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ENZIMSKA MODIFIKACIJA PSENICNOG GLUTENA U CILJU SMANJENJA
NJEGOVE ALERGENOSTI I POBOLJSANJA FUNKCIONALNIH SVOJSTAVA

Sazetak

Proteini glutena spadaju u visokonutritivno vredne proteine koji ¢ine osnovnu hemijsku gradu
zrna Zzitarica, kao Sto su pSenica, raz i jeCam. Medutim, ovi proteini odlikuju se visokim sadrzajem
glutamina i prolamina $to ih ¢ini otporne na enzime (Pepsin, Tripsin i Himotripsin) prisutne u
digestivnom traktu ljudi. Kao posledica toga, konzumiranjem proizvoda bogatih glutenom obrazuju
se velike peptidne frakcije koje iniciraju imunogenu reakciju, ¢ine¢i tako ovaj protein jednim od
najznacajnih prehrambenih alergena. Upravo naveden problem posluzio je kao polazna osnova za
kreiranje cilja ove doktorske disertacije, u kojoj su istrazivanja bazirana na primeni enzima kao
biokatalizatora prirodnog porekla i nekonvencionalnih termickih tretmana, poput mikrotalasnog
zraCenja, zarad proizvodnje i modifikacije nealergenih proteina glutena. Generalno, u okviru ove
disertacije pristupilo se definisanju parametara netermickih postupaka za modifikaciju proteina
glutena iz pSenice kakav je mikrotalasno zracenje pod kontrolisanim uslovima u odgovaraju¢em
reaktoru, a sve u cilju smanjenja alergenosti, odnosno sadrzaja alergenih epitopa glutena. Osim toga,
u cilju smanjenja alergenosti pSeni¢nog glutena pristupilo se i razvoju biotehnoloskog postupka
zasnovanog na primeni proteolitickih enzima velike specifi¢nosti. Ovaj postupak je optimizovan uz
pazljivo definisanje svih vaznih procesnih parametara, ali je i upotpunjen i/ili dopunjen
kombinovanjem sa mikrotalanim zracenjem. Kao izvor pSeni¢nog glutena, u okviru eksperimenata,
koriséena su dva supstrata:

e prvi, model protein glutena poreklom iz pSenice (bogat frakcijama glutenina i
gliadina), i

e drugi, komercijalno dostupna sirovina koja se koristi u svakodnevnoj ishrani ljudi,
psenicno belo brasno.

U svakoj fazi eksperimentalnog rada vrSena je detaljna karakterizacija modifikovanog
pSeni¢nog glutena, kako model proteina, tako 1 pSeni¢nog brasna. Karaktertizacija je podrazumevala
ispitivanje alergenih svojstava modifikovanih proteina glutena primenom kompetitivnog ELISA testa
koji u sebi sadrzi RS monoklonska antitela. Potom, modifikovan gluten je okarakterisan sa aspekta
tehnolosko-funkcionalnih svojstava (penjenje, emulgovanje, povrSnko naelektrisanje), strukturnih
promena (FTIR analiza, RP-HPLC analiza, SDS-PAGE analiza) i bioaktivnih svojstava
(antioksidativna i antimikrobna aktivnost).

Detaljnije, u prvom delu istrazivanja ispitan je uticaj parametara mikrotalasnog zrac¢enja na
strukturu model proteina glutena poreklom iz pSenice, I njihova alergena svojstva. Delovanjem
mikrotalasnog zrac¢enja snage 200 do 800 W, utvrdene su promene u detekciji relativnog sadrZaja
alergenog epitopa glutena pomocu odabranog antitela. Poredenjem odabranog mikrotalasnog
tretmana sa konvencionalnim zagrevanjem, ispitan je uticaj 1 viSe razliCitih temperatura kako bi se
blize odredile promene nastale usled ovih tretmana. Sinergistickim delovanjem enzima kao
biokatalizatora, izvrSena je kontrolisana hidroliza model proteina glutena nakon mikrotalasnog
zracenja. Koris¢ena je komercijalna endopeptidaza Alkalaza kao biokatalizator za reakciju hidrolize
mikrotalasno tretiranog glutena. Primena mikrotalasnog pretretmana snage 200 W pri kontrolisanoj
temperaturi u trajanju od svega 1 min, a u kombinaciji sa enzimskom hidrolizom se pokazala kao
veoma efikasna, jer su proizvedeni hidrolizati proteina glutena ispoljili izuzetno poboljsanje
tehnolosko-funkcionalnih svojstava i antioksidativnih aktivnosti u poredenju sa netretiranim
glutenom.

Specifi¢ni netermalni efekat mikrotalasa je imao uticaj na strukturu i alergenost glutena, usled
¢ijeg dejstva je doSlo do unapredenja enzimske hidrolize. Ovo je potvrdeno jer termicki tretman
glutena pri potpuno istim uslovima je pokazao drugaciji uticaj na strukturu molekula, na osnovu ¢ega
se moze zakljuciti da mikrotalasni tretman rezultuje u jedinstvenim modifikacijama proteina. OpSte
je poznato da se usled smanjenja duzine peptidnih lanaca tokom hidrolize menjaju i tehnolosko-
funkcionalna svojstva proteina. Emulguju¢a stabilnost hidrolizata glutena sa i bez pretretmana



znacajno je unapredena u odnosu na sirov gluten, medutim do znacajnijeg unapredenja medu
uzorcima nije doslo prilikom ispitivanja stabilnosti formirane pene. Antioksidativna svojstva
proizvedenih hidrolizata glutena, pre svega sposobnost neutralizacije radikalskog katjona ABTS " i
DPPH" radikala znacajno Su unapredene u odnosu na polazni uzorak, dok se posebno istice
sposobnost heliranja jona Fe?*. S tim u vezi, krajnji hidrolizati sa i bez pretretmana pokazuju znacajnu
razliku u 1Csp vrednostima (mg/ml) prilikom ispitivanja mogucnosti heliranja jona metala. Metodom
dead-end ultrafiltracije, izvrSeno je frakcionisanje krajnjih hidrolizata, mikrotalasno pretretiranog i
kontrolnog, na frakcije peptida ta¢no definsanog opsega molekulskih masa, a u cilju pronalazenja
frakcije sa najizrazenijom antioksidativnom aktivnoSc¢u. Prilikom ispitivanja sposobnosti inhibicije
ABTS radikalskog katjona, nisu zabeleZzene znacajne razlike medu peptidnim frakcijama. Doprinos
peptidne frakcije F3 (3—10 kDa) zabelezen je prilikom testiranja inhibitorne aktivnosti prema DPPH
radikalima. Izmerene vrednosti stepena heliranja jona metala znacajno se razlikuju medu peptidnim
frakcijama istog uzorka, ali i medu uzorcima. Naime, ¢ak 10-25% vece aktivnosti su zabeleZene u
slucaju peptidnih frakcija dobijenih od mikrotalasno pretretiranih proteina glutena. Frakcije koje su
se posebno istakle su frakcija 2 sa peptidima molekulske mase 10-30 kDa, frakcija 3 (3—10 kDa) i
frakcija 4 (1-3 kDa).

U drugom delu istraZivanja u okviru ove disertacije, kao sirovina za modifikaciju glutena
koriS¢eno je belo psenicno brasno. Tom prilikom, u cilju modifikacije glutena iz pSeni¢nog brasna,
ali 1 samog brasna, istrazivana su sprovedena u dva dela. Prvi deo istrazivanja je bio baziran na
primeni prethodno usvojenih parametara enzimske hidrolize proteazom Alkalazom mikrotalasno
pretretiranog glutena, dok je naknadno izvrSena studija optimizacije postupka hidrolize pSeni¢nog
brasna u cilju kreiranja valjanog modela koji bi se mogao primeniti u postupku smanjenja alergenih
svojstava glutena iz brasna. S tim u vezi, prilikom hidrolize proteina brasna varirane su razli¢ite
koncentracije supstrata u cilju ispitivanja uticaja prisutnih skrobnih materija na sam postupak
hidrolize, a potom i na tehno-funkcionalna svojstva dobijenih hidrolizata glutena. Najveée smanjenje
sadrZaja alergenih epitopa glutena zabelezeno je kod uzorka pripremljenog kao 15% (w/w) suspenzija
brasna, pri ¢emu je razlika u alergenosti medu uzorcima potvrdena razlikom i odsustvom proteinskih
traka primenom SDS-PAGE elektroforeze. Emulgujuca svojstva su zna¢ajno unapredena postupkom
enzimske hidrolize, dok stabilnost formiranih emulzija nije znacajno unapredena. Ispitivanjem
svojstva penjenja zabelezene su znacajne razlike medu hidrolizatima, pri ¢emu je interesantno istaci
da se paZljivom kontrolom enzimske hidrolize mogu proizvesti hidrolizati sa dovoljno dugackim
polipeptidnim lancima koji formiraju dobre i stabilne pene. Visoke vrednosti antioksidativnih
aktivnosti dobijenih hidrolizata proteina pseni¢nog brasna potvrdene su u okviru ABTS i helatnog
testa, ¢ine¢i tako pripremljenje hidrolizate podobne za dalja ispitivanja koja se mogu sprovoditi za
potrebe kreiranja preparata sa unapredenim antioksidativnim svojstvima. Sumarno, ovim delom
istrazivanja evidentno je bilo da prirodno prisustvo skrobnih materija u formiranim suspenzijama ne
ometa sam postupak hidrolize, ve¢ ga ,,0lakSava“ jer dovodi do sprecavanja formiranja agregata, t].
usled hidratacije sastavnih delova gliadina i glutetnina prisustvo skrobnih materija ometa formiranje
glutenske mreze Cime se olakSava pristup enzima peptidnim vezama i unutrasnjosti supstrata.
Naknadnom optimizacijom postupka hidrolize pSeni¢nog braSna analiziran je uticaj procesnih
parametara: pH, temperature, enzim/supstrat (E/S) odnosa i koli¢ine supstrata na stepen hidrolize,
alergena svojstva i antioksidativne aktivnosti. Analizom dobijenog modela baziranog na 29
eksperimentalnih tacaka u okviru metode odzivnih povrsina, zakljuceno je da najveci uticaj na tok
hidrolize imaju pH, E/S odnos i koli¢ina supstrata (S), dok su alergena svojstva direktno bila
uslovljena sa pH i temperaturom procesa. Antioksidativna aktivnost zavisi najvise od primenjenog
pH tokom hidrolize i enzim/supstrat odnosa, dok na heliranje dodatno uti¢e i koli¢ina unetog
supstrata.

