama proteina 

izazvanim ultrazvučnim talasima koji su doveli do delimičnog ili potpunog odmotavanja 

polipeptidnih lanaca povećavajući broj dostupnih peptidnih veza za koje enzim moţe da se 

veţe. Previše dugo izlaganje ultrazvučnim talasima (20 min) se pokazalo neefikasnim, pa se 
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moţe pretpostaviti da nakon 20 min pretretmana dolazi do agregacije proteina belanceta 

koja utiče na smanjenje broja dostupnih peptidnih veza za hidrolizu alkalazom i papainom.  

7.10.2. Uticaj duţine pretretmana UZS-20kHz i vrste enzima na funkcionalna 

svojstva hidrolizata proteina belanceta (HPB)  

Prethodno analizirani rezultati su pokazali da je utrazvučni pretretman uticao na 

poboljšanje funkcionalnih svojstava proteina belanceta (poglavlje 7.7.1), ali mogućnost 

dobijanja proteina sa još boljim karakteristikama se postiţe adekvatnom enzimskom 

hidrolizom koja utiče na promenu veličine molekula, hidrofobnost, polarnost i jonizujuće 

grupe proteinskih hidrolizata, pa samim tim dovodi do promena funkcionalnih svojstava 

dobijenih hidrolizata. 

Funkcionalna svojstva hidrolizata dobijenih hidrolizom pomoću alkalaze i papaina 

analizirana su sa aspekta rastvorljivosti (R0), svojstava penjenja, svojstava formiranja 

emulzija i sadrţaja sulfihidrilnih grupa. Navedena svojstva zavise od specifičnosti samog 

enzima i stepena hidrolize, pa je adekvatan izbor enzima veoma bitan kako bi se obezbedila 

maksimalna funkcionalnost dobijenih hidrolizata. 

U velikom broju radova iz literature, pokazano je da dolazi do povećanja rastvorljivosti 

proteina nakon procesa hidrolize, te se moţe reći da je rastvorljivost jedna od najvaţnijih 

funkcionalnih osobina proteina koju bi trebalo ispitati. Rastvorljivost neposredno utiče na 

druga funkcionalna svojstva proteina, kao i na kvalitet krajnjeg proizvoda. 

Uticaj duţine pretretmana UZS-20kHz na rastvorljivost hidrolizata pripremljenih 

pomoću alkalaze i papaina, u opsegu pH vrednosti od 2-12 prikazan je na Slici 7.24. Kao 

što se vidi, oba hidrolizata su pokazala rastvorljivost veću od 72%  u širokom opsegu pH 

vrednosti za vreme pretretmana od 2-15 min. Rastvorljivost je bila značajno narušena 

nakon 20 min ultrazvučnog pretretmana, te stoga, ti rezultati nisu ilustrovani na Slici 7.24. 

Najmanja rastvorljivost (54,2%) zabeleţena je pri pH 4, dok su vrednosti od 80% i 70% 

primetne na ostalim pH vrednostima i nakon produţenog dejstva ultrazvučnog pretretmana, 

za alkalazu i papain, redom. Ovakvi rezultati ukazuju na prisustvo zaostalih proteina i/ili 

peptida sa velikom molekulskom masom nakon enzimske hidrolize, koji očigledno dovode 

do precipitacije na pH 4. Ako se zna da je izoelektrična tačka (pI) proteina belanceta na pH 

4,5, ovo je veoma opravdano objašnjenje, jer su vrednosti pH jako bliske. 
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Slika 7.24. Uticaj duţine ultrazvučnog pretretmana na rastvorljivost hidrolizata proteina 

belanceta dobijenih pomoću alkalaze (a) i papaina (b) u funkciji pH vrednosti 

(Pretretman: 20kHz, 2-20 min, 25 °C; Uslovi hidrolize: 50 °C, pH 8, maseni odnos E/S 

2:81, 10% -tni vodeni rastvor belanceta) 

 

Povećanje rastvorljivost u funkciji vremena pretretmana je u korelaciji sa prethodno 

dobijenim stepenima hidrolize (Slika 7.23.), sa značajnom razlikom (p<0,05) meĎu svim 

testiranim hidrolizatima. TakoĎe, rezultati su u saglasnosti sa rezultatima drugih istraţivača 

koji su ustanovili značajno povećanje rastvorljivost hidrolizata sa visokim stepenima 

hidrolize [401,229]. Generalno, moţe se reći da je rastvorljivost hidrolizata dobijenih 

pomoću alkalaze nešto malo veća u poreĎenju sa hidrolizatima dobijenim pomoću papaina, 

što je i očekivano, jer je hidroliza alkalazom dala veće vrednosti stepena hidrolize. Uticaj 

ultrazvuka na povećanu rastvorljivost ogleda se u tome što nakon ultrazvučnog pretretmana 
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dolazi do izlaganja hidrofilnih aminokiselina iz unutrašnjosti molekula proteina ka 

molekulima vode. Usled povećanje dostupnosti hidrofilnih aminokiselinskih ostataka, 

dolazi do reorganizacije molekula vode oko njih i povećanja rastvorljivosti. Promene 

nastale u trodimenzionalnoj strukturi proteina, izazvane ultrazvučnim talasima, dovode do 

povećanja broja naelektrisanih grupa (NH4
+
, COO

-
) i u ovakvim uslovima dolazi do 

učestalijih interakcija izmeĎu proteina i molekula vode usled jakih elektrostatičkih sila. 

TakoĎe, povećana rastvorljivost je posledica unapreĎenja enzimske hidrolize proteina 

belanceta nakon ultrazvučnog pretretmana, jer enzimska hidroliza ima uticaj na veličinu i 

hidrofobnost molekula proteina, kao i na polarnost i broj jonizujućih grupa. Manji peptidi 

koji se dobijaju pri većim vrednostima stepena hidrolize imaju više polarnih regiona nego 

nehidrolizovani ili slabo hidrolizovani proteini, pa shodno tome mogu formirati jače 

vodonične veze sa molekulima vode i postati rastvorljiviji u vodenim rastvorima [402,403]. 

Veliki broj radova u literaturi bavio se uticajem ultrazvučnog pretretmana na svojstva 

penjenja nativnih proteina, ali dosta manje informacija ima o uticaju ultrazvuka na svojstva 

penjenja hidrolizata proteina dobijenih primenom različitih enzima. Osnovni preduslovi 

koje protein treba da zadovoljava kako bi imao ovu sposobnost jeste da se brzo adsorbuje 

tokom procesa mešanja na graničnoj površini voda - vazduh, zatim da brzo menja svoju 

konformaciju i raspored funkcionalnih grupa na površini molekula kao i da ima mogućnost 

formiranja kohezivnog viskozno - elastičnog filma pomoću intermolekulskih interakcija 

[3]. Zna se da proteini belanceta imaju odlična svojstva ka sposobnosti formiranja pene 

usled meĎusobnih interakcija proteina koji ulaze u njegov sastav, pa se u ovom delu rada 

ispitala mogućnost naknadnog poboljšanja penjenja primenom ultrazvučnog pretretmana 

pre enzimske hidrolize proteina belanceta. Dobijeni rezultati svojstava penjenja ultrazvučno 

pretretiranih hidrolizata pripremljenih pomoću alkalaze i papaina, prikazana su u formi 

kapaciteta pene (KP) i stabilnosti pene (SP) i predstavljena su na Slici 7.25. 
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Slika 7.25. Uticaj duţine ultrazvučnog pretretmana na svojstva penjenja hidrolizata 

proteina belanceta dobijenih pomoću alkalaze (obojeni stubići) i papaina (beli stubići) 

(Pretretman: 20kHz, 2-20 min, 25 °C; Uslovi hidrolize: 50 °C, pH 8, maseni odnos E/S 

2:81, 10% -tni vodeni rastvor belanceta) 

 

Sa povećanjem duţine pretretmana UZS-20kHz, hidrolizati pripremljeni sa oba enzima 

su pokazali statistički značajno (p<0,05) veće vrednosti kapaciteta pene i stabilnosti pene u 

poreĎenju sa kontrolnim hidrolizama (bez pretretmana). Hidrolizati dobijeni hidrolizom 

proteina belanceta pomoću alkalaze dali su veće vrednosti KP i SP u odnosu na hidrolizate 

dobijene pomoću papaina, što je verovatno posledica većeg sadrţaja peptida nastalih nakon 

hidrolize alkalazom. Nakon 15 min pretretmana UZS-20kHz i naknadne hidrolize 

alkalazom vrednosti kapaciteta pene i stabilnosti pene iznosile su 80,92% i 43,18%, redom. 

U poreĎenju sa kontrolnom hidrolizom, ostvareno je povećenje kapaciteta pene od 36,3% i 

stabilnosti pene od 38,1%. Kod hidrolizata papaina, najveće povećanje kapaciteta pene i 

stabilnosti pene je zabeleţeno nakon 5 min pretretmana, a vrednosti su bile 67,75% i 

36,72%, redom. Moguće objašnjenje razlike u rezultatima hidrolizata pripremljenih 

pomoću alkalaze i papaina je nastanak peptida sa različitim naelektrisanjem i površinskom 

hidrofobnošću nakon reakcije hidrolize. Ultrazvučni pretretman je više uticao na 

denaturaciju proteina koji su naknadno bili hidrolizovani alkalazom, a tokom hidrolize, 

formirani su peptidi manje molekulske mase, sa malim neto naelektrisanjem i velikom 

površinskom hidrofobnošću i kao takvi, bili su idealni da formiraju penu većeg kapaciteta i 
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stabilnosti. Kako i sama rastvorljivost proteina utiče na svojstva penjenja, moţe se 

zaključiti dobro slaganje rezultata sa prethodno analiziranim rezultatima (Slika 7.24). 

Isto tako, poboljšanje svojstava penjenja moţe se pripisati efektu homogenizacije 

izazvane ultrazvučnim talasima koja se manifestuje brzom adsorpcijom proteina na 

graničnoj površini voda-vazduh. Usled promena u strukturi proteina belanceta izazvanih i 

ultrazvukom i, naknadno, pod uticajem enzima, oni zauzimaju takvu konformaciju kojom 

su omogućili smanjenje graničnog napona izmeĎu vodene i vazdušne faze. TakoĎe, tokom 

ultrazvučnog pretretmana, proteini belanceta su se delimično odmotali i na taj način 

direktno uticali na povećanje svojstava penjenja, olakšavajući formiranje pene pri samom 

procesu sa homogenizatorom (metoda 6.3.11.2). 

Ovakav trend je u saglasnosti sa rezultatima istraţivača koji su pokazali da dolazi do 

poboljšanja svojstava penjenja hidrolizata ribljih proteina i hidrolizata proteina surutke 

[401,404]. U poreĎenju sa rezultatima druge grupe autora koji su došli do zaključka da je 

kapacitet pene hidrolizata proteina iz jaja ribe meriga, dobijenih pomoću alkalaze i papaina 

iznosio 70% i 25%, redom, u ovom radu, postignute su značajno veće vrednosti (80,72%  i 

67,75%) i to posebno za hidrolizate dobijene pomoću papaina [229]. Ostvareni bolji 

rezultati, u poreĎenju sa literaturnim, mogu se pripisati uticaju ultrazvučnog pretretmana 

pre reakcije hidrolize proteina belanceta. 

Uticaj duţine pretretmana UZS-20kHz na emulgujuća svojstva hidrolizata 

pripremljenih pomoću alkalaze i papaina prikazana je na Slici 7.26. Rezultati su dati u vidu 

indeksa aktivnosti emulzije (IAE) i indeksa stabilnosti emulzija (ISE). Aktivnost stvaranja 

proteinskih emulzija predstavlja sposobnost proteina da učestvuje u procesu stvaranja 

emulzije, a IAE je veličina površine meĎufaze ulje-voda koju moţe stabilisati jedan gram 

proteina, dok ISE predstavlja vreme tokom kog protein moţe opstati na graničnoj površini 

ulje-voda i uticati na zadrţavanje stabilnosti formirane emulzije [228,405]. 
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Slika 7.26. Uticaj duţine ultrazvučnog pretretmana na emulgujuća svojstva hidrolizata 

proteina belanceta dobijenih pomoću alkalaze (beli stubići) i papaina (obojeni stubići) 

(Pretretman: 20kHz, 2-20 min, 25 °C; Uslovi hidrolize: 50 °C, pH 8, maseni odnos E/S 

2:81, 10% -tni vodeni rastvor belanceta) 

 

Sa dijagrama se jasno vidi da je ultrazvučni pretretman uticao na povećanje IAE i ISE 

svih hidrolizata u ispitivanim vremenskim intervalima pretretmana od 2-15 min. Produţeno 

izlaganje ultrazvučnim talasima (20 min) je nepovoljno uticalo na emulgujuća svojstva 

hidrolizata dobijenih pomoću papaina, dok hidrolizati dobijeni alkalazom nisu pokazali 

značajnu (p<0,05) razliku u poreĎenju sa kontrolom (hidroliza bez pretretmana). Bolja 

emulgujuća svojstva zabeleţena su kod hidrolizata dobijenih alkalazom, nego papainom. 