Kako bi se ispitala moguénost jo$ intenzivnije modifikacije pSenicnog glutena, ali 1 primene
enzimskog preparata Pronaze (endo- i egopeptidazna aktvnost), prevashodno u svrhu smanjenja
alergenih svojstava, istrazivanja su nastavljena u tom smeru. S obzirom na slabu dostupnost
literaturnih podataka u vezi delovanja ovog enzima na gluten, ova eksperimentalna postavka je
izvedena u cilju teorijskog ispitivanja mogucénosti primene Pronaze kao jo$ jednog preparata kojim



bi se smanjila alergena svojstva glutena. Naime, sa poveCanjem postignutog stepena hidrolize
zabeleZeno je smanjenje alergenih svojstava, unapredene su emulgujuce aktivnosti, dok je kapacitet
i stabilnost penjenja obrnuto zavistan od postignutog stepena hidrolize. Suprotno tome, najveéi
kapacitet i stabilnost penjenja pokazao je uzorak hidrolizata sa najmanjim stepenom hidrolize, usled
prisustva polipeptidnih lanaca srednjh molekulskih masa. SDS-PAGE elektroforezom potvrdeno je
odsustvo frakcija glutena velikih molekulskih masa (> 50 kDa). Dodatno, razlike i u antioksidativnim
svojstvima proizvedenih hidrolizata bile su ocigledne. Naime, svi uzorci su pokazali odredeni nivo
antioksidativne aktivnosti, pri cemu se u odnosu na hidrolizate dobijene Alkalazom, isti¢e smanjena
aktivnost hidrolizata prema jonima Fe?".

Dobijeni hidrolizat pSeni¢nog braSna sa najnizim relativnim sadrzajem glutena iskoriscen je
kako bi se ispitao njegov uticaj na reoloske osobine bezglutenskog brasna, heljdinog integralnog
brasna, na Miksolabu. Naime dodatkom hidrolizata postignuta je promena reoloskih osobina u vidu
smanjenja slabljenja glutenske mreze tacnije propadanja proteinske strukture tokom zagrevanja.
Dodatak hidrolizata uticao je i na promenu u aktivnosti amilaza, kao i na retrogradaciju skroba u
poslednjoj fazi analize.

Sveobuhvatno, sumiranjem rezultata dobijenih tokom istrazivanja sprovedenih za potrebe
izrade ove disertacije utvrdeno je da se primenom Alkalaze i Pronaze moze efikasno i do odredene
mere smanjiti prisustvo alergenih epitopa u sirovom glutenu koji izazivaju imuni odogovor u
osetljivim grupama populacije. Primena mikrotalasnog pretretmana dovodi do strukturnih promena
koje su zabelezene u sekundarnoj strukturi proteina glutena, a dodatno pozitivno pospesuju dalji tok
enzimske hidrolize. Tokom hidrolize proteina pSeni¢nog brasna, ustanovljeno je da prisustvo
skrobnih granula olaksava postupak enzimske hidrolize jer skrobne granule direktno sprecavaju
formiranje proteinskih agregata. Dobijeni hidrolizati proteina pseni¢nog brasna se mogu smatrati
hidrolizatima bogatim antioksidativnim peptidima, sa unapredenim odredenim funkcionalnim
svojstvima i smanjenom alergenoS¢u. Stoga, na osnovu svega izloZenog moguce je modifikovane
proteine glutena uzeti u razmatranje prilikom kreiranja novih proizvoda sa smanjenim alergenim
svojstvima. Finalno, kao doprinos istrazivanjima u okviru ove disertacije mozZe se pripisati i
ekonomi¢nost mikrotalasnog pretretmana kao i postupka hidrolize u prisustvu skrobnih materija, jer
primenom ovakvih postupaka moguce je izvrSiti odredeni nivo uStede tokom postupka proizvodnje
modifikovanih proizvoda glutena sa smanjenim sadrzajem alergenih epitopa (~ 20 ppm).

Kljuéne reci: psenicni gluten, pseni¢no brasno, mikrotalasno zrac¢enje, enzimska hidroliza,
alergenost, funkcionalna svojstva, antioksidativna svojstva
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ENYZMATIC MODIFICATION OF WHEAT GLUTEN IN ORDER TO DECREASE ITS
ALLERGENICITY AND IMPROVE ITS FUNCTIONAL PROPERTIES

Abstract

Gluten proteins belong to highly nutritionally valuable proteins that make up the basic
chemical structure of cereal grains, such as wheat, rye and barley. However, these proteins are
characterized by a high content of glutamine and prolamin, which makes them resistant to enzymes
(Pepsin, Trypsin and Chymotrypsin) present in the human digestive tract. As a consequence, by
consuming products rich in gluten proteins, large peptide fractions are formed that initiate an
immunogenic reaction, thus making gluten proteins one of the most important food allergens. The
problem just mentioned served as the starting point for creating the goal of this doctoral dissertation,
in which research is based on the application of enzymes as biocatalysts of natural origin and
unconventional thermal treatments, such as microwave radiation, for the production and modification
of non-allergenic gluten proteins. In general, within the framework of this dissertation, the parameters
of non-thermal procedures for the modification of wheat gluten protein, such as microwave radiation
under controlled conditions in a suitable reactor, were defined, all with the aim of reducing
allergenicity, i.e. the content of allergenic gluten epitopes. In addition, in order to reduce the
allergenicity of wheat gluten, the development of a biotechnological procedure based on the
application of highly specific proteolytic enzymes was also undertaken. This procedure was
optimized with careful definition of all important process parameters, but it was also completed and/or
supplemented by combining it with microwave radiation. As a source of wheat gluten, two substrates
were used in the experiments:

* the first, a model of gluten protein originating from wheat (rich in glutenin and gliadin
fractions), and

« the second, a commercially available raw material used in the daily diet of people, wheat
white flour.

In each phase of the experimental work, a detailed characterization of the modified wheat
gluten, both the protein model and wheat flour, was carried out. The characterization involved testing
the allergenic properties of modified gluten proteins using a competitive ELISA test that contains R5
monoclonal antibodies. Then, modified gluten was characterized from the spectrum of technological-
functional properties (foaming, emulsification, surface charge), structural changes (FTIR analysis,
RP-HPLC analysis, SDS-PAGE analysis) and bioactive properties (antioxidant and antimicrobial
activity).

In detail, in the first part of the research, the influence of microwave radiation parameters on
the structure of model gluten proteins originating from wheat, their allergenic properties, was
examined. By the action of microwave radiation with a power of 200 to 800 W, changes in the
detection of the relative content of toxic gluten epitopes using the selected antibody were determined.
By comparing the selected microwave treatment with conventional heating, the influence of several
different temperatures was examined in order to more closely determine the changes caused by these
treatments. Through the synergistic action of enzymes as biocatalysts, a controlled hydrolysis of the
gluten protein model was performed after microwave irradiation. Commercial endopeptidase
Alcalase was used as a biocatalyst for the hydrolysis reaction of microwave-treated gluten. The
application of microwave pretreatment with a power of 200 W at a controlled temperature lasting
only 1 min, and in combination with enzymatic hydrolysis, proved to be very effective, because the
produced gluten protein hydrolysates showed an exceptional improvement in technological-
functional and antioxidant activities compared to untreated gluten.

The specific non-thermal effect of microwaves had an impact on the structure and
allergenicity of gluten, which resulted in the improvement of enzymatic hydrolysis. This has been
confirmed because the thermal treatment of gluten under completely identical conditions has shown
a different impact on the molecular structure, from which it can be concluded that microwave
treatment results in unique protein modifications. It is generally known that due to the reduction in



the length of peptide chains during hydrolysis, the technological and functional properties of proteins
also change. The emulsifying stability of gluten hydrolysate with and without pretreatment was
significantly improved compared to raw gluten, however, no significant improvement was noted
among the samples when testing the stability of the formed foam. The antioxidant properties of the
produced gluten hydrolysates, above all the ability to neutralize the radical cation ABTS + and the
DPPH' radical, were significantly improved in comparison to the original sample, while the ability
to chelate Fe?* ions is particularly noteworthy. In this regard, the final hydrolysates with and without
pretreatment show a significant difference in 1Cso values (mg/ml) when examining the possibility of
metal ion chelation. Using the dead-end ultrafiltration method, fractionation of the final hydrolysates,
microwave pretreated and the control, was performed into peptide fractions with a precisely defined
range of molecular masses, with the aim of finding the fraction with the most pronounced antioxidant
activity. When testing the ability to inhibit the ABTS radical cation, no significant differences were
noted among the peptide fractions. The contribution of the peptide fraction F3 (3-10 kDa) was
recorded when testing the inhibitory activity against DPPH radicals. The measured values of the
degree of chelation of metal ions differ significantly among the peptide fractions of the same sample,
but also between samples. Namely, even 10-25% higher activities were recorded in the case of
peptide fractions obtained from microwave pretreated gluten proteins. Fractions that stood out in
particular were fraction 2 with peptides of molecular weight 10-30 kDa, fraction 3 (3—10 kDa) and
fraction 4 (1-3 kDa).

In the second part of the research within this dissertation, white wheat flour was used as a raw
material for gluten modification. Therefore, in order to modify the gluten from wheat flour, as well
as the flour itself, research was carried out in two parts. The first part of the research was based on
the application of previously adopted parameters of enzymatic hydrolysis with protease Alcalase of
microwave-pretreated gluten, while a subsequent study was carried out on the optimization of the
wheat flour hydrolysis procedure in order to create a valid model that could be applied in the process
of reducing the allergenic properties of gluten protein from flour. In this regard, during the hydrolysis
of flour, different concentrations of the substrate were varied in order to examine the influence of the
present starchy substances on the hydrolysis process itself, and then on the techno-functional
properties of the obtained gluten hydrolysates. The greatest reduction in the content of allergenic
epitopes of gluten was recorded in the sample prepared as a 15% (w/w) flour suspension, where the
difference in allergenicity between the samples was confirmed by the difference and absence of
protein bands using SDS-PAGE electrophoresis. The emulsifying properties were significantly
improved by the enzymatic hydrolysis procedure, while the stability of the formed emulsions was not
significantly improved. Upon examining the foaming properties, significant differences were noted
between the hydrolysates, revealing that careful control of enzymatic hydrolysis can yield
hydrolysates containing sufficiently long polypeptide chains that form good and stable foams can be
produced. The high values of antioxidant activity of the obtained wheat flour hydrolysate were
confirmed with the ABTS and chelation test, thus making the preparation of the hydrolysate suitable
for further tests that can be carried out for the purposes of creating preparations with improved
antioxidant properties. In summary, in this part of the research, it was evident that the natural presence
of starchy substances in the formed suspensions does not hinder the hydrolysis process itself, but
"facilitates” it because it leads to the prevention of the formation of aggregates, i.e. due to the
hydration of the components of gliadin and glutenin, the presence of starchy substances hinders the
formation of the gluten network, which facilitates the access of enzymes to peptide bonds and the
interior of the substrate. Subsequent optimization of the wheat flour hydrolysis procedure analyzed
the influence of process parameters: pH, temperature, enzyme/substrate (E/S) ratio and amount of
substrate on the degree of hydrolysis, allergenic properties and antioxidant activity. By analyzing the
obtained model based on 29 experimental points within the response surface method, it was concluded
that pH, E/S ratio and the amount of substrate (S) have the greatest influence on the hydrolysis
process, while the allergenic properties were directly conditioned by the pH and temperature of the
process. The antioxidant activity depends mostly on the applied pH during hydrolysis and the



enzyme/substrate ratio, while chelation is additionally influenced by the amount of introduced
substrate.