Maksimalne vrednosti IAE i ISE hidrolizata dobijenih dejstvom alkalaze postignute su 

nakon 15 min pretretmana i iznosile su 169,9 m
2
/g i 172,37 h, redom, dok su maksimalne 

vrednosti za hidrolizate papaina ostvarene nakon 5 min ultrazvučnog pretretmana i dobijene 

su vrednosti od 153,16 m
2
/g i 71,78 h, za IAE i ISE, redom. Na osnovu ovog podatka, moţe 

se zaključiti da je izbor enzima veoma bitan, jer je hidroliza izvedena pomoću različitih 

proteaza dala značajno drugačije rezultate. U literaturi postoje navode da hidrolizati 

pokazuju bolja emulgujuća svojstva usled veće izloţenosti hidrofobnih aminokiselinskih 

ostataka na površini molekula proteina, ali je bitno napomenuti da to zavisi od veličine 

proteinskih lanaca. Za emulgujuću aktivnosti i sposobnost migracije proteina na graničnu 

površinu ulje-voda, potrebni su proteinski lanci čija je molekulska masa veća od 10 kDa, jer 

oni bolje doprinose stvaranju emulzija, nego lanci manje molekulske mase. Kao posledica 
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dejstva ultrazvučnih talasa i proteaza, došlo je do fragmentacije lanaca proteina belanceta 

na peptide i lance manje molekulske mase (oligopeptide), koji su dodatno doprineli 

sposobnosti formiranja emulzija i uticali na stabilnost filma na graničnoj površini ulje-voda, 

čime je omogućeno bolje usmeravanje hidrofilnih, odnosno hidrofobnih delova molekula 

unutar emulzije na granici ulje-voda. Na graničnoj površini ulje-voda došlo je do 

orijentacije lipofilnih delova molekula proteina ka uljanoj fazi, dok su hidrofilni delovi bili 

orijentisani ka vodenoj fazi, što je za posledicu imalo redukciju površinskog napona na 

graničnom sloju. Iz rezultata se moţe zaključiti da se nakon pretretmana UZS-20kHz 

proteini/peptidi više „odmotavaju― i hidrofobni regioni postaju više dostupni, pa je usled 

toga olakšana bolja orijentacija ka graničnom sloju koja je uticala na unapreĎenje 

emulgujućih svojstava hidrolizata. Povećana hidrofobnost je i razlog velike stabilnosti 

emulzija hidrolizata, jer hidrofobne interakcije imaju značajnu ulogu prilikom obrazovanja 

adsorpcionog sloja na granici faza čija jačina zavisi od meĎusobnih interakcija (hidrofobne 

i elektrostatičke interakcije) molekula proteina i kapljica ulja. Što je više proteina 

adsorbovano na graničnoj površini, to je manja mogućnost da doĎe do meĎusobnog 

spajanja kapljica ulja koje doprinosi kolapsu strukture emulzije [406-408]. 

Što se tiče literaturnih podataka, moţe se reći da su oni veoma kontradiktorni. Neki 

autori su došli do zaključka da enzimska hidroliza dovodi do poboljšanja emulgujućih 

svojstava proteina, dok su drugi istraţivači bili mišljenja da enzimska hidroliza utiče na 

narušavanja emulgujućih svojstava proteina [174,409,410]. Generalno, tumačenjem 

rezultata dobijenih u okviru ovog istraţivanja primećeno je dobro slaganje izmedju 

rezultata rastvorljivosti (Slika 7.24), emulgujućih svojstva i hidrofobnosti hidrolizata (Slika 

7.28) i rezultati su u skladu sa zapaţanjima do kojih su došli neki autori [402]. 

Jedan od prvih nagoveštaja promene strukture proteina jeste promena sadrţaja 

sulfhidrilnih grupa (SH). Glavna uloga sulfhidrilnih grupa ogleda se u odrţavanju stabilne 

trodimenzionalne strukture proteina, te je uticaj ultrazvučnog pretretmana i enzimske 

hidrolize na funkcionalnost ispitana i odreĎivanjem sadrţaja sulfhidrilnih grupa hidrolizata. 

Rezultati ukupnih i reaktivnih sulfhidrilnih grupa prikazani su na Slici 7.27. 
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Slika 7.27. Uticaj duţine ultrazvučnog pretretmana na sadrţaj sulfhidrilnih grupa 

hidrolizata proteina belanceta dobijenih pomoću alkalaze i papaina  

(Pretretman: 20kHz, 2-20 min, 25 °C; Uslovi hidrolize: 50 °C, pH 8, maseni odnos E/S 

odnos 2:81, 10% -tni vodeni rastvor belanceta) 

 

Sadrţaj ukupnih i reaktivnih SH grupa svih hidrolizata ispitanih u funkciji vremena 

pretretmana pokazao je značajan (p<0,05) porast u prvih 15 min pretretmana, dok je nakon 

20 min ultrazvučnog pretretmana došlo da pada ukupnih i reaktivnih SH grupa u poreĎenju 

sa kontrolom (hidroliza bez pretretmana). Na osnovu ovih rezultata, moţe se zaključiti da je 

pretretman UZS-20kHz doveo do odreĎenog stepena odmotavanja proteina, što je u 

saglasnosti sa rezultatima poboljšane rastvorljivosti i emulgujućih svojstava hidrolizata 

(Slika 7.24 i 7.26). Ako se uzme u obzir izbor enzima, jasno je da su hidrolizati dobijeni 

dejstvom alkalaze pokazali veći sadrţaj SH grupa u poreĎenju sa hidrolizatima papaina. 

Zabeleţeni trend rasta ukupnih i reaktivnih SH grupa sa vremenom pretretmana je identičan 

za sve hidrolizate, nezavisno od vrste enzima, ali je pri različitim vremenima ultrazvučnog 

pretretmana ostvaren najveći prinos. Hidrolizat dobijen pomoću alkalaze nakon 15 min 

pretretmana UZS-20kHz pokazao je najveći stepen odmotavanja proteina, praćen najvećim 

sadrţajem SH grupa, dok je hidrolizat dobijen pomoću papaina dao najveće vrednosti 

nakon 5 min pretretmana. U odnosu na kontrolu, ostvaren je porast ukupnih i reaktivnih 

grupa od 58,2  i 205,8  i 26,4 i 70,4% za alkalazu i papain, redom. Rezultati pokazaju da se 

uzajamnim dejstvom ultrazvučnog pretretmana i naknadnom enzimskom hidrolizom 
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proteina belanceta različitim enzimima moţe podstaći proteolitičko „cepanje― postojećih 

proteinskih agregata tako što se smanjuje broj disulfidnih veza, koje su odgovorne za 

očuvanje strukture agregata. Naime, u vremenskom periodu soniciranja od 2-15 min, 

postignuta je najveća denaturacija hidrolizata koja je dovela do povećanog izlaganja SH 

grupa iz unutrašnjosti molekula proteina, usled otvaranja proteinskih globula dejstvom 

ultrazvučnih talasa. Već nakon 20 min pretretmana UZS-20kHz, zabeleţen je smanjen 

sadrţaj sulfhidrilnih grupa, što moţe biti posledica ponovnog formiranja intermolekulskih 

disulfidnih veza usled oksidacije sulfhidrilnih grupa izazvane dejstvom nastalih slobodnih 

radikala tokom soniciranja. Pretpostavlja se da je obrazovanje disulfidnih veza dovelo do 

ponovnog zatvaranja molekula  i formiranja agregata. 

Pregledom literature, ustanovljeno je da ima mnogo kontradiktornih izveštaja. Nasuprot 

rezultatima dobijenim u ovom istraţivanju, Đao (Zhao) i sar. (2011) i Šuroka (Surówska) i 

sar. (2004) su utvrdili smanjen sadrţaj ukupnih/rektivnih sulfhidrilnih grupa nakon 

hidrolize proteina kikirikija i proteina koncentrata soje pomoću alkalaze [411,412]. TakoĎe, 

Gribi (Ghribi) i sar. (2015) su došli do zaključka da je enzimska hidroliza izolata proteina 

leblebija pomoću alkalaze uticala na smanjen sadrţaj sulfhidrilnih grupa [413]. Slično 

rezultatima dobijenim u okviru ove teze, Lei i sar. (2011) su ustanovili značajan porast 

ukupnih SH grupa nakon hidrolize ultrazvučno pretretiranog rastvora ovotransferina 

termolizinom [322]. Zabeleţen je porast ukupnih SH grupa sa vremenom pretretmana do 30 

i 60 sekundi pri frekvenci ultrazvučnih talasa od 20 i 60 kHz, nakon čega je došlo do 

smanjenja sadrţaja ukupnih SH grupa. Iz svega navedenog, moţe se zaključiti da je uticaj 

ultrazvučnog pretretmana na proteine veoma kompleksan i da zavisi od uslova izvoĎenja 

samog pretretmana, kao i od vrste proteina koji se izlaţu dejstvu ultrazvuka (prečišćen 

protein ili smeša proteina). 

7.10.3. Uticaj duţine pretretmana UZS-20kHz i vrste enzima na površinske 

karakteristike hidrolizata proteina belanceta 

Kao preduslov za zadovoljavajuću površinsku aktivnost, proteini treba da poseduju 

naelektrisanje i hidrofobnu površinu. Dijagram zeta potencijala (Zo) i površinske 

hidrofobnosti (Ho) hidrolizata dobijenih pomoću alkalaze i papaina, u funkciji vremena 

pretretmana UZS-20kHz, predstavljen je na Slici 7.28. 
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 Slika 7.28. Uticaj duţine ultrazvučnog pretretmana na površinsku hidrofobnost (Ho) i 

zeta potencijal (Zo) hidrolizata proteina belanceta dobijenih pomoću alkalaze i papaina 

(Pretretman: 20kHz, 2-20 min, 25 °C; Uslovi hidrolize: 50 °C, pH 8,maseni odnos  E/S 

2:81, 10% -tni vodeni rastvor belanceta) 

 

Kao što se moţe primetiti, obe veličine su značajno (p<0,05) unapreĎenje nakon 

ultrazvučnog pretretmana proteina belanceta i naknadne hidrolize pomoću alkalaze i 

papaina. Najbolji rezultati dobijeni su nakon 15 i 5 min ultrazvučnog pretretmana za 

hidrolizat alkalaze i papaina, redom. Nakon hidrolize alkalazom, ostvarena je veća 

hidrofobnost u vremenskim intervalima od 2-15 min, dok kod hidrolizata papaina nije 

primećen statistički značajan (p>0,05) porast Ho sa vremenom ultrazvučnog pretretmana. 

Ovakav rezultat je posledica veće specifičnosti alkalaze ka peptidnim vezama, pa se 

moţe pretpostaviti da je veća Ho detektovana zbog hidrolize peptidnih veza čiji se 

karboksilni kraj sastoji od hidrofobnih aminokiselinskih ostataka, kao što su tirozin, leucin i 

valin [414]. Alkalaza ima veliku specifičnost ka hidrolizi peptidnih veza formiranih izmeĎu 

glicina i histidina, serina i histidina, leucina i tirozina i triptofana i tirozina [415]. U 

poreĎenju sa hidrolizatima dobijenih pomoću papaina, kod onih dobijenih pomoću alkalaze, 

uočena je veća ekspozicija aromatičnih aminokiselina na površini molekula proteina, kao i 

veća fleksibilnost molekula. 

TakoĎe, objašnjenje za povećanu površinsku hidrofobnost svih hidrolizata bi trebalo 

potraţiti u činjenici da je usled kavitacije došlo do smanjenja meĎumolekulskih interakcija 

koje su uticale na reorganizaciju hidrofobnih regiona lociranih u unutrašnjosti molekula 
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proteina. Povećan je broj hidrofobnih grupa na površini molekula i na taj način je olakšana 

pristupačnost enzima peptidnim vezama u čiji sastav ulaze hidrofobne aminokiseline. Ovi 

rezultati mogu posluţiti i kao objašnjenje za povećanu emulgujuću sposobnost ultrazvučno 

pretretiranih hidrolizata (Slika 7.26) dobijenih pomoću alkalaze i papaina, jer je pokazano 

da je odmotavanje molekula proteina izazavano ultrazvučnim talasima dovelo do 

oslobaĎanja hidrofobnih aminokiselina tokom enzimske hidrolize koje se mogu smatrati 

odgovornim za povećanje indeksa aktivnosti emulzija i indeksa stabilnosti emulzija.  

Pregledom literature, ustanovljeno je da površinska hidrofobnost proteina zavisi od 

eksperimentalnih uslova (pretretman, hidroliza), karakteristika samih proteina (izvor, 

aminokiselinski sastav) i specifičnosti enzima i da moţe doći do povećanja ili smanjenje Ho 

nakon enzimske hidrolize [416]. Na primer, kontrolisana enzimska hidroliza proteina 

pasulja Vicia faba L. pomoću tripsina i izolata proteina soje pomoću pankreatina uticala je 

na povećanje Ho, što je objašnjeno delimičnom promenom konformacije proteina i 

oslobaĎanjem malih polipeptida ili peptida u rastvor. Kod oba supstrata, došlo je do 

izlaganja većeg broja hidrofobnih amino grupa iz unutrašnjosti molekula na površinu 

molekula, što je uticalo na povećanje površinske hidrofobnosti [417,418]. Nasuprot ovim 

rezultatima, drugi autori su došli do saznanja da kontrolisana enzimska hidroliza negativno 

utiče na površinsku hidrofobnost dobijenih hidrolizata proteina. Smanjenje Ho primećeno je 

nakon hidrolize sojinog brašna tripsinom, nakon hidrolize izolata proteina soje bromelinom, 

nakon hidrolize ekstrudiranog sojinog koncentrata alkalazom i esperazom, kao i nekon 

hidrolize koncentrata proteina pivskog tropa alkalazom [412,419-421]. Jung i sar. (2005) su 

pretpostavili da je smanjenje Ho posledica agregacije izloţenih hidrofobnih grupa (putem 

hidrofobnih interakcija) koja je dovela do promene konformacije molekula i premeštanja 

hidrofobnih grupa sa površine molekula u unutrašnjost novonastalih agregata [419]. 

Nasuprot pretpostavkama Jung i sar. (2005), Šuroka i sar. (2004) smatraju da delimično 

razvijanje proteina i oslobaĎanje polipeptida/peptida nakon enzimske hidrolize utiče na 

izmene molekula proteina, tako da dolazi do povećanja konformacione entropije i 

zauzimanje takve konformacije proteina za koju je karakteristično prisustvo hidrofilnih 

regiona na površini molekula [412,419].  

Što se tiče površinskog naelektrisanja, dobijene su negativne vrednosti zeta potencijala 

(Zo) nakon hidrolize enzimima alkalazom i papainom, sugerišući da su se stabilnost i 
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elektrokinetički potencijal hidrolizata odrţali stabilnim nakon ultrazvučnog pretretmana. 

Ovi rezultati se mogu dovesti u vezu sa ostvarenom povećanom rastvorljivošću (Slika 7.24) 

i sadrţajem sulfhidrilnih grupa (Slika 7.27). Posmatrajući sinergistički efekat ultrazvučnog 

pretretmana i specifičnosti enzima, mogu se konstatovati značajne (p<0,05) razlike u 

dobijenim vrednostima zeta potencijala hidrolizata. Prikazani rezultati su u saglasnosti sa  

prethodnim rezultatima (Slika 7.23) gde je pokazano da je pretretman UZS-20kHz značajno 

unapredio enzimsku hidrolizu proteina belanceta katalizovanu alkalazom i papainom. 