In order to examine the possibility of even more intensive modification of wheat gluten, but
also of the application of the Pronase enzyme preparation (endo- and exopeptidase activity), primarily
for the purpose of reducing allergenic properties, research was continued in that direction.
Considering the poor availability of literature data regarding the action of this enzyme on gluten, this
experimental setup was carried out in order to theoretically test the possibility of applying Pronase as
another preparation that would reduce the allergenic properties of gluten. Namely, with an increase
in the achieved degree of hydrolysis, a decrease in allergenic properties was noted, emulsifying
activities improved, while the capacity and stability of foaming are inversely dependent on the
achieved degree of hydrolysis. On the contrary, the hydrolysate sample with the lowest degree of
hydrolysis exhibited the highest foaming capacity and stability, due to the presence of polypeptide
chains with smaller molecular masses. SDS-PAGE electrophoresis confirmed the absence of gluten
fractions with large molecular masses (> 50 kDa). Additionally, differences in the antioxidant
properties of the produced hydrolysates were also evident. Namely, all the samples showed a certain
level of antioxidant activity, where in relation to the hydrolysates obtained by Alcalase, the reduced
activities of the hydrolysates towards Fe?* ions stand out.

The obtained hydrolysate of white wheat flour with the lowest relative gluten content was
used to examine its influence on the rheological properties of gluten-free flour, whole buckwheat
flour, on Mixolab. Namely, with the addition of hydrolysate, a change in rheological properties was
achieved in the form of a reduction in the weakening of the gluten network, more precisely, the
deterioration of the protein structure during heating. The addition of the hydrolysate also affected the
change in amylase activity, as well as the retrogradation of starch in the last phase of the analysis.

Overall, summarizing the results obtained during the research conducted for the purposes of
this dissertation, it was established that the use of Alcalase and Pronase can effectively, to a certain
extent, reduce the presence of allergenic epitopes in raw gluten, which trigger an immune response
in sensitive population groups. The application of microwave pretreatment leads to structural changes
that are recorded in the secondary structure of the gluten protein, and additionally positively promotes
the further course of enzymatic hydrolysis. During the hydrolysis of wheat flour, it was established
that the presence of starch granules facilitates the enzymatic hydrolysis process because the starch
granules directly prevent the formation of protein aggregates. The resulting wheat flour hydrolysates
can be considered as hydrolysates rich in antioxidant peptides, with improved specific functional
properties and reduced allergenicity. Therefore, based on everything presented, it is possible to take
modified gluten proteins into consideration when creating new products with reduced allergenic
properties. Finally, as a contribution to the research within this dissertation, the economy of
microwave pretreatment as well as the hydrolysis procedure in the presence of starch substances can
be attributed, because by applying such procedures it is possible to make a certain level of savings
during the production process of modified gluten products with a reduced content of allergenic
epitopes (~ 20 ppm).

Key words: wheat gluten, wheat flour, microwave radiation, enzymatic hydrolysis,
allergenicity, functional properties, antioxidant properties
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1. Uvod

Usled porasta populacije koji neosporno prate i sve veci zahtevi u pogledu dostupnosti hrane,
pred savremenim granama prehrambene industrije namecu se izazovi zasnovani na pronalazenju
alternativnih izvora hrane, hrane bogate visokovrednim proteinima, kao i tehnologijama za njihovu
proizvodnju i/ili preradu. Za prevazilazenje ovih izazova, tehnolozi se vrlo Cesto soucavaju sa
slede¢im moguénostima: proizvodnje novih prehrambenih proizvoda i dijetetskih suplemenata
unapredenih nutritivnih svojstava i kvaliteta, sa jedne strane, a sa druge strane sa smanjenjem
troSkova proizvodnje u pogledu smanjenja potrosnje energije, vode i naravno hemikalija. Sa druge
strane, zitarice kao biljna vrsta zauzimaju veliki udeo u svetskoj agroindustrijskoj proizvodnji, ali i
proizvodnji prehrambenih namirnica. U ljudskoj ishrani, zitarice se koriste kao namirnice bogate
hranljivim proteinima, poput glutena. Medu svim zitaricama, pSenica je treca zitarica po proizvodnji
u svetu 1 to posle pirinca i1 kukuruza, a druga po proizvodnji za ljudsku ishranu. Tako, pSenic¢no
brasno se najces¢e primenjuje u proizvodnji pekarskih proizvoda, hlebova i kola¢a, dok gluten,
sacinjen od proteinskih subjedinica gliadina i glutenina, predstavlja najvecu proteinsku frakciju medu
skladi$nim proteinima pSeni¢nog zrna. S obzirom na ¢injenicu da je glavni nusproizvod u procesima
proizvodnje skroba, gluten kao takav se moze iskoristiti dalje u razli¢itim proizvodnim procesima u
prehrambenoj industriji.

Proteinske subjedinice bogate su aminokiselinama glutaminom i prolinom, ¢ijim prisustvom
se obezbeduje nutritivna vrednost proteina glutena u pogledu koli¢ine aminokiselina. Viskoelasti¢na
priroda pSenicnog glutena i njegovih subjedinica, glutenina i gliadina, igraju vaznu ulogu u procesu
pecenja jer povecavaju kapacitet zadrzavanja gasa i elasti¢nost testa ¢ime se poboljSavaju teksturna
svojstva hleba. Kvalitet i struktura pecenih proizvoda su upravo povezani sa glutenom. Proteinske
frakcije glutena poboljsavaju snagu, rastegljivost, zadrzavanje gasova i rok trajanja testa, a takode
poboljsavaju i svojstvo zadrzavanja vode u testu (Asrarkulova & Bulushova, 2018). Detaljnije, da bi
nastala viskoelasticna mreza glutena, prethodno je potrebno izazvati reakciju umrezavanja njegove
dve gradivne proteinske subjedinice, u alkoholima rastvorljivih gliadina i u rastvorima kiselina/baza
rastvornih glutenina. Jednostavnim dodavanjem vode u proteinsku smesu u kojoj se nalaze gliadini i
glutenini, dolazi do formiranja viskoelasticne mreze glutena. Gliadini u toj formaciji doprinose
viskozitetu 1 ekstenzibilnosti testa, dok su glutenini odgovorni za ja¢inu 1 elasti¢nost testa.

Prilikom konzumiranja proizvoda bogatih glutenom, vrlo Cesto dolazi do negativnih
gastrointestinalnih poremecaja. Gluten, preciznije njegove sastavne komponente se dovode u vezu sa
mnogim bolestima i poremecajima u ljudskom organizmu, i mogu se podeliti na: autoimune,
alergijske i urodene poremecaje. Dugi peptidni lanci proteina glutena u sebi sadrze epitope koji usled
kontakta sa sluzokoZzom creva izazivaju imuni odgovor. Prema dostupnim podacima iz trenutnih
istraZivanja, naucna zajednica jo$ uvek u vecini sSmatra da je najbezbednije u potpunosti eliminisati
gluten iz upotrebe kako bi se u potpunosti obezbedio izostanak imunog odgovora nakon konzumacije
proizvoda koji sadrze gluten. Rezultati istraZivanja koja se bave ispitivanjem razliitih
imunotoksi¢nih epitopa glutena i njihovog porekla ukazuju na ¢injenicu da peptidni lanci sa 9 i manje
aminokiselina u svom sastavu neometano prolaze kroz digestivni trakt Coveka 1 istovremeno ne
izazivaju imuni odgovor ili bilo kakav vid nelagodnosti.

Usled eliminisanja odredenih proizvoda koji u sebi sadrze gluten, potrosac¢i moraju naci
zamenski proizvod iz iste kategorije namirnica kako bi odrzali odredeni kvalitet zivota. U tom
pogledu, od industrije se u nekoj meri zahteva da na trziSte plasira adekvatne zamenske proizvode
istih tehno-funkcionalnih i senzornih svojstava koji ¢e u adekvatnoj meri nadomestiti nedostatak
zamenjenog proizvoda sa glutenom. Samim tim se tezi ka pronalazenju proizvoda sa velikim
sadrZajem proteina koji ¢e bez nekog veceg uticaja na cenu i kvalitet finalnog proizvoda nadoknaditi
uklonjeni gluten. Trenutno se na trzistu mogu naci proizvodi koji u sebi ne sadrze gluten, i to u vidu
hlebova, keksa, preliva i poslastica, koji su oznaceni kao hrana bez glutena ili ,,bezglutenski®
proizvodi. Medutim, hrana bez glutena je obi¢no loSijeg kvaliteta u pogledu nutritivnog sastava 1
senzornih svojstava zbog Cega se obogacuje dodatkom razli¢itih funkcionalnih sastojaka. Naime,
proizvodaci da bi nadoknadili nedostatak glutena moraju dodati vise ugljenih hidrata, masti i aditiva
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kako bi finalni proizvod imao tehnoloSko-funkcionalna svojstva koja pariraju proizvodu iz iste
kategorije koji u sebi sadrzi gluten. Sam postupak dodavanja aditiva i povecan sadrzaj Secera naruSava
nutritivnu vrednost finalnog proizvoda. Ovim se postupak proizvodnje poskupljuje, dok se nutritivni
kvalitet proizvoda narusava. Uprkos savremenim nau¢nim dostignuéima, zamena glutena u
proizvodima na bazi zitarica i dalje predstavlja veliki tehnoloski izazov. Otuda, u biotehnoloskim
naucnoistrazivaCkim 1 razvojnim centrima i dalje vlada veliki interes za kreiranjem novih
funkcionalnih ,,bezglutenskih* proizvoda koji bi nutritivno obezbedili potreban unos proteina, ali 1
pokazali pozitivan uticaj na smanjenje uticaja faktora rizika za razvoj savremenih bolesti.

Pronalazenje i primena razli¢itih biotehnoloSkih postupaka kao i savremenih netermickih
fizicko-hemijskih postupaka obrade, koji ¢e omoguditi kreiranje proizvoda na bazi pSeni¢nog glutena
sa umanjenom ili potpuno otklonjenom imunoreaktivnosti uz ouvanje nutritivnih i funkcionalnih
svojstava, predstavljaju osnovni cilj istrazivanja ove doktorske disertacije. Jedan od pristupa
podrazumeva razvoj inovativnog biotehnoloskog postupka zasnovanog na kreiranju, odabiru,
optimizaciji 1 primeni odgovarajuc¢eg enzimskog preparata u cilju izvodenja procesa hidrolize tj.
proteoliti¢ke razgradnje pSeni¢nog glutena na manje frakcije $to bi dovelo do smanjenja alergenog
potencijala i unapredenja tehnoloSko-funkcionalnih svojstva. Smanjenjem duzine peptidnih lanaca u
subjedinicama pSeni¢nog glutena, uspes$no bi se smanjio sadrzaj imunotoksi¢nih epitopa i izbegao bi
se imuni odgovor koji se javlja u intestinalnom traktu kod osoba intolerantnih na gluten. Ovo bi dalje
bilo od znacaja za preusmeravanje proizvodnog pristupa hrane bez glutena u pogledu takozvanog
prevodenja glutena u nealergen, modifikovan, oblik i njegove primene umesto potpunog
eliminisasanja glutena iz prehrambenih proizvoda.

Shodno tome, u okviru istrazivanja u ovoj disertaciji novoproizvedeni proteoliticki enzimi i
komercijalno dostupne proteaze primenice se u dva proteinska sistema, tj. na dva proteinska supstrata.
Prva primena podrazumevace upotrebu proteina sirovog izolovanog pseni¢nog glutena, dok ¢e druga
primena proteaza biti direktno izvedena na pSenicnom brasnu. Oba postupka ¢e biti izvedena u
identi¢no postavljenom Sarznom reaktoru sa mesanjem i kontrolom temperature. Na osnovu podataka
o upotrebljenoj koli¢ini enzimskog preparata, koli¢ine supstrata i operativnih uslova, dobice se podaci
neophodni za definisanje samog postupka. Nakon utvrdivanja optimalnih operativnih uslova na
model proteinu, moZe se oti¢i korak dalje, 1 ispitati sinergisti¢ko dejstvo mikrotalasnog pretretmana
1 enzimske hidrolize izolovanog glutena iz pSenice.

Potom, ispitace se moguénost enzimske hidrolize glutena u prisustvu vece koli¢ine ¢vrstih
materija uglavnom skroba (komercijalno pSeni¢no brasno), kako bi se obezbedilo Sto vece
iskori§¢enje supstrata i obezbedio ekonomski isplativ postupak. Na osnovu dostupnih literaturnih
podataka koji se odnose na ispitivanje proteina glutena, uglavnom se kao polazne sirovine koriste
cela zrna pSenice ili braSna, od kojih se umesi testo 1 formira glutenska mreZa, a iz kog se potom
kaskadnim hemijskim postupcima izoluju glavne proteinske frakcije glutena (gliadini i glutenini).
Tako izolovane frakcije potom se tretiraju odredenim odabranim biotehnoloskim postupcima.

U okviru ove doktorske disertacije odabran je drugaciji pristup enzimskog tretmana glutena
iz pSeni¢nog brasna, 1 to tako da se enzimom deluje direktno na sirovo pSeni¢no brasno bez dodatnih
koraka koji ukljucuju upotrebu vode i hemikalija. Vazno je ista¢i da se tokom procesa odvajanja
glutena utroSe velike koli¢ine vode po toni preradenog braSna, pri ¢emu se javlja problem uklanjanja
1 odlaganja teCnog otpada koji u sebi sadrzi rastvorne proteine, skrobne materije, Secere 1 vlakna.
Osim problema koji se javlja usled procesa separacije, postoji i problem koji se tice ocuvanja
funkcionalnih svojstava glutena. Navlazeni gluten je podlozan temperaturnoj denaturaciji pri cemu i
niske temperature mogu imati los uticaj na viskoelasti¢na svojstva. lako postoje studije koje se bave
direktnom enzimskom hidrolizom pSeni¢nog brasna, fokus takvih istrazivanja je na uticaju skroba na
sam proces hidrolize, ali ne i na detaljniju karakterizaciju dobijenih hidrolizata glutena (Hardt, Boom,
& van der Goot, 2015). Pristupom direktnog delovanja enzima na sirovo brasno, kakav je u ovoj
disertaciji, izbe¢i e se trosenje nepotrebno velikih koli¢ina vode neophodne za ispiranje formiranog
testa kako bismo izolovali gluten, a potom 1 hemikalija, §to je sluc¢aj u industriji skroba. Na osnovu
podataka prikupljenih iz ovih eksperimenatalnih analiza, utvrdi¢e se mogué¢nost i efikasnost primene
enzimskog preparata za hidrolizu brasna u prisustvu skrobnih materija. Pripremljeni hidrolizati
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pSeni¢nog brasna okarakterisace se u pogledu bioaktivnih svojstava, pre svega antioksidativne
aktivnosti, funkcionalnih karakteristika, ali najvazije i u pogledu koli¢ine zaostalih imunotoksi¢nih
epitopa.

Tre¢i biotehnoloski pristup kreiranju proteina glutena sa smanjenim sadrzajem
imunotoksicnih epitopa podrazumevace upotrebu mikrotalasnog zracenja pri kontrolisanim uslovima
temperature, intenziteta zracenja i duzine trajanja tretmana. U tu svrhu koristice se mikrotalasni
reaktor, i1 prevashodno ¢e se ipitati uticaj mikrotalasnog zraCenja na smanjenje sadrzaja
imonutoksi¢nih epitopa model proteina, pSeni¢nog glutena. Mikrotalasni tretman koji dovede do
najveeg smanjenja alergenosti pSeni¢nog glutena odabrace se za dalji rad u sinergiji sa enzimskim
postupkom, u vidu pretretmana, kako bi se dodatno uticalo na smanjivanje sadrzaja imunotiksi¢nih
epitopa. Delovanjem mikrotalasnog zra¢enja dolazi do strukturnih promena u proteinu, ta¢nije dolazi
do izmene dostupnih regija na koje enzim mozZe delovati tokom hidrolize, pri ¢emu dobijeni
hidrolizati proteina pokazuju razli¢ita svojstva. Na osnovu pregleda dostupnih literaturnih podataka,
potvrdeno je da enzimski preparati mogu uspes$no smanjiti duzinu peptidnih lanaca proteina glutena,
dok je za mikrotalasni tretman pokazano da efikasno deluje na smanjenje detektovane alergenosti.

Tokom poslednje decenije, razlicite kombinacije postupaka enzimske hidrolize i fizi¢kih
pretretmana glutena i njegovih frakcija su koriS¢ene u cilju proizvodnje proizvoda sa ocuvanim
tehnolosko-funkcionalnim svojstvima (Rai, Kaur, & Chopra, 2018; Yang, et al., 2017; Zhang, LI, LI,
Ma, & Zhang, 2018). Sto se ti¢e primene mikrotalasnog tretmana, primena i optimizacija
mikrotalasnog zracenja upotrebom mikrotalasnog reaktora predstavljaju dobru alternativu
konvencionalnim mikrotalasnim pe¢nicama koje se mogu na¢i u domacinstvu, a koje su inace do sada
primenjivane u eksperimentalnim istrazivanjima koja su za cilj imala smanjenje alergenog potencijala
pSeni¢nog glutena. Mikrotalasni tretman predstavlja dejstvo elektromagnetnih talasa frekvencije od
300 MHz do 300 GHz koji izazivaju molekularne vibracije. Promene koje nastaju prilikom dejstva
ovakvog tipa zraCenja, najpre se uocavaju usled preraspodele a-heliksa i f-ploca u sekundarnoj
strukturi detektovanoj merenjem FTIR spektara i ukupnih i reaktivnih sulfhidrilnih grupa.
Mikrotalasno zracenje izaziva agregaciju i odmotavanje proteina, pri ¢emu razlicite snage i vreme
izlozenosti zraCenju imaju razli¢ito dejstvo na proteinske frakcije glutena. Primenom prejakog
mikrotalasnog zra¢enja proteinske frakcije glutena su modifikovane u toj meri da im je smanjena
ekstraktabilnost usled promena u konformacionoj strukturi. Osim toga, prejako mikrotalasno zracenje
negativno utice i na tehnolosko-funkcionalna svojstva proteina. S tim u vezi, u okviru istrazivanja
ove disretacije ispitace se razli¢ite snage mikrotalasa, u rasponu snaga od 200 do 800 W, kako bi se
utvrdio optimalni tretman i vreme izlaganja, a sa ciljem efikasnog smanjenja alergenih svojstava uz
ocuvanje i/ili unapredivanje njegovih tehnolosko-funkcionalnih svojstava.

Hidrolizovani i/ili mikrotalasno tretirani proteini, medu njima i proteini glutena, koji imaju
izmenjena alergena svojstva takode ispoljavaju odredene bioloske aktivnosti (antioksidativna, metal-
jon helatna, antimikrobna) kao i odredene tehnolosko-funkcionalne sposobnosti. Sa postupkom
hidrolize 1 smanjenjem alergenosti (skrac¢ivanjem peptidnih lanaca koji u sebi nose imunotoksi¢ne
epitope) usko je povezano unapredenje funkcionalnih svojstava proteina, rastvorljivost, svarljivost,
dok su istovremeno ocuvane nutritivne vrednosti. Svim hidrolizatima ¢e se zato ispitati osnovna
funkcionalna svojstva, kao Sto su: kapacitet penjenja i stabilnost pene i svojstva formiranja emulzija
i njihove stabilnosti.

Neki od najvaznijih zakljuaka ove disertacije odnosi¢e se na utvrdivanje izvodenja i
optimizacije postupka enzimske hidrolize pSeni¢nog glutena (u formi izolovanog proteina glutena i
pSeni¢nog brasna), na uticaj primenjenog mikrotalasnog pretretmana, na uticaj prisustva skrobnih
materija tokom hidrolize, na uticaj mikrotalasnog pretretmana na tok enzimske hidrolize, sve u cilju
smanjenja alergenog potencijala glutena i sa aspekta poboljSanja i o¢uvanja nutritivnih svojstava,
bioloskih aktivnosti i tehnolosko-funkcionalnih svojstava dobijenih peptida. Istrazivanja u okviru ove
disertacije, a bazirana na prethodno opisanim metodologijama i pristupima, kao rezultat dac¢e predlog
za razvoj novog postupka procesa pretretmana i/ili hidrolize glutena, njegove modifikacije,
unapredenja svojstava (tehnoloSko-funkcionalnih i bioloskih) i najvaznije bezbedne primene kod
osetljivih grupa.



TEORIJSKI DEO
2. Enzimski preparati — osnovne karakteristike i primena

Covek je koristio enzime direktno i indirektno hiljadama godina. Njihovo otkriée i upotreba
desavali su se slu¢ajnim pronalascima, usvajanjima i kontinualnim adaptacijama. U sustini sami
enzimi su se ispoljavali kroz upotrebu razli¢itih mikroorganizama, na primer prilikom nadolaZzenja
testa, tokom fermentacije vo¢nih sokova ili kroz pretvaranje mleka u sir. Ova rana otkri¢a su
interesantni primeri kako su nasi preci opazali i bili kreativni. Danas enzimi imaju Siroku primenu u
raznim oblastima pri ¢emu potrosa¢ uglavnom nije ni svestan njihovog prisustva (Ratledge &
Kristiansen, 2001). Enzimi su posrednici, prirodni katalizatori, u mnogim reakcijama i pomocu njih
se mogu izvrsiti mnoge biokataliticke konverzije u raznim granama industrije (farmaceutska,
poljoprivredna, prehrambena...). S obzirom na svestranost njihove primene i usled brzog razvoja
tehnologije, mnoge industrije su prihvatile upotrebu enzimskih preparata u svojim procesima (Pandey
& Ramachandran, 2006). Enzimi su prirodni katalizatori koji svojim prisustvom u reakcionoj smesi
ubrzavaju reakciju i pritom iz iste izlaze nepromenjeni. Strukturu enzima ¢ine polipetidni lanci koji
zauzimaju odredenu trodimenzionalnu strukturu. Jedna od odlika enzima jeste visoka specificnost
prema odredenom supstratu. Svi enzimi karakteriSu se optimalnim uslovima delovanja, stoga male
promene u pH vrednosti ili temperaturama, ili ¢ak prisustvo nekih inhibiraju¢ih supstanci veoma uti¢u
na njihovu aktivnost. Pre same primene enzima u bilo kojoj grani industrije potrebno je ispitati
njegovu bezbednost. To se najpre odnosi na njihovu toksi¢nost i poreklo. Da bi enzim iz novog
mikrobnog soja bio odobren za primenu, moraju mu se ispitati toksikoloska svojstva u pogledu
sadrzaja sekundarnih metabolita kao $to su na primer mikotoksini. Enzimi odobreni za upotrebu u
prehrambenim proizvodima nose GRAS status (na engl. Generally Regarded As Safe) (Furlan & Pant,
2006).