Povećanje stepena hidrolize uticalo je na povećanje površinskog naelektrisanja molekula 

proteina belanceta, što je u skladu sa rezultatima objavljenim od strane Liu i sar. (2014) 

[401].  

7.10.4. FTIR analiza hidrolizata dobijenih pomoću alkalaze i papaina 

FTIR analiza je spovedena kako bi se detaljnije ispitale eventualne razlike unutar 

sekundarne strukture ultrazvučno pretretiranih i hidrolizovanih proteina belanceta dobijenih 

pomoću alkalaze i papaina. Analizirani su uzorci koji su dali najveći stepen hidrolize, a to 

su hidrolizat dobijen pomoću alkalaze pretretiran UZS-20kHz tokom 15 min i hidrolizat 

dobijen dejstvom papaina pretretiran UZS-20kHz tokom 5 min. FTIR spektar u opsegu 

talasnih brojeva od 500-3500 cm
-1

 predstavljen je na Slici 7.29. 

 

Slika 7.29. FTIR spektar hidrolizata proteina belanceta dobijenih pomoću alkalaze i 

papaina, koji su pre hidrolize bili tretirani ultrazvukom ili nisu bili tretirani ultrazvukom 

(Pretretman: 20kHz, 15 min, 25 °C; Uslovi hidrolize: 50 °C, pH 8,maseni odnos E/S 2:81, 

10% -tni vodeni rastvor belanceta) 
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Apsorpcioni pik u opsegu talasnih brojeva od 3100-3500 cm
-1 

(Amid A) koji se 

pripisuje N-H i O-H vibracijama istezanja hidroksilnih grupa je nakon pretretmana UZS-20 

kHz promenio oblik i intenzitet usled interakcije O-H vibracija istezanja molekula vode i 

N-H istezanja izazvanog enzimskom hidrolizom proteina belanceta. Ultrazvučni pretretman 

je doveo do promena u intenzitetu vibracija istezanja C–H2, C–H i ꞊C–H veza na talasnim 

brojevima 1450, 1456, 2933 i 3060 cm
-1

 što se moţe dovesti u vezu sa hidrofobnim 

interakcijama i konformacionim promenama molekula izazvanim dejstvom ultrazvučnih 

talasa. U poreĎenju sa kontrolnim hidrolizatima, izraţenija apsorpciona traka oba 

hidrolizata primećena je na talasnim brojevima od 1300-1700 cm
-1

 koje odgovaraju Amid I 

i Amid II regionu, što će reći da je došlo do strukturnih promena unutar amidne veze. Kod 

oba hidrolizata, primećen je gubitak pika na 1516 cm
-1

 u poreĎenju sa kontrolama 

(hidrolize bez pretretmana). Na ovom talasnom broju javlja se pik koji potiče od vibracija 

istezanja aromatičnog prstena tirozina [422,423]. Odsustvo ovog pika na 1516 cm
-1

 je 

posledica promene mikrookoline ostataka tirozina koja se manifestovala promenom 

tercijarne i sekundarne strukture proteina belanceta pre hidrolize. Karakteristični pikovi na 

talasnim brojevima od 1550-1585 cm
-1

 potiču od COO
-
 vibracija istezanja karboksilnog 

kraja asparaginske i glutaminske kiseline, a njihov smanjen intenzitet kod oba hidrolizata, u 

poreĎenju sa kontrolom, je posledica konformacionih promena proteina izazvanih dejstvom 

ultrazvučnih talasa [424,425]. Na talasnoj duţini od 1620 cm
-1

 detektovani su pikovi 

manjeg intenziteta za oba hidrolizata. Ovo moţe biti posledica razaranja proteinskih 

agregata nakon ultrazvučnog pretretmana, koje se ogleda malim udelom strukture β-

naboranog lista unutar hidrolizata [426]. TakoĎe, primećeno je povećanje intenziteta pika 

na 1651 cm
-1

 kod hidrolizata dobijenih iz pretretiranih proteina, u poreĎenju sa kontrolom. 

Ovo povećanje intenziteta pika je ujedno i potvrda postojanja odreĎenog udela α-zavojnice 

unutar strukture hidrolizata [427]. Što se tiče Amid III regiona (1229-1301 cm
-1

), nisu 

detektovane bitne promene. Neophodno je istaći da je zabeleţen smanjen intenzitet pika 

unutar Amid VI regiona na 560 cm
-1

 za oba hidrolizata, u odnosu na kontrolu. Na ovoj 

talasnoj duţini detektuju se vibracije S-S veza, pa se moţe tvrditi da je došlo do smanjenja 

broja disufidnih veza nakon pretretmana UZS-20kHz. Ovo zapaţanje potvrĎuje ranije 

iznetu tvrdnju da je ultrazvučni pretretman uticao na povećanje sadrţaja sulfhidrilnih grupa 

u molekulu proteina, pa samim tim i kod hidrolizata (Slika 7.27). 
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Uopšteno govoreći, moţe se zaključiti da je ultrazvčni pretretman doveo do raskidanja 

interakcija izmeĎu susednih aminokiselinskih lanaca, kao i izmeĎu različitih delova 

molekula proteina i na ovaj način uticao na razmotavanje molekula proteina belanceta 

formirajući manje ureĎenu strukturu. Na osnovu ovih činjenica, moţe se zaključiti da su 

funckionalnost hidrolizata i njihova struktura veoma povezani i da su unapreĎena 

funkcionalna svojstva direktna posledica promene strukture proteina belanceta izazvane 

ultrazvučnim talasima visoke frekvence, čiji je uticaj delimično zadrţan i nakon enzimske 

hidrolize. MeĎutim, kako dolazi do raskidanja peptidnih veza u molekulu pod dejstvom 

enzima u toku hidrolize, naravno da se moţe govoriti samo o kombinovanom uticaju 

ultrazvuka i enzima, zbog čega je i vršeno poreĎenje sa kontrolom (hidrolizat dobijen samo 

osled dejstva enzima). 

7.10.5. FE-SEM analiza hidrolizata dobijenih pomoću alkalaze i papaina 

Kako bi se ispitao uticaj mikrostukture hidrolizata, koji su dobijeni iz proteina belanceta 

pretretiranih ultrazvučnim talasima frekvence 20 kHz pre hidrolize, na funkcionalna 

svojstva dobijenih hidrolizata, morfologija hidrolizata je okarakterisana pomoću metode 

skenirajuće elektronske mikroskopije sa emisijom polja (na engl. Field Emission Scanning 

Electron Microscope, FE-SEM). Analizirani su uzorci koji su dali najveći stepene hidrolize, 

a to su hidrolizat dobijen pomoću alkalaze pretretiran UZS-20kHz tokom 15 min i 

hidrolizat dobijen dejstvom papaina pretretiran UZS-20kHz tokom 5 min.Uzorci su osušeni 

tehnikom sprej sušenja na način opisan u metodi 6.3.15, a FE-SEM mikrografije sprašenih 

hidrolizata prikazane su na Slici 7.30. 
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Slika 7.30. FE-SEM mikrografije (uvećanje × 8,33 k, razmera =10 μm) hidrolizata 

dobijenog pomoću alkalaze iz nativnih proteina belanceta (a), hidrolizata dobijenog 

pomoću alkalaze iz prethodno pretretiranih proteina ultrazvukom (b), hidrolizata dobijenog 

pomoću papaina iz nativnih proteina belanceta (c) i hidrolizata dobijenog pomoću papaina 

iz prethodno pretretiranih proteina ultrazvukom (d)  

(Pretretman: 20kHz, 15 min, 25 °C; Uslovi hidrolize: 50 °C, pH 8, maseni odnos E/S 2:81, 

10%-tni vodeni rastvor belanceta) 

 

Dobijeni rezultati pokazaju da je morfologija čestica hidrolizata dobijenih pomoću 

alkalaze i papaina iz ultrazvučno pretretiranih proteina potpuno drugačija. Ustanovljeno je 

da je pretretman UZS-20kHz drastično uticao na promene površinske morfologije čestica 

hidrolizata, u poreĎenju sa hidrolizatima dobijenih iz proteina koji nisu bili podvrgnuti 

dejstvu ultrazvučnih talasa pre same reakcije hidrolize. Kao što se moţe i videti na Slici 

7.30a, primećeno je postojanje velikih proteinskih agregata kod netretiranih hidrolizata 
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dobijenih pomoću alkalaze (kontrola). Nasuprot ovom zapaţanju, morfologija čestica istog 

hidrolizata, pretretiranog UZS-20kHz, značajno je promenjena i uočena je pojava manjih 

sub-jedinica (Slika 7.30b) čime je potpuno reorganizovana struktura dobijenog hidrolizata. 

Dobijene su sferne čestice sa karakterističnim šupljinama. Sličnu morfologiju čestica 

detektovali su Čen (Chen) i sar. (2012), ali nakon hidrolize proteina belanceta papainom 

[230]. U poreĎenju sa hidrolizatom dobijenim dejstvom alkalaze, kod hidrolizata dobijenog 

pomoću papaina, nisu primećene pore unutar čestica (Slika 7.30d). Tokom ultrazvučnog 

pretretmana došlo je do razaranja meĎusobno povezanih strukturnih entiteta (Slika 7.30c) i 

obrazovanja zasebnih sfernih sub-jedinica na kojima nije primećeno postojanje šupljina. 

Slična morfologija uočena je kod hidrolizata zeina, proteina kukuruza, dobijenog pomoću 

alkalaze u slučaju kad je zein i pretretiran ultrazvučnim talasima [428]. U poreĎenju sa 

literatunim podacima, dobijeni su obrnuti rezultati, ako se uzme u obzir samo izbor enzima. 

U okviru ove disertacije, hidrolizati dobijeni pomoću papaina i pretretirani UZS-20kHz 

pokazali su istu morfologiju kao hidrolizati zeina, proteina kukuruza, dobijeni dejstvom 

alkalaze, koje su ispitali Đin (Jin) i sar. (2015). Razlike u rezultatima mogu se pripisati vrsti 

primenjenog ultrazvučnog pretretmana, različitim svojstvima proteina i različitim  

tehnikama sušenja (hidrolizat zeina je sušen tehnikom zamrzavanja). 

Na osnovu ovih rezultata, moţe se zaključiti da je ultrazvučni pretretman uticao na 

sprečavanje agregacije proteina belanceta raskidanjem disulfidnih veza, vodoničnih veza i 

kovalentnih i/ili nekovalentnih veza. Na ovaj način olakšana je naknadna enzmiska 

hidroliza, zahvaljujući dostupnosti većeg broja aktivnih mesta (iz unutrašnjosti molekula) 

koja su doprinela efikasnijem vezivanju alkalaze i papaina. Postoje brojni radovi u literaturi 

koji, takoĎe, ukazuju na to da ultrazvučni pretretman utiče na promenu morfologije čestica 

smanjenjem njihove veličine [155,157,174,429]. Za razliku od ovih saznanja, Statopulos 

(Stathopulos) i sar. (2004) su došli do zaključka da sonikacija proteina uzrokuje formiranje 

agregata proteina [430].  

Detektovane promene mikrostrukture su u saglasnosti sa prethodno uraĎenim 

analizama, gde je ustanovljeno da je došlo do promene sekundarne strukture hidrolizata, 

povećanja površinske hidrofobnosti i sadrţaja sulfhidrilnih grupa, pa se moţe potvrditi 

hipoteza da ultrazvučni pretretman dovodi do razaranja veza odgovornih za odrţavanje 

stabilne strukture proteina dovodeći do fragmentacije agregata. Ovo razaranje je posledica 
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formiranja lokalnih zona sa visokom temperaturom nakon implozije mehurova (kavitacija), 

turbulentnog kretanja tečnosti i veoma jakih sila smicanja nastalih usled udarnih 

ultrazvučnih talasa [105,431]. 

7.11.  KARAKTERIZACIJA DOBIJENIH HIDROLIZATA NAKON 

POSTHIDROLITIĈKIH TEHNOLOŠKIH POSTUPAKA 

Dosadašnji rezultati dobijeni tokom rada na ovoj doktorskoj disertaciji dali su objašnjenje 

mehanizma delovanja ultrazvučnih talasa na strukturu proteina belanceta i njihovu korelaciju 

sa funkcionalnim svojstvima. Primenom različitih ultrazvučnih ureĎaja, sa opsegom frekvenci 

od 20-40 kHz, kao i variranjem uslova izvoĎenja samog pretretmana (snaga ultrazvučnih 

talasa, duţina trajanja pretretmana, radna temperatura) pokušalo se da se doprinese objašnjenju 

promene strukture proteina belanceta nastale usled kavitacionog dejstva ultrazvučnih talasa, 

formiranja/razlaganja agregata proteina, kao i promene morfologije i veličine čestica 

pretretiranih proteina belanceta i njihovih hidrolizata. Sinergistički efekat ultrazvučnog 

pretretmana i naknadne enzimske hidrolize detaljno je razmatran, kao i njihov zajednički 

uticaj na poboljšana funkcionalna svojstva hidrolizata. Dobijeni rezultati mogu se smatrati 

valjanim prilikom uvoĎenja novih tehnoloških postupaka proizvodnje hidrolizata proteina 

belanceta, sa svrhom poboljšanja njihovih funkcionalnih, nutritivnih i organoleptičkih 

svojstava. 