Jedina ekoloski prihvatljiva alternativa uobi¢ajenim tretmanima i proizvodnji hrane jeste
primena enzima kao prirodnih biokatalizatora. Ovakvi biokatalizatori se koriste u cilju proizvodnje
hrane sa unapredenim funkcionalnim i nutritivnim svojstvima na bezbedan nacin bez upotrebe
hemikalija. Nedavna istrazivanja su posebno bila usmerena ka primeni proteolitickih enzima za
digestiju proteina (Zhang, He, & Simpson, 2018). Kako bi se postigla maksimalna iskori§¢enost
enzimskih preparata u novom stranom okruZenju, oni se mogu primenom usmerene evolucije
formirati tako da odgovaraju potrebama industrije u pogledu temperature, pH vrednosti, specifi¢nosti
i selektivnosti (Wang, Si, & Zhao, 2012). Primena enzima u razli¢itim granama industrije se ogleda
u njihovoj neverovatnoj sposobnosti da prevedu sirovinu od interesa u Zeljeni proizvod, a sve to pod
blagim reakcionim uslovima 1 sa ve¢om efikasnoS¢u. Primena enzima u tom pogledu posledi¢no
unapreduje samu ekonomiku procesa i uti¢e na smanjenje otpadnih sirovina (Madhavan, et al., 2021;
Husain, 2010). Enzimi se ne smatraju opasnim, predstavljaju ,,Cistu® tehnologiju za industrijsku
primenu dok istovremeno ubrzavaju reakcije i hemijske procese (Madhavan, Sindhu, Binod,
Sukumaran, & Pandey, 2017).

2.1. Proteaze

Proteaze su enzimi koji pripadaju klasi 3, hidrolaze, podgrupi 3.4. peptidaze i sposobni su da
hidrolizuju peptidnu vezu unutar molekula proteina, pri ¢emu nastaju proizvodi manje molekulske
mase. Ovi enzimi u zavisnosti od mesta delovanja se dele na endo- i egzopeptidaze. Endopeptidaze
deluju na unutrasnji deo polipeptidnih lanaca, dok egzopeptidaze deluju na terminalne krajeve
polipeptidnih lanaca.U okviru ove podgrupe se peptidaze dalje dele u zavisnosti od funkcionalne
grupe, i to na: serinske (EC 3.4.21), cisteinske (EC 3.4.22), aspartamske (EC 3.4.23) | metaloproteaze
(EC 3.4.24) (Knezevic-Jugovic, 2008). Dalja podela ovih enzima se odnosi na pH vrednost pri kojoj
su aktivni, i mogu biti podeljeni na kisele, alkalne i neutralne proteaze. Proteaze se mogu dobiti iz
viSe razli¢itth izvora (mikrobni, biljni, Zzivotinjski), medutim mikroorganizmi predstavljaju
najpozeljniji izvor ovih enzima, iz viSe razloga. Mikroorganizmi su podlozni genetickim
manipulacijama 1 generalno su veoma adaptabilni. S obzirom da za svoj rast koriste razlicite izvore
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nutrijenata koji sadrze proteine, samim tim su sposobni da produkuju potrebne enzime za njihovu
razgradnju. Zbog toga, trziSte enzima najve¢im delom poti¢e od mikrobnih izvora (Sandhya,
Sumantha, & Pandey, 2006). Broj i raznovrsnost enzima je proporcionalna broju i raznovrsnosti
mikroorganizama. Mikroorganizmi su sakupljani na razli¢itim lokalitetima u kojima vladaju
ekstremni uslovi, kao na primer topli izvori vode, arktik, kiSne Sume i pustinje (Ratledge &
Kristiansen, 2001).

2.1.1. Primena enzima za smanjenje alergenosti glutena

Sa napretkom tehnologije takode je doslo i do napretka u metodama koje se primenjuju za
smanjenje alergenosti glutena. Primena enzimskih tehnologija u cilju smanjenja alergenosti glutena
predstavlja jednu od obecavaju¢ih moguénosti (Wieser & Koehler, 2012; Elmalimadi, et al., 2017a;
Walter, Wieser, & Koehler, 2015). Na ovaj nacin, primenom enzima se ciljano deluje na toksi¢ne
sekvence glutena in vitro pre konzumacije. Ovaj pristup je razmatran i sa medicinske tacke gledista
kao potencijalna oralna terapija za celijacnu bolest, gde bi gluten bio hidrolizovan peptidazama koje
se ve¢ nalaze u gastrointestinalnom traktu pojedinca i samim tim bi imuni odgovor u tankom crevu
bio izbegnut (Janssen, et al., 2015). Tako oralna terapija pomoc¢u digestivnih peptidaza predstavlja
izuzetno interesantan pristup resavanju ovog problema, namecu se problemi u vidu tehnoloskih
poteskoca i to prvenstveno u vidu obezbedivanja brzog i efikasnog varenja kompleksnih proteinskih
struktura koje sadrZze imunogene epitope glutena. Neki peptidi koji po svojoj strukturi predstavljaju
najimunogenije polipeptidne sekvence (33-mer peptid, poreklom iz a/p-gliadina) su otporni na
dejstvo gastrointestinalnih enzima (Wieser & Koehler, Detoxification of Gluten by Means of
Enzymatic Treatment, 2012). Nedavna istrazivanja su pokazala da odredene prolil-endopeptidaze
poreklom iz razli€itih izvora potencijalno same ili u kombinaciji sa nekim cisteinskim proteazama
mogu uspesno delovati na smanjenje alergenosti glutena, medutim jo$ uvek postoji problem direktne
primene u gastrointestinalnom traktu (Wieser & Koehler, Detoxification of Gluten by Means of
Enzymatic Treatment, 2012; Shan, Marti, Sollid, Gray, & Khosla, 2004; Martinez, et al., 2019).
Dejstvo enzima koji potencijalno ima sposobnost delovanja na odredene epitope je smanjeno
prisustvom drugih sastojaka u hrani. Odredene kombinacije kao $to su niska pH vrednost i prisustvo
enzima Pepsina mogu ometati aktivnost enzima, ta¢nije smanjiti je, a samim tim produziti vreme koje
je neophodno enzimu da izvr§i kompletno uklanjanje toksi¢nih epitopa 1 spreci njihov dalji transport
ka tankom crevu (Wieser & Koehler, Detoxification of Gluten by Means of Enzymatic Treatment,
2012; Matysiak-Budnik, et al., 2005). U toku su klinicka ispitivanja mogu¢nosti primene unapredenih
terapije (Segura, Ruiz-Carnicer, Sousa, & de Lourdes Moreno, 2021; Ehren, et al., 2009; Osorio, et
al., 2020; Lahdeaho, et al., 2014). Medutim, primena komercijalnog enzima Alkalaze (na engl.
Alcalase®) koji ima veéu specifi¢nost omoguéava hidrolizu veéeg broja peptidnih veza pri odabranim
reakcionim uslovima, a time se otvara mogucénost primene jo§ nekih enzima sa ve¢om specifi¢noscu
usled dostupnosti novih epitopa (Kong, Zhou, & Qian, 2007). Primena enzima u in vitro postupcima
hidrolize glutena ima dodatnih prednosti jer osim uklanjanja glutena primenom enzima se
poboljsavaju i rastvorljivost, nutritivna i funkcionalna svojstva (Wieser & Koehler, Detoxification of
Gluten by Means of Enzymatic Treatment, 2012; Elmalimadi, et al., 2017a). Postupkom enzimske
hidrolize se mogu proizvesti i razli¢iti bioaktivni peptidi razli¢itih funkcionalnih svojstava i bioloskih
aktivnosti.

Prema trenutnim saznanjima za modifikaciju imunogene frakcije proteina glutena su kori$¢eni
enzimi iz razli¢itih izvora (Tabela 2.1). U sluc¢aju imunodominantnog peptida poreklom iz o/f-
gliadina (a2-gliadin, sa pozicijom sekvence 56-88), poznatijeg kao 33-mer peptid Ciji
aminokiselinski kod sadrzi 33 aminokiseline u SV0joj sekvenci
(LQLQPFPQPQLPYPQPQLPYPQPQLPYPQPQPF) postoji problem koji se ogleda u velikoj
otpornosti na dejstvo proteolitickih enzima. Ovaj peptid je od posebnog znacaja u oblasti izucavanja
alergenosti glutena jer u sebi sadrzi specificne epitope T-¢elija, i to jednu kopiju PFPQPQLPY, tri
kopije PQPQLPYPQ i dve kopije PYPQPQLPY (Shan, et al., 2002; Zamakhchari, et al., 2011). Rana
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istrazivanja primene enzima u tretmanu glutena u cilju smanjenja alergenih svojstava su rezultovala
saznanjima da nakon delovanja enzima kao sto su Pepsin i Tripsin, gluten ipak zadrzava svoj alergeni
potencijal (Frazer, et al., 1959; Bronstein, Haeffner, & Kowlessar, 1966).

Tabela 2.1. Pregled razlicith mikrobnih izvora enzima sa sposobnoséu da smanje alergenost

glutena.
Poreklo enzima Vrsta enzima Izvor
(Stressler, et al., 2015; Socha,
Bacillus sp. Bakterijska peptidaza ~ Mickowska, Urminska, & Kacmarova,
2015)
B.subtlis TMF-2 Bakterijska peptidaza (Jakoveti¢ Tanaskovi¢, et al., 2021)
(Rizzello, et al., 2007; Di Cagno, et al.,
Aspergillus flavus var. oryzae Fungalne peptidase 2010; Curiel, et al., 2014; Mohan
Aspergillus niger (AN-PEP) Kumar, Sarabhai, & Prabhasankar,
2019)

Lactobacillus

sanfranciscensis

Lactobacillus alimentarius LAB
Lactobacillus brevis

Lactobacillus hilgardii

(De Angelis, et al., 2010; Curiel, et al.,
2014)

2.1.1.1. Bakterijske prolil-endopeptidaze (PEP)

Pojam prolil-endopeptidaze (PEP) se prvi put u literaturi pojavljuje u radu Sana i saradnika
(Shan et al.) (Shan, et al., 2002). U svom radu izneli su hipotezu da je primenom PEP enzima moguce
izvrSiti ragradnju 33-mer peptida do nivoa smanjene toksi¢nosti, ¢ime su otvorili novo poglavlje u
primeni enzimskih preparata za smanjenje alergenosti glutena. Nekoliko bakterijskih kultura je
koriS¢eno u istrazivanjima. IstraZivanje Zamakcari i saradnika (Zamakhchari et. al) je pokazalo da
sojevi Rothia mucilaginosa i Rothia aeria, izolovani sa dentalnog plaka, imaju sposobnost razgradnje
imunogenih peptida. Ovi podaci nisu iznenadujuci s obzirom na ¢injenicu da se u ljudskom organizmu
nalazi pregrst mikrobnih kultura koje doprinose opstem zdravlju ljudskog organizma (Zamakhchari,
et al., 2011). Istrazivanje Streslera i saradnika (Stressler et. al) na izolaciji bakterijskih kultura iz
insekata uzgajanih na Zitaricama koje sadrze gluten su pokazala da izolovani sojevi Bacillus
licheniformis i B. subtilis imaju sposobnost produkcije ekstracelularnih peptidaza, dovoljno efikasnih
da redukuju sadrzaj glutena u rangu komercijalnog enzima Alkalaze (Stressler, et al., 2015).

2.1.1.2. Bakterije mlecno-kiselinskog vrenja (LAB)

Bakterije mle¢no-kiselinskog vrenja se prirodno nalaze u kiselim testima, pri ¢emu dominiraju
bakterije roda Lactobacillus. Ove bakterije imaju vaznu ulogu u procesu fermentacije kiselih testa.
Istrazivanje sprovedeno na preko 50 Lactobacillus sojeva je pokazalo da ove bakterije poseduju
kompleksan sistem proteolitickih enzima i da mogu biti efikasni u hidrolizi peptida bogatih ostacima
prolina (Di Cagno, et al., 2002). Iako su istrazivanja pokazala da smesa koja sadrzi nekoliko sojeva
mlecnih bakterija sa specificnom aktivnoS¢u ka prolinu deluje pozitivno na hidrolizu toksi¢nih
epitopa glutena, primena istih sojeva pojedinacno nije pokazala isti rezultat. Ovo ukazuje na to da
nijedan soj nema moguénost proizvodnje svih neophodnih proteolitickih enzima ¢ime bi se zadovoljio
uslov efikasne hidrolize glutena (De Angelis, et al., 2006). Kasnija istrazivanja su pokazala da je za
efikasnu razgradnju 33-mer peptida neophodna smesa od najmanje tri razli¢ite prolil-endopeptidaze
(PepN, PepX, i PepO) (De Angelis, et al., 2010).

Primena LAB bakterijskih kultura u procesu fermentacije pSeni¢nog i razenog brasna tokom
duZeg vremenskog perioda moze smanjiti, ali ne i u potpunosti ukloniti toksi¢ne epitope glutena. 1z

6



tog razloga simultano se primenjuju LAB bakterije i1 proteoliticki enzimi poreklom iz plesni kako bi
se u potpunosti eliminisao gluten (Gobbetti, Rizzello, Di Cagno, & De Angelis, 2007).

2.1.1.3. Proteoliticki enzimi poreklom iz plesni

Proteaze poreklom iz plesni A. flavus var. oryzae i A. niger su prepoznate kao bezbedne za
upotrebu u prehrambenim proizvodima (Scherf, Wieser, & Koehler, 2018; Benucci, et al., 2020).
Ispitivanja strukture PEP enzima poreklom iz A. niger (AN-PEP) su pokazala da on pripada familiji
serinskih proteaza (S28) koje deluju na terminalne veze Pro-X u peptidima, medutim razlika izmedu
ovog enzima i ostalih koji se nalaze u istoj familiji jeste u tome §to ovaj enzim deluje i na Pro-X veze
u proteinima. Ispitivanja aktivnosti AN-PEP su pokaza da je ovaj enzim aktivan u opsegu pH 4,0-6,5
(Miyazono, Kubota, Takahashi, & Tanokura, 2022; Kubota, Tanokura, & Takahashi, 2005; Walter,
Wieser, & Koehler, 2014). Imobilisana AN-PEP je u preliminarnim studijama pokazala obecavajuci
potencijal za primenu u pivarskoj industriji za proizvodnju piva bez glutena (Benucci, et al., 2020).
Peptidaza poreklom iz A. oryzae (dipeptidil-peptidaza V) i komercijalno dostupni enzimski preparat
Flevorzim (Flavourzyme®) se primenjuju u razli¢itim granama industrije, medutim istrazivanja su
pokazala da primena pojedinaénih enzima u uslovima koji se nalaze u gastrointestinalnom traktu nje
efikasna (Ehren, et al., 2009).

U radu Edensa i sar. (Edens et. al) je pokazano da endoproteaza poreklom iz Aspergillus sp.
ima visoku aktivnost prema ostacima prolina u peptidima polipeptidima ili proteinima. Prednost ovog
soja se ogleda u tome $to lu¢i enzimski preparat u fermentacionu tecnost koji je otporan na niske pH
vrednosti, kao i na dejstvo Pepsina i Tripsina. S obzirom na svoj GRAS status, primena Aspergillus
Sp. se moze primeniti u industrijskoj proizvodnji usled ekonomi¢nosti procesa proizvodnje pomocu
mikrobne kulture (International patent Patent No. WO 2005027953, 2005).

2.1.1.4. Bakterije roda Bacillus — producenti enzima za razgradnju glutena

Prema klasifikaciji po Bergeju (Bergey) iz 2005. bakterije pripadaju carstvu prokariota. One
su najcesce jednocelijski mikroorganizmi, razlicitih oblika (koke, bacili, spiralne/savijene). Uticajem
spoljne sredine oblik bakterije se moze izmeniti ¢ime se otezava njihova identifikacija (Krieg, 2005;
Vukasinovi¢-Sekuli¢, 2013). U rodu Bacillus se nalazi veliki broj industrijski zna¢ajnih vrsta, §to ne
iznenaduje s obzirom da se enzimi najve¢im delom dobijaju iz mikrobnih kultura. Neke od znac¢ajnijih
vrsta koje su identifikovane kao dobri producenti proteolitickih enzima koji imaju sposobnost
razgradnje proteina glutena na manje toksi¢ne frakcije su B. subtilis, B. licheniformis i B.
thermoproteolyticus (Socha, Mickowska, Urminska, & Kac¢marova, 2015; Stressler, et al., 2015).

3. PSenica kao izvor glutena - Zitarice koje sadrze gluten

Gramineae je familija trava koja je poznata i pod imenom Poaceae, a u okviru koje se nalaze
razli¢ite podfamilije i porodice. Ovoj familiji pripadaju Zitarice kao §to su pSenica (Triticum spp.),
raz (Secale cereale), jecam (Hordeum vulgare) i ovas (Avena spp.) (Anderson, Hanna, Peng, &
Kryscio, 2000; Thompson, 2000; Glossary of Common and Scientific Names of Plants, 1990). Hrana
na bazi Zitarica predstavlja osnovu ljudske ishrane ve¢ vekovima. Ove zitarice su bogate
makronutrijentima kao §to su proteini, masti 1 ugljeni hidrati, koji su neophodni za ljudski rast i
odrzavanje zdravlja (Topping, 2007). Takode predstavljaju i vazan izvor minerala, vitamina i drugih
mikronutrijenata esencijalnih za zdravlje Coveka. U ishrani obezbeduju oko 18% magnezijuma, 35%
ugljenih hidrata, 12,5% gvozda, 20-30% riboflavina i niacina, preko 40% tiamina, i vitamine B6 i
B12 (Marston & Welsh, 1980). Ishrana na bazi Zitarica, pogotovo na bazi celog zrna Zitarice, je
opseznim istrazivanjima dovedena u vezu sa smanjenjem rizika od nekoliko hroni¢nih bolesti kao $to
su koronarno oboljenje srca, gojaznost, dijabetes tipa II i neke odredene vrste raka (Pereira, et al.,
2004; Slavin, 2004).



Zrna razlic¢itih zitarica, kao na primer pSenica, raz i jeCam, se koriste u ljudskoj ishrani jer se
u njihovom brasnu nalazi proteinski kompleks gluten, gradivna komponenta mnogobrojnih
prehrambenih proizvoda kao §to su hleb, testenina, supe i sli¢no (Zili¢, 2013). P8enica predstavlja
dakle jednu od glavnih zitarica koje se koriste u ishrani ¢oveka, i kao takva posledi¢no uti¢e na
nutritivni kvalitet hrane koja se konzumira kao i na zdravlje. PSeni¢no brasno obiluje visokim
sadrzajem esencijalnih aminokiselinama, ali i vitaminima, mineralima, vlaknima (Arendt & Zannini,
2013). U Tabeli 3.1 dat je pgled svetske proizvodnje Zitarica i proizvodnje u Republici Srbiji, u
tonama. Na osnovu podataka prikazanih u tabeli sa sigurno$¢u mozemo tvrditi da je pSenica
najzastupljenija zitarica medu onima koje u sebi sadrze gluten. Samim tim ona je od velikog znacaja
za industriju jer se gluten dobija u velikim koli¢inama kao nusproizvod u industriji skroba.

Tabela 3.1. Proizvodnja Zitarica (u tonama) u svetu i Srbiji (FAO, FAOSTAT Database 2022,

2022).
Godina PSenica Raz JeCam Ovas
proizvodnje Svet Srbija Svet Srbija Svet Srbija Svet Srbija
2014 728,757,761 2,387,202 15,204,159 11,702 145,293,841 323,283 22,747,615 74,932
2015 741,845,269 2,428,203 12,937,204 13,258 147,874,303 362,205 22,558,456 88,288
2016 748,435,124 2,884,537 12,999,190 14,200 146,384,288 395501 23,298,955 81,344
2017 772,290,608 2,275,623 13,004,048 11,248 148,481,847 305,493 25,333,605 69,538
2018 732,139,584 2,941,601 10,716,767 13,418 139,832,047 410,138 22,592,954 74,707
2019 764,980,821 2,534,643 12,824,590 12,963 158,462,601 373,340 23,132,209 56,242
2020 760,925,831 2,873,503 15,022,273 15,240 157,030,764 490,115 25,181,805 52,135

3.1. Struktura i sastav psenicnog zrna

Zro Zitarice sacinjeno je od tri glavna dela: omotaca, klice i endosperma, pri cemu endosperm
¢ini ¢ak 80—85% ukupne tezine Zitarice, klica oko 3%, dok ostatak ¢ini omota¢ (Slika 3.1.1). Omotaé
je sacinjen od nekoliko slojeva: aleuronskog, hijalinskog, teste, unutraSnjeg 1 spoljnog perikarpa. U
endospermu se nalaze proteini, skrobne materije i veoma malo vlakana. Klica pSeni¢nog zrna je izvor
lipida, antioksidanata, vitamina E i B grupe, minerala i enzima. U omotacu preovladuju prvenstveno
nerastvorna vlakna, rastvorna vlakna u malim koli¢inama, proteini, enzimi, minerali, vitamini E 1 B
grupe, kao i fitinska kiselina (Onipe, Jideani, & Beswa, 2015; Surget & Barron, 2005; Brouns,
Hemery, Price, & Anson, 2012). Zrna Zitarica predstavljaju vazne izvore hranljivih materija, a glavni
izvori nutritivnih materija su: proteini (10-15%), skrobne materije (60—70%) i neskrobne materije
(3-8%).
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Slika 3.1.1. Uzduzni i poprecni presek pSenicnog zrna (izvor i prevedeno na srpski, (Arendt
& Zannini, 2013)).
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3.1.1. Klasifikacija proteina

Proteine poreklom iz biljaka je prvi put klasifikovao Ozborn (Osborne) 1895. godine prema
rastvorljivosti proteina u razli¢itim rastvarac¢ima (Osborne, 1895). Biljni proteini se mogu podeliti u
cetiri grupe:

1) rastvorni u vodi — albumini,

2) rastvorni u rastvorima soli — globulini,

3) rastvorni u razblazenim alkoholima — prolamini i

4) rastvorni u Kiselim/baznim rastvorima — glutelini.