Na osnovu svega do sada navedenog, poslednji deo ove doktorske disertacije posvećen 

je dobijanju hidrolizata u formi praha u cilju njihovog lakšeg lagerovanja i povećanja 

stabilnosti tokom skladištenja i čuvanja. Optimizovan je proces sušenja različitim 

postupcima i dobijeni prahovi su okarakterisani sa aspekta organoleptičkih, funkcionalnih i 

fizičko-hemijskih svojstava. Posebna paţnja bila je usmerena na očuvanje tehnološko-

funkcionalnih svojstava dobijenih hidrolizata tokom sušenja, jer je upravo čitav enzimski 

proces, koji je prethodio sušenju, optimizovan sa tog aspekta. Glavni cilj bio je da se ispita 

mogućnost dobijanja najmanje jednog novog proizvoda na bazi hidrolizata proteina 

belanceta, i to u praškastom obliku, koji bi posedovao ţeljena tehnološko-funkcionalna 

svojstva (rastvorljivost, svarljivost, ukus). 
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7.11.1. Optimizacija i izbor tehnike sušenja ultrazvuĉno pretretiranih vodenih 

rastvora hidrolizata proteina belanceta 

Sušenje uzorka u cilju dobijanja osušenog proizvoda sa zadrţanim tehnološko-

funkcionalnim karakteristikama, pogodnog za transport, korišćenje, odlaganje i dugotrajno 

skladištenje je jedna od najstarijih i najčešće korišćenih tehnoloških operacija. Danas se 

tehnološko različiti postupci sušenja koriste u skoro svim granama industrije. Pored 

unapred postavljenog zahteva u smislu svojstava i kvaliteta proizvoda, pri izboru 

odgovarajućeg načina sušenja mora se uzeti uobzir i njegova ekonomska i energetska 

efikasnost, kao i zahtevi trţišta. Poslednjih decenija došlo je do ekspanzije istraţivanja 

novih postupaka sušenja i njihovog modelovanja, što potvrĎuju brojni naučni radovi u 

specijalizovanim časopisima i meĎunarodni skupovi posvećeni isključivo problematici 

sušenja. 

Osim dobijanja ţeljenog krajnjeg proizvoda, koji bi pokazao dobru stabilnost tokom 

skladištenja, očuvanje stabilnosti proteina belanceta tokom procesa sušenja je jako bitno. 

Postoji nekoliko pogodnih tehnika koje mogu da se koriste za dobijanje stabilnih praškastih 

proteinskih formulacija. Najčešće korišćene tehnike su sušenje zamrzavanjam ili 

liofilizacija, gde dolazi do zamrzavanja rastvora proteina i sublimacije tečne faze pod 

vakuumom i sušenje raspršivanjem (sprej sušenje) koje se zasniva na aerosolizaciji rastvora 

proteina u struji toplog vazduha, prilikom čega dolazi do isparavanja vodene faze 

[432,433].  

Faktori koji utiču na kvalitet osušenog proizvoda su: sastav sirovine, tehnika i procesni 

parameti sušenja, fizičko-hemijske osobine hidrolizata, vrsta biokatalizatora korišćena u 

toku enzimske reakcije dobijanja hidrolizata, kao i promena komponente u toku 

tehnološkog procesa proizvodnje hidrolizata (dodavanje baze u cilju odrţavanja konstantne 

pH reakcionog medijuma / odsustvo baze). Kako bi se ispitao uticaj svih ovih parametara 

na svojstva osušenog proizvoda, finalna faza pripreme funkcionalnih dijetetskih 

suplemenata hidrolizata izvedena je pomoću dve različite tehnike sušenja : sprej sušenja i 

liofilizacije. Tokom optimizacije procesa sprej sušenja, ispitan je uticaj ulazne (110-180 

°C) i izlazne temperature (65-100 °C) na ţeljene karakteristike hidrolizata pripremljenih pri 

usvojenim procesnim parametrima ultrazvučnog preteretmana i hidrolize. Liofilizacija je 

vršena pri konstantnim procesnim parametrima datim u metodi 6.3.15. 
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Hidrolizat, koji je dobijen pod optimalnim uslovima (jednostepeni proces sa alkalazom) 

i koji je pokazao najbolja funkcionalna svojstva, podvrgnut je sušenju liofilizacijom i sprej 

sušenju. Na Slici 7.31 prikazani su dobijeni proizvodi osušeni liofilizacijom i to osušeni 

rastvor hidrolizovanog belanceta (dva uzorka desno) i kontrole (osušeno belance, levo), dok 

su na Slici 7.32 dati isti uzorci dobijeni tehnikom sprej sušenja. 

 

Slika 7.31. Belance i hidrolizat proteina belanceta osušeni liofilizacijom (sušnica: Alpha 1-

4 LSC plus, CHRIST) pod sledećim uslovima: uzorci su pre sušenja zamrznuti na -30 ° C u 

trajanju od 24 h (zamrznuti u staklenim Petrijevim kutijama u sloju debljine ~ 1 cm). Samo 

sušenje je vršeno pod sledećim uslovima:  glavno sušenje 12 h na -30 ° C pri 0,25 mbar; 

finalno sušenje 5 h na 35 ° C pri 0,25 mbar). Svi uzorci su nakon sušenja smešteni u 

zatvorene sudove i čuvani na ~ 4 ° C. 

 

Slika 7.32. Hidrolizati proteina belanceta osušeni sprej sušenjem pod sledećim uslovima: 

ulazna temperatura: 150 °C, izlazna temperatura 65 °C, protok tečnosti 8,5 ml/min, protok 

komprimovanog vazduha za disperziju tečnosti 800 l/h 

 

Kako ni u jednom slučaju nisu dobijeni fini prahovi hidrolizata, istraţivanje je bilo 

usmereno na ispitivanje uticaja procesnih parametara pri sprej sušenju koji bi uticali na 
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dobijanje praha ţeljene konzistencije. Ukoliko je protein nestabilan u rastvoru, on se obično 

suši liofilizacijom i prevodi u stabilniju formu. MeĎutim, kontrola ovog procesa je dosta 

sloţena, što dodatno usloţnjava tehnološki proces i značajno poskupljuje cenu proizvoda. 

Zbog toga je paţnja bila usmerena na ispitivanje procesnih parametara tehnikom sprej 

sušenja. Varirana je ulazna temperatura sušenja u opsegu od 110-180 °C, a zatim i izlazna 

temperatura u opsegu od 65-100 °C. MeĎutim, poznato je da veličina i morfologija čestica 

zavise od uslova sušenja . Na primer , pri niţim protocima obično se dobijaju veće čestice 

praha sa većim sadrţajem vlage , dok veći protoci utiču na smanjenje vodenih kapljica i 

nastanak čestica praha sa manjim sadrţajem vlage,usled lakšeg uklanjaja molekula vode iz 

malih kapljica u toku sprej sušenja [434]. Imajući ovo u vidu, bilo je neophodno ispitati i 

uticaj protoka tečne faze, kao i protoka komprimovanog vazduha za disperziju tečnosti 

tokom sprej sušenja. Protok tečne faze variran je u u intervalu od 4-8,5 ml/min, dok je 

protok komprimovanog vazduha za disperziju tečnosti variran u opsegu od 600-1050 l/h. 

Usvojeni procesni parametri prikazani su u Tabeli 7.7, a izgled dobijenog praha 

hidrolizata dobijenih iz ultrazvučno pretretiranih proteina belanceta osušenog pri 

optimalnim uslovima prikazan je na Slici 7.33. 

 

Tabela 7.7. Usvojeni procesni parametri sprej sušenja 

Uslovi sušenja 

Tul = 180 °C  (ulazna temperatura) 

Tizl = 90 °C (izlazna temperatura) 

Aspirator: 100% 

Pumpa: 40 - 50% 

Protok komprimovanog vazduha: 800 l/h 

Protok tečnosti: 6 ml/min 

Feed: 1 

Nozzle cleaner (raspršivač): 6 
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Slika 7.33. Prah dobijen sprej sušenjem hidrolizata pri usvojenim procesnim parametrima. 

Hidrolizat je dobijen enzimskom hidrolizom u jednostepenom procesu sa alkalazom pri 

čemu su proteini belanceta prethodno bili pretretirani ultrazvukom frekvence 40 kHz tokom 

15 min 

 

Pri usvojenim optimalnim uslovima, dobijen je finiji prah u poreĎenju sa dobijenim 

liofilizatom, kao i prahom dobijenim sprej sušenjem pri uslovima drugačijim od optimalnih 

(Slika 7.32.). Jasno se vidi razlika u formi ova dva praha, jer je pri optimalnim parametrima 

dobijen klasičan praškasti proizvod, dok je preliminarna faza ispitivanja pri uslovima 

drugačijim od optimalnih dala osušen proizvod u formi granula. Upravo zbog ove pojave 

bilo je neophodno izvršiti optimizaciju procesnih parametara sušenja, kako bi se dobio prah 

zadovoljavajuće konzistencije i granulacije, jer je pregledom literature utvrĎeno da na 

izgled krajnjeg osušenog proizvoda utiču operativni parametri procesa sušenja, kao i 

fizičko-hemijska svojstva uzorka [435-437]. Kako je u oba slučaja korišćen isti uzorak, 

pretiran ultrazvukom frekvence 40 kHz tokom 15 min i hidolizovan alkalazom, jasno je da 

su uslovi sušenja odgovorni za dobijenje prahova različite forme. Uopšteno, moţe se 

zaključiti da protok  komprimovanog vazduha nije imao uticaj na izgled dobijenog praha, 

dok su ulazna i izlazna temperatura pokazale značajan efekat na izgled finalnog proizvoda. 

UtvrĎeno je da se pri većim ulaznim i izlaznim temperaturama dobija prah bolje granulacije 

i konzistencije. IznenaĎujući rezultat je bio da se sprej sušenjem hidrolizata dobijenih iz 

ultrazvučno pretretiranih proteina belanceta dobio prah karakteristične bele boje. Poznato je 

da termički pretretman belanceta na visokim temperaturama utiče na odvijanja sloţene 

Majlardove reakcije, a nastali proizvodi ove reakcije utiču na tamnjenje proizvoda, pa je 

ţućkasta boja termički tretiranog belanceta jedan od glavnih problema za primenu prahova 
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na bazi proteina belanceta u prehrambenoj industriji. Kako bi se vizuelno i potvrdila ova 

činjenica, uraĎena je uporedna analiza sa hidrolizatom dobijenim pomoću alkalaze pod 

istim uslovima, ali sa termički pretretiranim proteinima belanceta (75 °C - 30 min) koji je 

osušen tehnikom sprej sušenja pri usvojenim optimalnim procesnim parametrima. Izgled 

dobijenog praha, uporeĎen je sa hidrolizatima koji su bili pretretirani ultrazvukom 

frekvence 40 i 20 kHz, a dobijeni rezultati su prikazani na Slici 7.34. TakoĎe, isti uzorci su 

osušeni i tehnikom liofilizacije, kako bi se eliminisao uticaj načina sušenja na dobijenu boju 

praha. 

 

Slika 7.34. Fotografije osušenih hidrolizata liofilizacijom (gore) i sprej sušenjem (dole). 

Liofilizacija je vršena pri konstantnim usvojenim parametrima: glavno sušenje 12 h na -30 

°C pri 0,25 mbar; finalno sušenje 5 h na 35 °C pri 0,25 mbar. Sprej sušenje je vršeno pri 

sledećim uslovima: Tul/Tizl 180/90 °C, protok tečnosti 6 ml/min, protok komprimovanog 

vazduha za disperziju tečnosti 800 l/h. Hidrolizati su dobijeni enzimskom hidrolizom u 

jednostepenom procesu sa alkalazom pri čemu su izvorni proteini bili pretretirani sa tri 

različita pretretmana. 

 

Slika 7.34. nam jasno govori da je moguće dizajnirati praškasti proizvod na bazi 

hidrolizata proteina belanceta u pogledu granulometrijskog sastava, izborom odgovarujećeg 

sistema za sušenje i optimalnih procesnih parametara. Sprej sušenje se pokazalo kao 

efikasnije, u poreĎenju sa liofilizacijom, mada u slučaju liofilizacije nije vršena 

optimizacija parametara sušenja. Još jedno moguće objašnjenje za bolje rezultate dobijene 

tehnikom sprej sušenja je da usled male veličine raspršenih kapi, kontaktna površina sa 
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agensom za sušenje se moţe smatrati velikom, što pogoduje intenzivnijem prenosu toplote i 

vlage i dobijanju sprašenog hidrolizata kome nije potrebna dorada naknadnim mlevenjem 

ili granulisanjem. Ovakav rezultat usmerio je tok daljeg istraţivanja na ispitivanje uticaja 

ulazne temperature sprej sušenja, pri konstantnim ostalim uslovima (izlazna temperatura, 

Tiz = 90 
o
C, protok 6 ml/min), na neka osnovna svojstva praškastog proizvoda. Pri tome, 

uticaji sušenja su praćeni na prethodno analiziranim hidrolizatima dobijenim pomoću dva 

tehnološka procesa, prilikom čega su izabrani hidrolizati pretretirani termičkim 

pretretmanom (30 minuta na 75 °C) i ultrazvučnim pretretmanom (15 min, frekvenca 40 

kHz). U oba slučaja je izvršena jednostepena enzimska hidroliza sa alkalazom pri 

korišćenju 10%-tnog rastvora belanceta u šarţnom reaktoru sa mehaničkim mešanjem na 

50 °C i pri pH 8. Dobijeni rezultati su prikazani u Tabeli 7.8. 

Lako se uočava da sa porastom ulazne temperature usled zagrevanja uzorka dolazi do 

pogoršavanje boje praškastog proizvoda, ali i da se disperziono vreme i sadrţaj vlage 

smanjuju gotovo linerano sa porastom temperature. Zbog toga, ulazna temperatura od 180 

o
C je izabrana kao optimalna. Isto tako, ono što treba naglasiti je da je prah dobijen 

sušenjem ultrazvučno pretretiranog hidrolizata pokazao daleko bolja svojstva: veće indekse 

svetloće i kraće disperziono vreme što je  u skladu sa vizuelno primećenim rezultatima 

prikazanim na Slici 7.34 i predstavlja veliki značaj za primenu proizvoda u prehrambenoj 

industriji. S aspekta boje i konzistencije dobijene osušene krajnje formulacije, hidrolizat 

pripremljen ultrazvučnim pretretmanom dao je prah sa najvećim intenzitom bele boje . Bela 

boja praha je od izuzetne vaţnosti, s obzirom da osušeno belance poseduje blago ţutu boju 

što nije poţeljno za implementaciju u dijetetskim suplementima. 
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Tabela 7.8. Fizičko-hemijska svojstva sprašenog hidrolizata proteina sprej sušenjem pri 

različitim ulaznim temperaturama i za dva različito pretretirana uzorka belanceta 

(ultrazvučno pri frekvenci od 40 kHz tokom 15 min i termički na 75 °C tokom 30 min) 

 Ulazna 

temperatura, 

Тul, (
о
C) 

Boja  

(L vrednost) 

Rastvorljivost 

pri pH 6 (%) 

Disperziono 

vreme (s) 

Sadrţaj 

vlage (%)* 

Hidrolizat 

dobijen iz 

termiĉki 

pretretiranih 

proteina 

150 78,25±0,42 93,55±1,12 18,23±0,97 8,09±0,06 

160 76,57±1,25 92,01±1,09 18,04±1,03 6,04±0,01 

180 60,19±1,94 92,01±1,14 16,66±1,23 4,05±0,01 

200 66,24±0,01 90,22±0,97 14,26±0,99 3,02±0,02 

Hidrolizat 

dobijen iz 

ultrazvuĉno 

pretretiranih 

proteina 

150 90,23±0,94 89,30±0,91 7,69±0,93 8,09±0,06 

160 89,05±1,04 89,30±1,01 7,65±0,96 6,66±0,08 

180 84,72±2,17 89,30±0,87 7,47±0,94 3,78±0,04 

200 80,02±0,34 88,20±0,82 6,24±0,89 2,23±0,03 

Kontrola 

(osušeni 

10%-tni 

rastvor 

belanceta) 

180 63,51±1,51 70,69±0,94 34,21±1,36 3,08±0,06 

*odreĎen Karl-Fišerovom metodom. 