Albumini 1 globulini su neglutenski proteini koji se nalaze u endospermu zna pSenice i Cine
15-20% ukupnih proteina u zrnu. Oni su bogati aminokiselinama lizin, treonin i alanin (Shewry, et
al., 2009). Prolamini predstavljaju glavne rezervne proteine u endospermu pSeni¢nog zrna, oni su
rastvorni u razblazenim rastvorima alkohola. S obzirom da se aminokiseline prolin i glutamin nalaze
u velikom procentu u ovoj frakciji, odatle i ime prolamini. U ovoj frakciji se aminokiselina lizin nalazi
u veoma malim procentima. Prolamini u razliitim Zitaricama nose drugacije nazive, a najvazniji su
gliadin (psenica), zein (kukuruz), hordein (je¢am), avenin (ovas) i sekalin (raz) (Rallabhandi, Sharma,
Pereira, & Williams, 2015; Eskin & Shahidi, 2012; Preichardt & Gularte, 2013; Haboubi, Taylor, &
Jones, 2006). Glutelini, kao poslednja grupa u ovoj podeli, najvise utiCu na svojstva testa tokom
pecenja i njegovu elasti¢nost. Ova frakcija u pSeni¢nom zrnu nosi naziv glutenini.

3.1.2. Gluten

Jedinstvena svojstva pSeni¢nog brasna pocivaju na skladiSnim proteinima u endospermu
pSeni¢nog zrna (Delcour, et al., 2012). Gluten ¢ini 80-85% ukupnog sadrzaja proteina u pSeni¢nom
zrnu, dok preostalih 15-20% proteina pripada neglutenskoj frakciji (Arendt & Zannini, 2013). Prema
medunarodnom standardu (Codex Alimentarius) gluten je definisan kao ,,proteinska frakcija pesenice,
razi, je¢ma 1 ovsa ili njihovih ukrStenih sorti 1 derivata, na koje su neke osobe intolerantne 1 koja je
nerastvorna u vodi i 0,5 M rastvoru natrijum-hlorida“ (World Health Organization, 2015). S obzirom
da je nerastvoran u vodi, gluten je definisan i kao gumasta masa koja zaostaje nakon ispiranja
formiranog pseni¢nog testa, pri ¢emu se uklanjaju skrobne granule i ostali u vodi rastvorljivi sastojci
. U zavisnosti od temeljnosti ispiranja, preostala suva ¢vrsta materija obi¢no sadrzi 75-85% proteina
i 5-10% lipida, dok ostatak ¢ine uglavnom skrobni i neskrobni ugljeni hidrati (Wieser H. , 2007).
Stotine proteinskih komponenti prisutnih ili u obliku monomera ili u obliku polimera/oligomera
povezanih intramolekulskim disulfidnim vezama ¢ine gluten (Wrigley & Bietz, 1988). Gluten iz
pSenice predstavlja glavni skladi$ni protein zrna pSenice i sastoji se od dve frakcije: gliadina i
glutenina. S obzirom da je veoma dostupan na trziStu kao nusprodukt industrije skroba i zbog svojih
jedinstvenih visko-elasti¢nih svojstava ima vaznu ulogu u pekarskoj i prehrambenoj procesnoj
industriji (Kong, Zhou, & Qian, 2007; Mohan Kumar, Sarabhai, & Prabhasankar, 2019). Obe frakcije
su, kao S$to je ve¢ spomenuto, bogate aminokiselinama glutamin i prolin, medutim one se razlikuju
po aminokiselinskom sastavu, rastvorljivosti 1 drugim osobinama. Sacinjene su od viSe od 60
razli¢itih polipetida sa molekulskim masama u opsegu 30-90 kDa. Gliadini (prolamini) su prisutni
kao monomerni lanci, rastvorni u razblazenim rastvorima alkohola (na primer 60% rastvor etanola).
Sa druge strane, glutenini (glutelini) su prisutni u vidu proteinskih agregata povezanih
intermolekulskim disulfidnim vezama i hidrofobnim interakcijama. Oni su delimi¢no rastvorljivi u
razblaZzenim rastvorima baza i kiselina (Scherf, Koehler, & Wieser, 2016). Gliadini i glutenini se
razlikuju po funkciji koju obavljaju prilikom formiranja testa i njegovog ponasanja. Gliadini
doprinose viskozitetu i ekstenzibilnosti (rastegljivosti) sistema, dok glutenini utiu na jafinu
(¢vrstocu) testa i njegovu elasti¢nost (Wieser H. , 2007). Gliadini i glutenini se mogu blize podeliti u
nekoliko grupa na osnovu molekulske mase (Wieser H. , Detection of gluten, 2008).



Tri glavne grupe su sledece:

1) proteini velike molekulske mase (na engl. High Molecular Weight, HMW) — HMW-
glutenin subjedinice, x- i y-tip, molekulskih masa 70-90 kDa,

2) proteini srednje molekulske mase (na engl. Medium Molecular Weight, MMW) — ©5- and
®1,2-gliadini, molekulskih masa 40-50 kDa,

3) proteini male molekulske mase (na engl. Low Molecular Weight, LMW) — a/f- 1 y-gliadini,
LMW-glutenin subjedinice, molekulskih masa 30—40 kDa.

Sevri (Shewry) i saradnici (Shewry, Tatham, Forde, Kreis, & Miflin, 1986) su u svom radu
dali jo§ detaljniju podelu proteinskih komponenti glutena, i to na osnovu sadrzaja aminokiselina koje
sadrze sumpor. Na osnovu rezultata istrazivanja, poznato je da w-gliadini sadrze u velikoj koli¢ini
aminokiseline prolin, glutamin, fenilalanin, a veoma malo ili skoro uopste ne sadrze cistein i metionin
u kojima se nalazi sumpor. Ova frakcija je S-siromasna. a/f-, y-gliadini i LMW-glutenin subjedinice
sadrze manje prolina, glutamina i fenilalanina, ali viSe cisteina i metionina, $to ih svrstava u grupu
bogatu sumporom (S-bogata). Osim toga, proteini su izgradeni od razli¢itih aminokiselina u
zavisnosti od toga kojoj grupi pripadaju na osnovu vrednosti molekulske mase (Wieser H. , 2008;
Wieser & Koehler, 2012). U Tabeli 3.2 dat je pregled razli¢itih vrsta peptida na osnovu njihove
molekulske mase i u€estanosti pojavljivanja.

Tabela 3.2. Ponavljajuci segmenti u razlicitim frakcijama peptida glutena i njihove
molekulske mase.

Ponavljajuéi segment

Tip peptida (udestanost)’ Molekulska masa®
e Qowo (20
soglaan Qo 65
;z-lgliadin ?(ngng > F%P(\l(gx()SX) 3045 000
LMW-GS (Q)QQPPFS (11x) 30-45/75 000

a) (Wieser & Koehler, 2008), b) (Shewry & Halford, 2002)
3.1.3. Intolerancija na gluten i proizvodi sa smanjenom alergenoS¢u

Gluten iz pSenice primarno odreduje svojstva testa, takode se primenjuje u proizvodnji 1
obogacivanju prehrambenih proizvoda promenom reoloskih, teksturnih i organoleptickih svojstava
krajnjih proizvoda. Primenom odredenih enzimskih i hemijskih procesa za modifikaciju glutena
moguce je prosiriti paletu proizvoda u kojima se tako obradena sirovina moze bezbedno primeniti sa
pobolj$anim nutritivnim i funkcionalnim svojstvima (Cappelli, Oliva, & Cini, 2020; Pourmohammadi
& Abedi, 2021; Fucinos, et al., 2019). S obzirom na to da proteini glutena sadrze veliki broj ostataka
prolina, to ih ¢ini teSko svarljivim i kao posledica se javlja imuni odgovor kod odredene grupe ljudi
osetljive na gluten (Hausch, Shan, Santiago, Gray, & Khosla, 2002). S obzirom na Siroku
rasprostranjenost u prehrambenim proizvodima, gluten je veoma cesto glavni uzro¢nik
hipersenzitivnih reakcija kod dece. Neke od tih reakcija mogu biti: alergije na hranu, astma povezana
sa vezbanjem i konzumiranjem hrane, anafilaksa, pekarska astma, celijaéna bolest, dermatitis
herpetiformis i druge, a kao glavni uzro¢nici se navode w5-gliadin, a-gliadin, y-gliadin i LMW-
glutenin (Georgiev & Dekova, 2011; Sapone, et al., 2012).

Celijacna bolest (na engl. Celiac Disease, CD) predstavlja hroni¢ni problem tokom digestije
i nedostatke u ishrani pojedinca. Ova bolest predstavlja upalni proces gornjeg dela tankog creva
izazvana unosom hrane koja u sebi sadrzi ¢ak i male koli¢ine glutena. Ovo stanje je hroni¢nog tipa, a
trenutno jedini poznati efektivni tretman ovog upalnog procesa jeste potpuno isklju¢ivanje hrane iz
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ishrane koja u sebi sadrzi gluten. Pojedinci koji boluju od celijacne bolesti pred sobom imaju veliki
izazov da pronadu hranu bezbednu za konzumaciju, s obzirom da je gluten veoma zastupljen u
prehrambenoj industriji (Scherf, Koehler, & Wieser, 2016; Allred & Ritter, 2010). Ishrana bez glutena
takode podrazumeva konzumiranje proizvoda u kojima se prirodno ne nalazi gluten, i upotrebu hrane
bogate skrobom (pirina¢, krompir i sli¢no) (Ciacci, et al., 2015). U fokusu mnogih istrazivanja koja
se bave mehanizmom celijacne bolesti jeste postupak za modifikaciju alergene strukture proteina
glutena na nacin na koji imuni sistem vise nec¢e moci da je prepozna i samim tim pruzi imuni odgovor
(Georgiev & Dekova, 2011). Stoga, nau¢na zajednica koja se bavi tehnologijom hrane ve¢ nekoliko
decenija unazad traga za primenljivim reSenjem i1 procesnom tehnologijom pomocu koje bi se
efikasno uklonili ,,toksi¢ni” epitopi glutena i sli¢ne proteinske sekvence u sirovim materijalima i
prehrambenim proizvodima (Huang, Hsu, Yang, & Wang, 2014). Treba ista¢i da se uklanjanjem
glutena iz ishrane obolelih smanjuje broj visokokvalitetnih namirnica. Uklanjanjem glutena se
narusavaju tehnolosko-funkcionalna svojstva namirnica, osim toga, dodaci u vidu masti, ugljenih
hidrata i soli su neophodni kako bi se nadomestili gubici u teksturnim i senzornim svojstvima (Scherf,
Wieser, & Koehler, 2018). Uprkos svemu, gluten svojim ekonomskim znacajem i funkcionalnim
svojstvima visestruko nadmasuje proteine poreklom iz soje ili mleka (Georgiev & Dekova, 2011).