 

Kao zaključak, moţe se reći da su ultrazvučni pretretman i kontrolisana enzimska 

hidroliza proteina belanaca pozitivno uticali na ponašanje proizvoda pri sušenju i dobijanje 

praškastog proizvoda boljeg kvaliteta, u poreĎenju sa konvencionalnim termičkim 

pretretmanom proteina belanceta. Dobijeni rezultati predstavljaju osnovu za dalji razvoj 

poluindustrijskih i industrijskih sistema, a primenom postignutih rezultata u praksi 

omogućio bi se razvoj efikasnijih, ekonomičnijih, sigurnijih i ekološki prihvatljivijih 

tehnologija u odnosu na one koje se trenutno primenjuju u domaćoj industriji. 
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7.11.2. Karakterizacija praškastih hidrolizata sa aspekta funkcionalnih, 

organoleptiĉkih i senzornih svojstava 

Različite tehnike sušenja mogu ireverzibilno denaturisati proteine i uticati na njihovu 

funkcionalnost nakon njihove re-hidratacije usled pojave agregacije i promene sekundarne 

strukture. Poznato je da, kada se proteini belanceta izloţe temperaturama iznad 70 
o
C, 

dolazi do promene njihove sekundarne i tercijarne strukture, delimičnog i potpunog 

razmotavanja molekula, što dovodi do agregacije, denaturacije i gubitka njihove 

funkcionalnosti. Kako je u prethodnim fazama istraţivanja optimizovan enzimski proces u 

pogledu dobijanja hidrolizata proteina belanceta poboljšanih funkcionalnih svojstava, u 

ovom delu istraţivanja bilo je vaţno utvrditi da li su sprašeni hidrolizati nakon re-

hidratacije zadrţali dobru rastvorljivost i ostala funkcionalna svojstva. Kako je sprej 

sušenjem dobijen finiji, manje lepljiv i bolje rastvorljiv prah u poreĎenju sa dobijenim 

liofilizatom, sva naredna ispitivanja krajnjeg oblika hidrolizata vršena su sa prahovima 

dobijenim isključivo tehnikom sprej sušenja. Isto tako, u cilju provere kvaliteta finalnog 

proizvoda, ispitana su nutritivna svojstva i hemijski sastav proizvoda nakon sušenja, kao i 

funkcionalna svojstva dobijenih prahova. TakoĎe, odreĎen je sadrţaj pepela, lipida i 

proteina pomoću AOAC standardnih metoda. 

Nakon ispitivanja funkcionalnih svojstava i ukusa hidrolizata dobijenih jednostepenom 

i dvostepenom enzimskom hidrolizom (odeljak 7.7.1, Tabela 7.4), ustanovljeno je da je 

većina hidrolizata imala gorak, slan i neprijatan ukus. Odsustvo gorčine je primećeno 

jedino kod hidrolizata dobijenog kombinacijom enzima alkalaza + flevorzim, ali je slan 

ukus zadrţan. Kako bi dobijeni hidrolizati imali potencijalnu primenu u prehrambenoj 

industriji, poţeljno je da imaju odgovarajući ukus i da se eliminiše njhova karakteristična 

gorčina i slan ukus. Primećen slan ukus hidrolizata je posledica dodavanja natrijum-

hidroksida u toku reakcije hidrolize u cilju odrţavanja konstantne pH vrednosti u sistemu 

(pH-stat metoda). U tu svrhu, odabrani hidrolizati, koji su u dosadašnjim ispitivanjima 

pokazali najbolja funkcionalna svojstva, podvrgnuti su procesu odsoljavanja nakon 

enzimske hidrolize. Odsoljovanje je vršeno dijaliziranjem dobijenih hidrolizata, kako bi se 

smanjila količina soli ili eventualno skroz uklonila iz rastvora. Prečišćavanje proteina se 

uglavnom odvija tehnikom nanofiltracije ili putem gel-filtracione hromatografije, 

korišćenjem SephadexTM punjenja za odsoljavanje, koje je izrazito skupo [438]. Kako bi 
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se smanjili ukupni troškovi proizvodnje hidrolizata proteina belanceta, izabrana je tehnika 

dijalize kao jeftina i pogodna za dobijanje hidrolizata ţeljenih karakteristika, sa aspekta 

isplativosti tehnološkog procesa proizvodnje. 

Pripremljeno je pet sprašenih hidrolizata koji su dobijeni iz proteina belanceta 

primenom različitih pretretmana (termički ili ultrazvučni) i koriščenjem različitih proteaza 

u jednostepenom i dvostepenom procesu. Svi uzorci su dijalizarani nakon završene 

hidrolize i osušeni raspršivanjem na sprej drajeru pri usvojenim procesnim parametrima 

datim u Tabeli 7.7. Kao kontrola korišćen je 10%-tni vodeni rastvor belanceta sprašen na 

isti način. Radi preglednosti uslovi hidrolize i pretretmana analiziranih uzoraka 

predstavljeni su tabelarno u Tabeli 7.9. 

 

Tabela 7.9. Pregled uslova pod kojim su dobijeni hidrolizati i njihov stepen hidrolize 

Uzorak Uslovi hidrolize i pretretman 

 

Tul/Tiz, 
o
C SH (%) 

HPB-1 20kHz-15min, alkalaza, dijaliza 24h 180 °C / 90 °C 39,01 

HPB-2 40kHz-15min, alkalaza, dijaliza 24h 180 °C / 90 °C 31,87 

HPB-3 75 °C-30min, alkalaza, dijaliza 24h 180 °C / 90 °C 18,93 

HPB-4 20kHz-5min, papain, dijaliza, 24h 180 °C / 90 °C 36,5 

HPB-5 40kHz-15min, alkalaza+flevorzim, 

dijaliza 24h 

180 °C / 90 °C 28,23 

Belance / 180 °C / 90
 
°C / 

 

Izabrani uzorci su okarakterisani sa aspekta boje, morfologije, stabilnosti i odreĎenih 

funkcionalnih svojstava sa ciljem pronalaţenja odgovarajućeg hidrolizata u formi praha 

koji bi pokazao najbolja navedena svojstva i potencijalno bio implementiran u neki od 

prehrambenih proizvoda. 

7.11.2.1. Tehnološko-funkcionalna svojstva 

Svojstva penjenja i emulgujuća svojstva sprašenih uzaraka prikazanih u Tabeli 7.9. 

predstavljena su na Slici 7.35. 
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Iz dobijenih rezultata zaključuje se da su svi ispitani uzorci pokazali poboljšanje 

svojstava penjenja i emulgujućih svojstava, u poreĎenju sa kontrolom (osušeno belance bez 

ikakvog pretretmana i hidrolize).  

Što se tiče kapaciteta penjenja, najveći kapacitet (78,98%) postignut je kod ultrazvučno 

pretretiranog uzorka HPB-1 primenom jednostepenog enzimskog postupka (alkalaza), uz 

prečišćavanje obavljenom dijalizom i sušenjem na temperaturi od 180°C. TakoĎe, veoma 

visoke vrednosti kapaciteta pene dali su i uzorci HPB-2 (70,26%) i HPB-5 (73,91%). U 

odnosu na kontrolu, ostvareno je povećanje od 73,2%, 54,1% i 62,1% za HPB-1, HPB-2 i 

HPB-5, redom. Rezultati dobijeni za stabilnost pene su pokazali isti trend kao i za kapacitet 

pene, sa izuzetkom kod uzorka HPB-1. Najstabilniju penu formirao je uzorak HPB-5 

(65,67%), zatim uzorak HPB-3 (65,27%) i HPB-2 (60,26%). Na osnovu dobijenih rezultata 

moţe se zaključiti da pretretman proteina belanceta ultrazvučnom sondom (UZS-20kHz), 

praćen jednostepenom enzimskom hidrolizom rezultuje najvišim kapacitetom penjenja, dok 

je najveća stabilnost pene zabeleţena, takoĎe, nakon ultrazvučnog pretretmana (UZK-

40kHz), ali tokom dvostepene enzimske hidrolize. Vaţno je istaći da se kapacitet pene nije 

narušio nakon sušenja uzoraka i da su dobijene vrednosti u granici statističke greške, te se 

mogu konstatovati poklapanja rezultata sa istim dobijenim analizom tečnih hidrolizata 

(Tabela 7.4, Slika 7.25). 

 

Slika 7.35. Svojstva penjenja i emulgujuća svojstva hidrolizata proteina belanceta osušenih 

tehnikom sprej sušenja 
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Najveća sposobnost stvaranja emulzije, izraţena kao indeks aktivnosti emulzije (IAE), 

zabeleţena je kod uzorka HPB-1 (168,6 m
2
/g). Za razliku od stabilnosti pene, ovaj uzorak 

se pokazao kao najpogodniji za dobijanje najstabilnije emulzije. Dobijena vrednosti indeksa 

stabilnosti emulzije, ISE, iznosila je 170,31 h. U poreĎenju sa kontrolom, ostvareno je 

povećenje IAE i ISE za 607,2% i 202,7%, redom. TakoĎe, veliku aktivnost stvaranja 

emulzije je pokazao i hidrolizat papaina pretretiran UZS-20kHz (HPB-4), ali njegova 

emulzija nije ostala stabilna tokom vremena. Interesantno je napomenuti da je uzorak HPB-

2 dao jako stabilnu emulziju (ISA = 95,56 h) iako je vrednost dobijena za IAE iznosila 

81,11 m
2
/g, u poreĎenju sa uzorkom HPB-3, čija je vrednost IAE bila pribliţno ista (84,44 

m
2
/g), ali je zabeleţena izrazito niska stabilnost od 41,11 h. I u ovom slučaju se ultrazvučni 

pretretman pokazao kao efikasan, jer su zabeleţeni pribliţno isti rezultati emulgujućih 

svojstava u poreĎenju sa onim dobijenim analizom tečnih hidrolizata dobijenih pod istim 

uslovima. UtvrĎeno je da tehnika sprej sušenja nije dovela do značajnih gubitaka 

emulgujućih svojstava osušenih hidrolizata. 

Veoma je malo dostupnih podataka u literaturi koji su se bavili uticajem sušenja 

hidrolizata proteina na emulgujuća svojstva i svojstva penjenja osušenih hidrolizata. 

Konkretno, za hidrolizate proteina belanceta dobijene pomoću papaina, manifestovano je 

smanjenje kapaciteta i stabilnosti pene, IAE i ISE nakon sprej sušenja pri ulaznoj 

temperaturi od 170-180 °C i izlaznoj od 70-80 °C, u poreĎenju sa tečnim hidrolizatima 

papaina [230]. Vrednosti IAE i ISE su bile 26 m
2
/g i 0,5 h, što je neuporedivo manje u 

odnosu na iste vrednosti dobijene u okviru istraţivanja sprovedenih tokom izrade ove 

disertacije. Obzirom da je u pitanju isti supstrat, isti enzim i gotovo identični uslovi sprej 

sušenja, bolja emulgujuća svojstva se mogu pripisati uticaju ultrazvučnog pretretmana pre 

reakcije enzimske hidrolize proteina belanceta. Lečavalier (Lechevalier) i sar. (2007) su 

utvrdili da sušenje negativno utiče na svojstva penjenja proteina belanceta usled velikog 

uticaja prenosa toplote koje je karakteristično za sprej sušenja [439]. Nasuprot ovim 

rezultatima, Tang i sar (2003) i Linerej (Linarés) i sar. (2001) su došli do zaključka da sprej 

sušenje hidrolizata proteina pirinčanih mekinja i hidrolizata glutena povoljno utiče na 

emulgujuća svojstva osušenih hidrolizata [440,441]. 

Ostala funkcionalna svojstva data su Tabeli 7.10. Kao što se moţe primetiti, ostvareno 

je povećanje rastvorljivosti gotovo kod svih uzoraka (osim kod HPB-4) u poreĎenju sa 
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kontrolnim uzorkom (osušeno belance). Najveći procenat rastvorljivosti zabeleţen je kod 

uzorka HPB-5, dobijenog u dvostepenom enzimskom postupku (alkalaza + flevorzim) 

nakon primene ultrazvučnog pretretmana UZK-40kHz. TakoĎe, značajan porast 

rastvorljivosti je detektovan i kod uzoraka HPB-1 i HPB-2, dobijenih u jednostepenom 

enzimkom postupku pomoću alkalaze, ali primenom dva različita ultrazvučna pretretmana. 

Korisno je istaći da su se oba primenjena ultrazvučna pretretmana (UZS-20kHz i UZK-

40kHz) pokazala efikasnim u pogledu povećanja rastvorljivosti osušenih hidrolizata i da 

nije primećena statistički značajna (p>0,05) razlika u dobijenim vrednostima kod ova dva 

uzorka. Uzorak HPB-3nije doveo do značajnog povećanja (p>0,05) rastvorljivosti u 

poreĎenju sa kontrolom. Generalno, moţe se konstatovati dobro slaganje rezultata sa istim 

rezultatima dobijenim analiziranjem tečnih hidrolizata, pa se zaključuje da sušenje 

hidrolizata tehnikom sprej sušenja nije dovelo do narušavanja rastvorljivosti testiranih 

uzoraka. Dobra rastvorljivost je zadrţana kod svih uzoraka, navodeći na zaključak da sprej 

sušenje nije uticalo na promene polarnosti i broj jonizujućih grupa kod hidrolizata, a da su 

manji peptidi dobijeni nakon enzimske hidrolize očuvali svoju polarnost i pokazali i dalje 

jak afinitet ka formiranju vodoničnih veza sa molekulima vode, utičući na taj način na 

rastvorljivost hidrolizata. 

Tabela 7.10. Funkcionalna svojstva osušenih hidrolizata proteina belanceta 

Uzorak Rastvorljivost 

na pH 8, (%) 

Kapacitet vezivanja 

vode, KVV 

(gvode/guzorka) 

Kapacitet 

vezivanja ulja, 

KVU (gulja/guzorka) 

Disperziono 

vreme, (s) 

HPB-1 85,68 ± 1,12 2,34 ± 0,12 1,49 ± 0,94 5,21 ± 0,89 

HPB-2 84,97 ± 1,94 1,61 ± 0.27 1,24 ± 0,87 7,47 ± 0,94 

HPB-3 80,12 ± 1,04 0,84 ± 0,03 1,16 ± 0,67 16,66 ± 1,23 

HPB-4 74,69 ± 1,45 1,27 ± 0,98 1,21 ± 0,51 9,67 ± 1,04 

HPB-5 95,37 ± 1,76 1,43 ± 0,21 1,32 ± 0,71 15,34 ± 1,47 

Belance 79,24 ± 1,81 0,63 ± 0,06 0,56 ± 0,08 34,21 ± 1,36 

 

Kapacitet vezivanja vode (KVV) predstavlja količinu vode koja se vezuje za hidratisani 

uzorak nakon primene centrifugalne gravitacione sile ili kompresije [442]. Po definiciji 
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datoj u Oksfordskom rečniku, KVV se definiše kao količina vode koju čestica moţe da 

adsorbuje. Konkretno, u slučaju molekula proteina, KVV se odnosi na sposobnost proteina 

da veţu odreĎenu količinu vode pomoću vodoničnih veza i da molekule vode smeste unutar 

matrice nastale povezivanjem peptidnih lanaca putem elektrostatičkih interakcija izmeĎu 

polarnih aminokiselinskih ostatataka i naelekstrisanih aminokiselina [443]. Na osnovu 

podataka datih u Tabeli 7.10 moţe se zaključiti da je najveći KVV pokazao uzorak HPB-1 

čime je ostvareno povećenje od 271,4% u odnosu na kontrolu. Isto tako, zadovoljavajuće 

vrednosti su zabeleţene kod uzoraka HPB-2, HPB-4 i HPB-5, dok ostvareno povećanje 

KVV kod uzorka HPB-3 nije bilo statistički značajno (p>0,05) u poreĎenju sa kontrolnim 

uzorkom. Kada se uporede samo uzorak HPB-1 (pretretman UZS-20kHz, alkalaza) i HPB-3 

(termički pretretman, alkalaza), moţe se reći da je ultrazvučni pretretman značajno 

doprineo povećanju KVV u odnosu na tradicionalni termički tretman procesiranja belanceta 

i da je ostvareno povećanje od 178,6%. Visoke vrednosti KVV su pokazatelj da HPB-1 u 

formi praha moţe imati potencijalnu primenu u prehrambenim proizvodima koji zahtevaju 

očuvanje sveţine i teksture proizvoda tokom skladištenja i čuvanja. 

Kapacitet vezivanja ulja (KVU) je, takoĎe, vaţno funkcionalno svojstvo proteina koje 

zavisi od površinskih karakteristika i hidrofobnosti molekula [444]. Sposobnost proteina da 

adsorbuju ulje je od velikog značaja za prehrambene proizvode, jer se na taj način sprečava 

gubitak ulja iz namirnica koji nastaje tokom termičke obrade i pripreme hrane u kućnim 

uslovima. Sa zdravstvenog aspekta, poţeljno je da namirnice sadrţe odreĎeni procenat ulja, 

jer se njegovim izlučivanjem u organizam smanjuje nivo holestorola u krvnoj plazmi [445]. 

Što se tiče rezultata KVU prikazanih u Tabeli 7.10 moţe se primeti povećanje svojstva 

vezivanja ulja kod svih hidrolizata u poreĎenju sa kontrolom. Najveći KVU pokazao je 

uzorak HPB-1, što je u skladu sa njegovom sposobnošću formiranja emulzije, jer je sa njim 

zabeleţen i najveći indeks aktivnosti emulzije (Slika 7.35). Osim uticaja ultrazvučnog 

pretretmana, koji je uzrokovao povećanje hidrofobnosti molekula proteina, moţe se reći i 

da je sušenja uzorka uticalo na povećanje površine proteina odgovorne za adsorpciju ulja, 

koja se manifestovala značajnim povećanjem KVU, kako kod uzorka HPB-1, tako i kod 

uzoraka HPB-2, HPB-4 i HPB-5. 

Što se tiče disperzionog vremena, primećeno je da je uzorku HPB-1, dobijenom nakon 

jednostepene enzimske hidrolize katalizovane alkalazom, pretretiranog ultrazvučnim 
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talasima frekvence 20 kHz tokom 15 min, bilo potrebno najmanje vremena da se potpuno 

rastvori u vodi. Nešto duţe disperziono vreme zabeleţeno je kod HPB-2 koji je dobijen, 

takoĎe, nakon jednostepene enzimske hidrolize katalizovane alkalazom, ali je pretretiran 

ultrazvučnim talasima frekvence 40 kHz tokom 15 min, kao i kod uzorka HPB-4 koji je 

dobijen nakon jednostepene enzimske hidrolize katalizovane papainom i pretretiranog 

ultrazvučnim talasima frekvence 20 kHz tokom 5 min. U poreĎenju sa kontrolnim uzorkom 

(belance), ova tri uzorka dala su najbolje rezultate, a dispreziono vreme je smanjeno 

pribliţno sedam, pet i četiri puta, za uzorke HPB-1, HPB-2 i HPB-4, redom. Generalno 

posmatrano, hidrolizati dobijeni iz ultrazvučno pretretiranih proteina i dobijeni u 

jednostepenom enzimskom postupku pomoću alkalaze ili papaina imaju najbolja 

disperziona vremena, dok su dvostepena enzimska hidroliza (HPB-5), kao i termički 

pretretman proteina (HPB-3) dali pribliţno ista disperziona vremena, ali daleko veća, u 

odnosu na hidrolizate dobijene nakon jednostepene enzimske hidrolize. Stoga, moţe se reći 

da ultrazvučno pretretirani uzorci naknadno hidrolizovani pomoću alkalaze ili papaina 

predstavljaju potencijalno dobar izbor prilikom formulisanja krajnjeg proizvoda 

namenjenog za primenu u prehrambenoj industriji.  

7.11.2.2. Zeta potential 

Što se tiče površinskog naelektrisanja, dobijene su negativne vrednosti zeta potencijala 

(Zo) i nakon sušenja hidrolizata, sugerišući da su se stabilnost i elektrokinetički potencijal 

hidrolizata odrţali stabilnim i nakon sprej sušenja. Ovi rezultati se mogu dovesti u vezi sa 

dobrom rastvorljivošću sprašenih hidrolizata (Tabela 7.10). UporeĎujući uticaj primenjenog 

pretretmana i specifičnosti enzima, mogu se konstatovati značajne (p<0,05) razlike u 

dobijenim vrednostima Zo nakon sušenja hidrolizata, u poreĎenju sa kontrolom. Prikazani 

rezultati su u saglasnosti sa postignutim stepenima hidrolize (Tabela 7.9), pa se moţe 

zaključiti da je povećanje stepena hidrolize uticalo i na povećanje površinskog 

naelektrisanja molekula proteina belanceta, što je u skladu sa rezultatima objavljenim od 

strane drugih istraţivača [401]. Kako je kod HPB-1 ostvaren najveći stepen hidrolize, tako 

je i vrednost Zo najveća, što će reći da su se proteini belanceta pretretirani 15 min sondom 

frekvence 20 kHz pokazali kao najstabilniji i poseduju molekule sa dovoljnom količinom 

negativnog naelektrisanja koje ne dovodi do aglomeracije i fluktuacije molekula proteina 
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belanceta tokom procesa sprej sušenja. Generalno, visoke vrednosti Zo mogu biti indikator 

odbojnih elektrostatičkih sila izmeĎu molekula proteina koje su odgovorne za sprečavanje 

agregacije proteina, a samim tim i na povećanje njihove stabilnosti tokom skladištenja i 

čuvanja. Kako su funkcionalna svojstva proteina uslovljena elektrostatičkim interakcijama 

meĎu molekulima, zaključuje se da zadrţana poboljšana funkcionalna svojstva hidrolizata 

nakon sprej sušenja mogu biti i posledica njihove velike stabilnosti i visokog negativnog 

površinskog naelektrisanja molekula proteina. 

 

Slika 7.36. Vrednosti zeta potencijala osušenih hidrolizata proteina belanceta 

7.11.2.3. Instrumentalno odreĊivanje boje prahova hidrolizata proteina 

belanceta 

Boja je jedan od osnovnih parametara kvaliteta hrane i njene promene mogu da utiču na 

nutritivna i organoleptička svojstva hrane. Uslovljena je različitima faktorima, kao što su 

vrsta polazne sirovine, način procesiranja, sadrţaj masti, prisustvo vlage, svetlost, 

temperatura, kao i dodatak različitih proteinskih suplemenata unutar finalne formulacije 

proizvoda [446]. 

Instrumentalno odreĎivanje boje prahova hidrolizata proteina belanceta obuhvatalo je 

merenje parametara L
* 

(svetlina), a
*
 (udeo crvene, odnosno zelene boje), b

*
 (udeo ţute, 

odnosno plave boje), c
*
 (zasićenost boje - ton) i h

*
 (nijansa boje - hromatičnost). Referentni 

uzorak na osnovu koga je izvršeno poreĎenje ispitivanih uzoraka i odreĎena razlika 

obojenja meĎu njima (ΔE
*
), bio je tabletiran hidrolizat pripremljen enzimskom hidrolizom 

ultrazvučno (20 kHz - 15 min) pretretiranog belanceta (HPB-1). Ovaj uzorak je uzet kao 
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referentni kako bi se ispitao uticaj ultrazvučnog pretretmana na boju dobijenih osušenih 

hidrolizata. Na osnovu dobijenih vrednosti svetline (L* = 0 crno, L = 100 belo), vrednosti 

crveno/zeleno koordinate boje (a
*
), kao i vrednosti ţuto/plavo koordinate boje (b

*
), izvršena 

su poreĎenja uzoraka sa kontrolnim uzorkom. Rezultati su prikazani na Slici 7.37 i 7.38. 

 

Slika 7.37. Merenje koordinata boja prahova hidrolizata u L
*
a

*
b

*
 sistemu boja (a), razlika u 

obojenju (b) i L
*
c

*
h

* 
sistemu boja (c) 
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Slika 7.38. Hidrolizati proteina belanceta osušeni sprej sušenjem pod sledećim uslovima: 

ulazna temperatura: 180 ° C, izlazna temperatura 90 ° C, protok tečnosti 6 ml/min, protok 

komprimovanog vazduha za disperziju tečnosti 800 l/h 

 

Na osnovu Slike 7.37a, moţe se zaključiti da vrsta primenjenog pretretmana, kao i 

način izvoĎenja enzimske reakcije hidrolize, imaju značajan uticaj na boju testiranih 

uzoraka. Zabeleţeno je povećanje L
*
 vrednosti (svetlina) kod uzoraka HPB-1, HPB-2, 

HPB-4 i HPB-5, u poreĎenju sa kontrolnim uzorkom (belance). Najsvetliji uzorak (L
*
 = 

90,12), sa skoro potpuno belom bojom praha, dobijen je nakon pretretmana ultrazvučnom 

sondom UZS-20kHz i njihovom kasnijom jednostepenom enzimskom hidrolizom 

katalizovanom alkalazom (HPB-1). TakoĎe, ovaj uzorak je pokazao najveće smanjenje a
*
 i 

b
*
 koordinata boje, što je i vizuelno potvrĎeno (Slika 7.38). Uzorak HPB-2 je, isto tako, dao 

izrazito veliku L
*
 vrednost (84,72), sa neznatno većim udelom ţuto/plavo koordinate boje 

(b
*
), u odnosu na uzorak HPB-1. Nije primećena statistički značajna (p>0,05) razlika u tonu 

(c
*
) i hromatičnosti (h

*
) meĎu uzorcima HPB-1, HPB-2, HPB-4 i HPB-5 (Slika 7.37c). Na 

osnovu vrednosti parametara a
*
 i b

*
 zapaţa se prisustvo ţutog tonakod uzorka HPB-3 (b

*
 = 

27,83), što je u skladu sa Slikom 7.38. Instrumentalno odreĎivanje definisalo je boju uzorka 

HPB-3 na granici izmeĎu ţuto–crvene (Slika 7.37c). Primena termičkog pretretmana 
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doprinosi ţutom tonu i pri tom povećava nijansu boje (h
*
) (Slika 87.37c) dajući najveću 

razliku u obojenju u odnosu na uzorak HPB-1 koji se pokazao kao najsvetliji (Slika 7.37b). 

Ţuta boja praha moţe da bude posledica odvijanja neenzimske Majlardove reakcije 

karamelizacije tokom termičkog pretretmana, koja je dovela do tamnjenja uzorka HPB-3. 

Da bi uopšte došlo do odvijanja Majlardove reakcije, neophodno je prisustvo karbonilne 

grupe (npr. redukujući šećer) i slobodne amino grupe proteina ili molekula aminokiselina. 

Poznato je da se u belancetu nalazi mali udeo glukoze (≤ 0,07%), pa se moţe pretpostaviti 

da ona reaguje sa ostacima lizina i aminokiselinskim ostacima na N-terminalnom kraju 

dobijenih peptida nakon enzimske hidrolize, utičući na taj način na odvijanje termičke 

reakcije redukcije šećera aminokiselinama (Majlardova reakcije). Isto tako, zna se da 

belance sadrţi i odreĎen sadrţaj lipida (oko 0,04%) koji mogu uticati na formiranje 

karbonilnih jedinjenja [447]. Nastanak ovih karbonilnih jedinjenja se dovodi u vezu sa 

lipidnom oksidacijom nastalom tokom skladištenja belanceta i ona, takoĎe, mogu biti 

odgovorna za odvijanje Majlardove reakcije sa aminokiselinama, dovodeći do tamnjenja 

krajnjeg proizvoda [448]. Studije Stjuarta (Stewart) i sar. (1948) i Štapelfelt (Stapelfeldt) i 

sar. (1997) su pokazale da mala količina glukoze (0,02%) značajno utiče na obojenje 

osušenog albumina i da je primećen porast prisustva karbonilnih jedinjenja u punomasnom 

mleku u prahu tokom skladištenja na 25 °C u roku od dva meseca (od 1,7% do 4,1%) 

[449,450]. 

U poreĎenju sa literaturnim podacima, kod uzoraka HPB-1, HPB-2, HPB-4 i HPB-5 je 

zabeleţena veća vrednost L
* 

koordinate boje, navodeći na zaključak da su se dobili svetliji 

prahovi sa većim udelom bele boje. Pojedini autori su utvrdili da je svetlina (L
*
) hidrolizata 

proteina belanceta dobijenih pomoću papaina i osušenih tehnikom sprej sušenja (Tul= 170 - 

180 °C, Tiz= 70 - 80 °C, protok 4 ml/min) iznosila 75,21, dok su vrednosti koordinata boje 

a
*
 i b

*
 iznosile 4,17 i 11,69, redom [230]. Isto tako, drugi istraţivači su dobili L

*
 vrednost 

koordinate boje belanceta osušenog sprej sušenjem od 77,91, sa vrednostima koordinata 

boje a
*
 i b

*
 od -6,21 i 10,35, redom [451]. 

Uopšteno govoreći, promena boje praha se moţe smatrati kompleksnim fenomenom na 

koji mogu uticati različiti faktori, a jedan od bitnijih faktora jesu reakcije oksidacije koje su 

javljaju tokom procesa sprej sušenja usled prisustva odreĎene koncentracije kiseonika u 

struji toplog gasa. Kako su u ovom radu, svi uzorci osušeni pri istim procesnim 
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parametrima datim u Tabeli 7.7., efekat oksidacije hidolizata tokom sušenja moţe se 

smatrati konstantnim za sve uzorke, ali je potrebno istaći i da se sušenje vršilo u jako 

kratkim vremenskim intervalima, stoga je uticaj reakcija oksidacije sveden na minimum. 

Generalno, moţe se zaključiti da ultrazvučno pretretirani uzorci (HPB-1, HPB-2, 

HPB-4 i HPB-5) imaju bolje karakteristike sa aspekta obojenosti od termički pretretiranog, 

osušenog uzorka pri istim uslovima. Isto tako, sa aspekta boje, bolja svojstva imaju uzorci 

koji su dobijani u jednostepenom enzimskom procesu (HPB-1, HPB-2, HPB-4), dok je 

hidrolizat dobijen kombinacijom enzima alkalaza + flevorzim (HPB-5) dao obojeniji prah 

sa primesom zeleno-ţutog obojenja (Slika 7.37c). Ono što posebno treba naglasiti je da je 

uzorak HPB-1 dobijen sušenjem hidrolizata pretretiranog ultrazvučnim talasima frekvence 

20 kHz pokazao najbolja svojstva: veće indekse svetline, kraće disperziono vreme i 

poboljšana ostala funkcionalna svojstva, što je od velikog značaja za krajnju primenu 

proizvoda i predstavlja izuzetan doprinos koji bi omogućio zamenu tradicionalnog 

termičkog tretmana procesiranja proteina belanceta i dobijanje proizvoda zadovoljavajuće 

boje i funkcionalnosti. 

7.11.2.4. Senzorna analiza praškastih hidrolizata proteina belanceta 

Glavni problem sa kojim se susrećemo pri pokušaju komercijalizacije proteinskih 

hidrolizata jeste gorak ukus većine hidrolizata koji je posledica prisustva hidrofobnih 

aminokiselinskih sekvenci u kratkim peptidima. Gorčina hidrolizata proteina negativno 

utiče na senzorna svojstva finalnog proizvoda, a javlja se usled nastanka peptida sa malom 

molekulskom masom nakon enzimske reakcije hidrolize koji su sastavljeni uglavnom od 

hidrofobnih aminokiselinskih ostataka. Aminokiseline koji najviše doprinose gorčini 

nastalih hidrolizata jesu valin, izoleucin, fenilalanin, triptofan, leucin i tirozin [452]. Postoji 

veliki broj radova koji se bavio ovom tematikom i neki od pokušaja smanjenja gorčine 

hidrolizata jesu: tretman aktivnim ugljem, alkoholna ekstrakcija, precipitacija, 

hromatografija, kontrolisanje stepena hidrolize proteina, kondenzovanje hidrolizata putem 

plasteinske rekcije indukovane proteazama ili korišćenje sprecifičnih enzima, kao što su 

egzopeptidaze [289,453-455]. 

U okviru ove disertacije, ispitana je gorčina hidrolizata dobijenih iz ultrazvučno i 

termički pretretiranih proteina belanceta prethodno hidrolizovanih pod različitim uslovima i 
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osušenih tehnikom sprej sušenja pri usvojenim procesnim parametrima. Analiziran je uticaj 

primenjenog pretretmana i enzimske hidrolize katalizovane različitim proteazama na 

prisustvo ili odsustvo gorkog ukusa dobijenih hidrolizata u formi praha. Na osnovu 

senzorne evaluacije šest individua ocenjena je gorčina hidrolizata, a rezultati su izraţeni u 

jedinicama koncentracije rastvora kofeina iste gorčine i prikazani su u Tabeli 7.11. Kofein 

je pripremljen u opsegu koncentracija 2-8 mg/ml. 

 

Tabela 7.11. Senzorna evaluacija gorčine dobijenih hidrolizata 

Individua 

Uzorak 1 2 3 4 5 6 

HPB-1 1
a
 1

a
 2

a
 0

a 
1

a 
1

a
 

HPB-2 2
a
 3

a
 1

a
 2

a 
2

a 
3

a 

HPB-3 6
b
 8

b
 7

b 
7

b 
8

b 
6

b 

HPB-4 3
a
 4

a
 3

a 
3

a 
3

a 
2

a 

HPB-5 2
a
 2

a
 1

a 
1

a 
2

a 
1

a 

Belance 5 6 6 6 5 5 

a
statistički značajno u odnosu na kontrolu (belance), 

b statistički nije značajno u odnosu na kontrolu (belance). 

 

Na osnovu dobijenih rezultata zaključuje se da najmanju gorčinu poseduje hidrolizat 

pretretiran ultrazvukom frekvence 20 kHz u vremenu od 15 min, hidrolizovan alkalazom, 

prečišćen dijalizom, uz naknadno sušenje na 180 °C (HPB-1). Isto tako, zaključuje se da 

kombinacija enzima alkalaza + flevorzim u dvostepenom enzimskom postupku, takoĎe, 

povoljno utiče na smanjenje gorčine ultrazvučno pretretiranih hidrolizata, čime je uzorak 

HPB-5 okarakterisan kao prijatan za konzumiranje (bez slanog, neprijatnog i gorkog 

ukusa). Flevorzim, kao egzopeptidaza, smanjuje gorčinu hidrolizata HPB-5, jer deluje na 

terminalne krajeve peptidnog lanca čime dovodi do oslobaĎanja aminokiselina koje ne 

poseduju hidrofobni karakter zasluţan za gorčinu peptida nastalih nakon hidrolize. 

Pregledom literature ustanovljeno je da se upotreba egzopeptidaza smatra veoma efikasnom 

za regulisanje gorčine proteinskih hidrolizata. Egzopeptidaza iz Aspergillus oryzae se 

pokazala kao korisna za smanjenje gorčine hidrolizata kazeina, proteina surutke i glutena, a 

tokoĎe i aminopeptidaze iz Streptococcus lactis i Thermus aquaticus YT-1. Sa druge strane, 

pšenična karboksipeptidaza dovela je do smanjenja gorčine hidrolizata kazeina 

oslobaĎanjem aminokiselina sa C-terminalnog kraja peptida [452]. 
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Uopšteno govoreći, svi ultrazvučno pretretirani uzorci prema oceni ispitanika su 

pokazali statistički značajno (p<0,05) smanjenje gorčine u poreĎenju sa kontrolnim 

uzorkom, ali se ne moţe sa sigurnošću tvrditi da je to zaista tako. Jedino kod uzorka HPB-

3, koji je bio pretretretiran termičkim tretmanom nije primećeno statistički značajno 

(p>0,05) smanjenje gorčine. Pošto je ostvaren mali stepen hidrolize (SH = 18,93%), u 

odnosu na ultrazvučno pretretirane hidrolizate, bilo je očekivano da će gorčina ovog uzorka 

biti smanjena, ali zabeleţen je drugačiji rezultat. Ovo se moţe objasniti činjenicom da je 

termički tretman izazvao takvu denaturaciju proteina, formirajući proteinske domene 

nepristupačne dejstvu alkalaze koji u svom sastavu nisu imali aromatične, alifatične i 

hidroksilne aminokiselinske sekvence, odgovorne za veliku specifičnost alkalaze. Sa druge 

strane, smanjena gorčina hidrolizata pretretiranih ultrazvučnim talasima je posledica 

drugačijeg mehanizma dejstva ultrazvučnih talasa na samu strukturu i organizaciju 

molekula proteina. Smatra se da je ultrazvuk, takoĎe, uticao na promenu konformacije 

proteina i reorganizaciju strukture, dovodeći do povećanja hidrofobnosti molekula, ali na 

takav način da je nakon hidrolize peptidnih veza došlo do formiranja aminokiselinskih 

lanaca koji su na terminalnim krajevima imali hidrofobne aminokiseline. Poznato je da 

kada su hidrofobne aminokiseline locirane na N- ili C-terminalnom kraju one manje utiču 

na gorčinu hidrolizata, u poreĎenju sa istim lociranim u unutrašnjosti molekula proteina 

[456]. Analizom dobijenih rezultata, moţe se reći da je uzorak tretiran ultrazvukom 

frekvence 20 kHz (HPB-1) pokazao najviši stepen hidrolize (SH = 39,01%) i najmanju 

gorčinu (prema oceni izabranih ispitanika), što ukazuje na mogućnost kombinacije ova dva 

postupka u cilju dobijanja prahova zadovoljavajućih svojstava. Primena odgovarajućih 

proteaza i optimizovanog postupka ultrazvukom rezultovala je poboljšanim senzornim 

svojstvima hidrolizata proteina belanceta. 

Na osnovu svih iznetih rezultata jasno se zaključuje da su svi hidrolizati pretretirani 

ultrazvučnim talasima pokazali dobre rezultate sa aspekta funkcionalnih, organoleptičkih i 

senzornih svojstava. MeĎu njima, kao najbolji, pokazao se uzorak HPB-1, pretretiran 

ultrazvukom frekvence 20 kHz u vremenu od 15 min, hidrolizovan alkalazom, prečišćen 

dijalizom, uz naknadno sušenje na 180 °C. Kako bi se utvrdio uticaj sušenja na 

funkcionalna svojstva sprašenog HPB-1, uraĎena je uporedna analiza tečnog i sprašenog 

HPB-1 i rezultati su dati u Tabeli 7.12. Na osnovu prikazanih rezultata moţe se 
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konstatovati da se rastvorljivost, svojstva penjenja i emulgujuća svojstva nisu značajno 

promenila nakon sprej sušenja, što je od velikog značaja za potencijalnu primenu 

hidrolizata kao nutritivnih proteinskih dodataka za specijalne potrošačke grupe. TakoĎe, 

uzorak HPB-1 je okaraterisan sa aspekta hemijskog sastava i uporeĎen je sa hidrolizatom 

koji je bio pretretiran termičkim tretmanom i sa netretiranim osušenim belancetom 

(kontrola). Rezultati su predstavljeni u Tabeli 7.13. 

 

Tabela 7.12. Uporedni pregled funkcionalnih svojstava HPB-1 pre i posle sušenja pod 

optimalnim uslovima 

Ispitivano svojstvo Sprašeni hidrolizat Teĉni hidrolizat 

Rastvorljivost na pH 8,% 85,68 ± 1,12 87,20 ± 1,34 

Kapacitet pene, KP,% 78,68 ± 1,12 80,92 ± 1,13 

Stabilnost pene, SP,% 42,67 ± 1,59 43,18 ± 1,04 

Indeks aktivnosti emulzije, IAE, 

m
2
/g 

168,6 ± 3,67 169,9 ± 2,47 

Indeks stabilnosti emulzije, ISE, 

h 

170,31 ± 2,59 172,37 ± 2,69 

Zeta potencijal, mV -47,9 ± 0,89 -48,2 ± 1,11 

 

Tabela 7.13. Hemijski sastav osušenih HPB u poreĎenju sa osušenim netretiranim 

belancetom pod istim uslovima  

 Sadrţaj 

vlage (%) 

Sadrţaj 

proteina (%) 

Sadrţaj 

pepela (%) 

Sadrţaj 

lipida (%) 

Sprašeni hidrolizat proteina 

belanceta pretretiran UZS-20kHz 

(HPB-1) 

3,56 ± 0,89 75,65 ± 1,59 5,01 ± 0,94 2,01 ± 0,04 

Sprašeno belance 3,08 ± 0,06 68,94 ± 1,14 3,98 ± 0,67 1,90 ± 0,06 

 

U poreĎenju sa kontrolom, primećen je povećan sadrţaj proteina kod HPB-1. Nije 

primećena statistički značajna (p>0,05) razlika u sadrţaju vlage, ali se moţe reći da je 

ostvareno znatno povećanje pepela kod uzorka HPB-1 u odnosu na kontolu (sprašeno 

belance). Veći sadrţaj pepela u odnosu na kontrolu je posledica dodavanja kiseline i/ili 
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baze neophodnih za regulaciju optimalne pH vrednosti enzima, kao i kontrole pH tokom 

same reakcije hidrolize. Prisustvo ugljenih hidrata nije zabeleţeno. Zbog velikog broja 

prednosti i dugoročnih efekata proizvodnje koji se mogu postići, pokazano je da ultrazvučni 

pretretman moţe biti alternativa tradicionalnoj termičkoj obradi proteina belanceta. 
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8.  ZAKLJUĈAK 

Osnovni cilj ove disertacije bio je da se doprinese razvoju enzimskog procesa hidrolize 

proteina belanceta i optimizaciji ultrazvučnog pretretmana kao adekvatnoj zameni za 

tradicionalni termički pretretman procesiranja proteina belanceta u prehrambenoj industriji. 

U okviru ove doktorske disertacije definisani su procesni parametri pri pretretmanu 

proteina belanceta ultrazvukom koji su optimalni sa aspekta izvoĎenja enzimske hidrolize, 

ali i sa aspekta funkcionalnih svojstava nativnih proteina belanceta i njihovih hidrolizata. 

TakoĎe, optimizovana je i odgovarajuća tehnika sušenja koja nije uticala na narušavanje 

unapreĎenih funkcionalnih svojstava tečnih hidrolizata proteina belanceta. 

Na osnovu rezultata prikazanih u ovoj doktorskoj disertaciji: 

  Pri ispitivanju uticaja ultrazvuĉnog pretretmana na funkcionalna i strukturna 

svojstva nativnih proteina belanceta, kao i na morfologiju i karakteristike ĉestica, 

izvedeni su sledeći zakljuĉci: 

 U poreĎenju sa netretiranim belancetom, rastvorljivost (R0) nativnih proteina 

belanceta značajno je povećana (p<0,05) nakon  primene sva tri ultrazvučna pretretmana, a 

vreme pretretmana od 15 min usvojeno kao optimalno za sva tri pretretmana. 

 UtvrĎen je porast kapaciteta pene (KP), stabilnosti pene (SP), indeksa aktivnosti 

emulzije (IAE) i indeksa stabilnosti emulzije (ISE) nativnih proteina belanceta pretretiranih 

ultrazvučnom sondom frekvence 20 kHz (UZS-20kHz), kao i ultrazvukom u kupatilima 

frekvence 40 kHz i 35 kHz (UZK-40kHz i UZK-35kHz). Vreme pretretmana od 15 min 

dalo je najbolje rezultate emulgujućih svojstava i svojstava penjenja za sva tri ultrazvučna 

pretretmana.  

 Najveće povećanje kapaciteta pene, stabilnosti pene, indeksa aktivnosti emulzije i 

indeksa stabilnosti emulzije zabeleţeno je nakon pretretmana UZS-20kHz i uočena je 

zavisnost izmeĎu stabilnosti pene, IAE i ISE i duţine pretretmana, dok se kapacitet pene 

nije statistički značajno (p>0,05) menjao tokom vremena pretretmana. 

 Nakon pretretmana ultrazvučnom sondom UZS-20kHz zabeleţen je statistički 

značajan (p<0,05) porast ukupnih i reaktivnih sulfhidrilnih grupa, a sličan trend ostvaren je 

i nakon pretretmana UZK-40kHz i UZK-35kHz. 
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 Kod UZS-20kHz i UZK-40kHz, primećen je porast površinske hidrofobnosti (Ho) 

molekula proteina belanceta sa vremenom pretretmana do 15 min, dok kod UZK-35kHz 

nije zabeleţena značajna promena (p>0,05) površinske hidrofobnosti tokom prvih 15 min 

pretretmana. Za vremenske intervale veće od 15 min zabeleţen je drastičan pad Ho kod sva 

tri ultrazvučna pretretmana.  

 UtvrĎeno je da sa porastom vremena ultrazvučnog pretretmana dolazi do značajnog 

porasta (p<0,05) vrednosti zeta potencijala za sva tri ultrazvučna pretretmana. Najveće 

negativne vrednosti dobijene su za pretretman ultrazvučnom sondom UZS-20kHz nakon 15 

min, zatim za UZK-40kHz nakon 15 min i na kraju za UZK-35kHz, takoĎe, nakon 15 min. 

 Uočena je linearna korelacija izmeĎu zeta potencijala i ostvarenog povećanja 

rastvorljivosti proteina belanceta, kapaciteta pene i stabilnosti pene nakon ultrazvučnog 

pretretmana, dok direktna korelacija izmeĎu zeta potencijala i IAE i ISE nije ustanovljena. 

 Pretretman proteina belanceta sondom UZS-20kHz prouzrokovao je pomeranje 

raspodele veličine čestica ka manjim prečnicima i uticao je na smanjenje polidisperznog 

indeksa (PdI), dok pretretman UZK-40kHz nije u tolikoj meri uticao na smanjenje čestica 

agregiranih molekula proteina belanceta. 

 Dobijena je negativna linearna korelacija izmeĎu veličine čestica i rastvorljivosti 

proteina belanceta nakon primene UZS-20kHz, a meĎusobna zavisnost izmeĎu IAE i ISE i 

veličine čestica je, takoĎe, potvrĎena i ustanovljeno je da sa smanjenjem čestica dolazi do 

poboljšanja emulgujućih svojstava primenom pretretmana UZS-20kHz. 

 Na osnovu FE-SEM mikrografa uočeno je narušavanje proteinskih agregata usled 

dejstva ultrazvučnih talasa i dobijene su čestice glatke strukture sa karakterističnim 

konkavnim šupljinama unutar same površine. 

 Ramanovom spektroskopijom pokazano je da je su pretretman sondom UZS-20kHz i 

ultrazvučnom kupatilu UZK-40kHz uticali na promenu sekundarne strukture proteina 

belanceta i ustanovljeno je da je pretretman UZS-20kHz imao veći uticaj na strukturna 

svojstva. 

 Zabeleţen je smanjen broj aerobnih bakterija nakon pretretmana sondom UZS-

20kHz, dok primenom UZK-35kHz i UZK-40kHz nije zabeleţeno smanjenje broja 

aerobnih bakterija koje formiraju kolonije. Prisustvo Salmonella enteritidis i 

Еntеrobаctеriаcеаe nije detektovano ni u jednom uzorkom. 
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  Pri ispitivanju uticaja ultrazvuĉnog pretretmana na efikasnost enzimske 

hidrolize proteina belanceta i tehnološko-funkcionalna svojstva dobijenih hidrolizata, 

izvedeni su sledeći zakljuĉci: 

 Ostvareni su veći stepeni hidrolize primenom sva tri ultrazvučna pretretmana, a kao 

najefikasniji pokazao se pretretman ultrazvučnom sondom UZS-20kHz. Vreme pretretmana 

od 15 min usvojeno je kao optimalno. Ovi rezultati su potpuno u skladu sa utvrĎenim 

promenama u strukturi proteina belanceta usled dejstva ultrazvuka frekvence 20 kHz u toku 

15 min. 

 Primenom jednostepenog enzimskog postupka, alkalaza se pokazala kao 

najefikasnija, dok je u dvostepenom enzimsku postupku kombinacija enzima alkalaza + 

neutraza dala najveće prinose peptida i stepene hidrolize. 

 Zagrevanjem vode ultrazvučnih kupatila frekvence 35 kHz i 40 kHz nije postignuto 

očekivano povećanje stepena hidrolize, jer očigledno da temosonikacija negativno utiče na 

konsekutivnu enzimsku hidrolizu. Vreme pretretmana od 15 min i temperatura vode unutar 

kupatila od 25 °C usvojeni su kao optimalni. 

 Primećeno je povećanje brzine enzimske reakcije sa povećanjem pH vrednosti 

supstrata. 

 Usvojen je empirijski kinetički model koji uzima u obzir inhibiciju supstratom u 

višku i dezaktivaciju enzima u skladu sa kinetikom drugog reda, kao pogodan za opisivanje 

procesa enzimske hidrolize ultrazvučno pretretiranih proteina belanceta u šarţnom 

reaktorskom sistemu. 

 Najveća konstanta brzine reakcije dobijena je nakon pretretmana ultrazvučnom 

sondom UZS-20kHz, dok je najmanje povećanje brzine reakcije ostvareno nakon 

pretretmana UZK-35kHz.  

 Pretretman UZS-20kHz uticao je na poboljšanje tehnološko-funkcionalnih svojstava 

(Ro, KP, SP, IAE, ISE, SH grupe) hidrolizata dobijenih hidrolizom pomoću alkalaze i 

papaina. Nakon hidrolize alkalazom, ostvarena je veća hidrofobnost u vremenskim 

intervalima od 2-15 min, dok kod hidrolizata papaina nije primećen statistički značajan 

(p>0,05) porast površinske hidrofobnosti sa vremenom ultrazvučnog pretretmana.  

 Elektrokinetički potencijal hidolizata odrţao se stabilnim nakon pretretmana UZS-

20kHz. 
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 FTIR analizom utvrĎena je razlika u strukturi hidrolizata dobijenih dejstvom alkalaze 

i papaina iz proteina belanceta pretretiranih UZS-20kHz. 

  Morfologija hidrolizata dobijenih iz pretretiranih proteina sondom UZS-20kHz, 

značajno je promenjena i uočena je pojava manjih sub-jedinica, u poreĎenju sa 

hidrolizatom dobijenim iz nativnih proteina belanceta. 

  Pri ispitivanju uticaja posthidrolitiĉkih procesa sušenja na funkcionalna, 

senzorna i organoleptiĉka svojstva osušenih hidrolizata proteina belanceta izvedeni su 

sledeći zakljuĉci: 

 Tehnika sprej sušenja se pokazala kao efikasnija u odnosu na liofilizaciju sa aspekta 

dobijanja praha ţeljene konzistencije i granulometrijskog sastava. 

 Optimizovan je proces sprej sušenja u cilju dobijanja sprašenih hidrolizata proteina 

belanceta ţeljenih karakteristika. 

 Primenom odgovarajućih proteaza i optimizacijom ultrazvučnog pretretmana 

polaznih proteina belanceta poboljšana su funkcionalna svojstva osušenih hidrolizata u 

poreĎenju sa netretiranim osušenim belancetom. 

 Svi ultrazvučno pretretirani hidrolizati su pokazali statistički značajno (p<0,05) 

smanjenje gorčine u poreĎenju sa termički pretretiranim hidrolizatom. 

 Upotreba ultrazvučne sonde frekvence 20 kHz tokom 15 min predstavlja najbolji 

izbor za poboljšanje funkcionalnih, senzornih i organoleptičkih svojstava dobijenih 

prahova. 

 Hidrolizat dobijen iz proteina belanceta pretretiranih UZS-20kHz se pokazao kao 

najsvetliji i potpuno je okarakterisan sa aspekta hemijskog sastava. 

 UtvrĎeno je da tehnika sprej sušenja nije uticala na narušavanje tehnološko-

funkcionalnih svojstava. 

 Pokazano je da ultrazvučni pretretman moţe biti alternativa tradicionalnoj termičkoj 

obradi proteina belanceta. 

 Dobijeni rezultati mogu posluţiti kao osnova za uvoĎenje novih tehnoloških 

postupaka obrade prirodnih proteina poput tehnologije ultrazvuka visokog intenziteta sa 

svrhom poboljšanja njihovih funkcionalnih, organoleptičkih i senzornih svojstava. 
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 Upotreba ultrazvučnog pretretmana predstavlja kraći proces koji traje nekoliko 

minuta, te je potrošnja energije manja u odnosu na tradicionalne tehnološke procese koji 

traju i po nekoliko sati. 

 

Na osnovu dobijenih eksperimentalnih podataka i detaljnog literaturnog pregleda, naučni 

doprinos ove disertacije ogleda se u objašnjenju mehanizma delovanja ultrazvučnih talasa na 

strukturu proteina belanceta pod odreĎenim uslovima i pokušaj uspostavljanja korelacije 

izmeĎu strukturnih svojstava molekula i tehnološko-funkcionalnih svojstava. Razvijena 

metoda ultrazvučnog pretretmana i naknadne enzimske hidrolize se moţe smatrati 

pogodnim izborom za potrebe dobijanja funkcionalnih peptida iz proteina belanceta. 

Dobijeni hidrolizati poseduju unapreĎena funkcionalna svojstva, u toj meri dovoljna, da se 

mogu korisiti kao aditivi hrani i/ili farmaceutskim proizvodima. Finalni rezultat disertacije 

je potpuno okarakterisan hidrolizat proteina belanceta u formi praha koji je kao takav 

spreman za plasman na trţište. Rezultati i zaključci izneti u ovoj disertaciji predstavljaju 

osnovu za dalji razvoj funkcionalnih prehrambenih proizvoda na bazi proteina belanceta.  
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Broj indeksa:             4009/2011 

Studijski program:        Biohemijsko inţenjerstvo i biotehnologija 

Naslov rada:                 Optimizacija enzimskih postupaka za dobijanje 

hidrolizata proteina belanceta kao komponenata funkcionalne hrane primenom 

tehnologije ultrazvuka visokog intenziteta 

 

Mentor:    Dr Zorica Kneţević-Jugović, vanredni professor 
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repozitorijum Univerziteta u Beogradu unese moju doktorsku disertaciju pod naslovom: 

 

OPTIMIZACIJA ENZIMSKIH POSTUPAKA ZA DOBIJANJE HIDROLIZATA 

PROTEINA BELANCETA KAO KOMPONENATA FUNKCIONALNE HRANE 

PRIMENOM TEHNOLOGIJE ULTRAZVUKA VISOKOG INTENZITETA 

 

koja je moje autorsko delo.  

 

Disertaciju sa svim prilozima predao/la sam u elektronskom formatu pogodnom za 

trajno arhiviranje.  

Moju doktorsku disertaciju pohranjenu u Digitalni repozitorijum Univerziteta u 

Beogradu mogu da koriste svi koji poštuju odredbe sadrţane u odabranom tipu licence 

Kreativne zajednice (Creative Commons) za koju sam se odlučio/la. 

1. Autorstvo 

2. Autorstvo - nekomercijalno 

3. Autorstvo – nekomercijalno – bez prerade 

4. Autorstvo – nekomercijalno – deliti pod istim uslovima 

5. Autorstvo – bez prerade 

6. Autorstvo – deliti pod istim uslovima 

(Molimo da zaokruţite samo jednu od šest ponuĎenih licenci, kratak opis licenci dat je 

na poleĎini lista). 

    

Potpis doktoranda 

U Beogradu,  

                                                 

 

 