Zbog svojih svojstava koja uticu na kvalitet testa, gluten se nalazi u proizvodima kao Sto su
kolaci, testenine, peciva i slicno. Osim toga, on se moze nalaziti u proizvodima u kojima ne bismo
oc¢ekivali, 1 to u mesnim preradevinama, ribljim proizvodima, vegetarijanskim zamenama za meso,
kao zgu$njivac i emulgator u slatkiS§ima, zac¢inima, prelivima za salate i sli¢no. Gluten se dodaje u
pekarske proizvode Kkoji se prave od brasna sa niskim sadrzajem proteina kako bi se poboljsala
svojstva krajnjeg proizvoda (Biesiekierski, 2017). Umesto pSenice, jeCma, razi i ovsa u ishrani se
mogu korisiti neke druge Zitarice koje ne sadrze gluten. Neke od njih su heljda, amarant, kesten,
kukuruz, krompir, kinoa, pirina¢, soja i mnoge druge (Ciacci, et al., 2015).

Prilikom konzumiranja proizvoda koji sadrze gluten vazno je ista¢i da je neophodno da
peptidni lanac sastavljen od najvise devet aminokiselina dode do tankog creva kako bi se izbegao
imuni odgovor (Sollid, Qiao, Anderson, Gianfrani, & Koning, 2012). U cilju odredivanja koli¢ine
prisutnog glutena u namirnicama razvijeni su razliciti imunotestovi koji sadrze specificna antitela
(Allred & Ritter, 2010). Prema propisima medunarodne zajednice neophodno je da prehrambeni
proizvod sadrzi manje od 20 mg/kg (20 ppm) glutena kako bi se mogao smatrati bezbednim za
konzumiranje i obelezen sa oznakom ,,bez glutena® (World Health Organization, 2015). Prema
literaturnim podacima, gluten se osim u prehrambenoj industriji primenjuje i u proizvodnji
biorazgradive plastike, filmova, premaza, kozmetike i slicno. Biorazgradivi filmovi napravljeni od
glutena se mogu primeniti za produzavanje roka trajanja odredenih prehrambenih proizvoda i za
oCuvanje njihove svezine. Osim toga primenu su nasli i u farmaceutskoj industriji. Filmovi koji su
sadrzali glutenin su se pokazali kao odlian supstrat za rast osteoblasta i daljim istrazivanjima je
moguce obezbediti njihovu primenu u inzenjerstvu tkiva (Reddy, Jiang, & Yang, 2011). Takode je
interesantno da su nau¢nici glutenu nasli primenu i u nanotehnologijama. Naime, hidrolizati glutena
kori$¢eni su kao gradivni blok u filmovima i u kombinaciji sa polivinil pirolidonom, polietilen
glikolom i polivinil alkoholom, uz dodatak jona srebra. Ovako napravljenim filmovima su ispitane
antioksidativne i antimikrobne aktivnosti, i pokazano je da se hidrolizati glutena mogu koristiti u
proizvodnji sredstava za povrSinsko leGenje rana uz Kontrolisano otpustanje Ag® i inhibiciju
bakterijskog rasta (Sajjad, et al., 2023).
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4. Imuni odgovor, celijaéna i ostale bolesti izazvane unosom glutena
4.1. Mehanizam nastanka imunog odgovora i toksicni peptidi glutena

Celijacna bolest kod ¢oveka predstavlja intoleranciju odredene individue na unos proteina
glutena. Prvi kontakt odojceta i proteina glutena se deSava negde oko Sestog meseca zivota (Koning,
Schuppan, Cerf-Bensussan, & Sollid, 2005). Ovo oboljenje se javlja kod oko 0,7-1,4% svetske
populacije, u zavisnosti od nacina testiranja, i taj broj je u porastu poslednjih godina (Singh, et al.,
2018). Svi koji pate od celija¢ne bolesti poseduju odredene HLA*-DQ molekule (HLA-DQ2 | HLA-
DQ8), i oni se javljaju kod 95% obolelih. S obzirom da je gluten bogat ostacima prolina (skracenice
Pro ili P), to ga Cini veoma otpornim na dejstvo proteolitickih enzima. Usled unosa proteina glutena
dolazi do upalnog procesa u tankom crevu i posledi¢no do oste¢enja samog tankog creva. Ostecenja
se manifestuju u vidu propadanja crevnih resica, tacnije u ,,smanjivanju“ njihove visine (Catassi &
Fasano, 2008).

Kao $to je ve¢ objasnjeno u odeljku 3.1.2, gluten se sastoji iz gliadina i glutenina. U slucaju
imunog odgovora kod osetljivih pojedinaca glavnu ulogu imaju gliadini. Osim velikog sadrzaja
prolina koji peptid ¢ini otpornim na digestiju, veliki sadrzaj glutamina (skracenice: Gln ili Q) takode
igra bitnu ulogu u izazivanju imunog odgovora. Tkivna transglutaminaza (tTG) ima ulogu u
deamidaciji glutaminske kiseline ¢ime se zapravo povecava imunogenost peptida. Ovako
deamidovani peptid se vezuje za HLA-DQ2/8 receptore na antigen prezentujuéim celijama (APC)
preko kojih dolazi do aktivacije T Celija. T ¢elije proizvode upalne citokine koji ukoliko deluju
konstantno na tkivo tankog creva izazivaju ostecenja u vidu atrofije i hiperplazije kripti (Stoven,
Murray, & Marietta, 2012). Kao posledice ovog zaravnanja crevnih resica dolazi do pojave razlicitih
stanja organizma, kao $to su hroni¢na dijareja, umor, usporen rast i slicno. Osim §to se manifestuje
unutar organizma, celija¢na bolest se takode ispoljava i sa spoljne strane ljudskog organizma,
prvenstveno na kozi. Dijagnoza ovog stanja se najcesce obavlja seroloski i biopsijom (Tovoli, et al.,
2015).

Limfociti su ¢elije imunog sistema Coveka koje su odgovorne za prepoznavanje antigena i
odgovor na njihovo prisustvo. T limofciti koji su uklju¢eni u imuni odgovor na svojoj povrsini sadrze
veliki broj receptora pomocu kojih se vrsi prepoznavanje stranog tela. Osim §to poseduju receptore,
T-¢elije se mogu javiti i u obliku pomo¢nih T-¢elija, i njihova funkcija je da luce protein CD4. Protein
CDS8 luce T citotoksicne 1 supresorske Celije. Prema definiciji, antigen predstavlja bilo koji molekul
ili strano telo sposobno da izazove imuni odgovor. Receptori T ¢elija se specifi¢no vezuju za odredene
strukture u okviru antigena, i te strukture se nazivaju epitopima (Nelson & Cox, 2005; Mojovic,
2008). Da bi se zastitio od autodestrukcije, u organizmu postoje proteini koji pomazu u zastiti ¢elija
1 odredivanju proteina poreklom iz organizma. Glavna funkcija proteinskog kompleksa pod nazivom
glavni histokompatibilni kompleks (na engl. major histocompatibility complex, MHC) jeste u
vezivanju peptida na svojoj povrSini. Nakon Sto MHC kompleks veze strani peptid, u ovom slucaju
antigen, imuni sistem prepoznaje ,,uljeza“ i zapoc€inje proces imunog odgovora. U slu¢aju imunog
odgovora na unos proteina glutena u organizam, glavni posrednik je klasa Il MHC kompleksa (\Wieser
& Koehler, 2008; Nelson & Cox, 2005).

Da bi doslo do reakcije sa T ¢elijama, uneti proteini glutena moraju nepromenjeni do¢i do
tankog creva, a to podrazumeva da su peptidi otporni na proteaze unutar ljudskog gastrointestinalnog
trakta (Arentz-Hansen, et al., 2002; Kim, Quarsten, Bergseng, Khosla, & Sollid, 2004). Reakcije
deamidacije i transamidacije pomoc¢u enzima tTG koji specifi¢no deluje na ostatke glutamina na
proteinskim frakcijama glutena dovode do nastanka glutaminske kiseline ¢ime se povecava afinitet
HLA molekula prema ovim peptidima glutena (Arentz-Hansen, et al., 2000; Quarsten, Molberg,
Fugger, McAdam, & Sollid, 1999). Dorum (Dgrum) i saradnici su u istrazivanju odgovora T Celija
prema deamidovanim peptidima glutena dosli do zakljucka da je reaktivnost T ¢Celija povezana sa
aktivnoS¢u TG2 enzima, tacnije T Celije su ispoljavale veci stepen prepoznavanja alergenih epitopa

T HLA — Human Leukocite Antigen
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peptida glutena ukoliko su isti prethodno deamidovani u ve¢oj meri. Takode u zavisnosti od nivoa
izvrSene deamidacije peptida, HLA-DQ2 i -DQ8 molekuli razli¢ito prepoznaju ove epitope, pri cemu
je izrazen afinitet prema negativno naelektrisanim ostacima (Dgrum, Qiao, Sollid, & Fleckenstein,
2009; Tollefsen, et al., 2006). T ¢elije uti¢u na oslobadanje upalnih citokina (IFN-y), ¢ime se
aktiviraju B Celije koje proizvode antitela specifi¢na za gluten i TG2. Delovanjem antigena na
receptore B ¢elija dolazi do stimulacije B ¢elija i zapo€inje njithovo umnoZzavanje i produkcija antitela.
Prisustvo antitela je indikator za celijacnu bolest 1 ona nestaju u roku od nekoliko meseci nakon
iskljuc¢ivanja glutena iz ishrane, a tokom tog perioda dolazi i do postepenog oporavka crevnih resica.
Testiranja se obavljaju najceSc¢e seroloski i prvi proizvedeni testovi su bili bazirani na anti-gliadin
antitelima (Cornell, 1974; Sugal, et al., 2006; du Pré & Sollid, 2015; Nilsen, et al., 1995). Kao jedna
od mogucnosti za sprecavanje nastanka celijacne bolesti navodi se inhibicija enzima transglutaminaze
2 (TG2) ¢ime bi se smanjio broj deamidovanih peptida koji bi bili prepoznatis od strane HLA
molekula. Dosadasnji eksperimenti sa prototipom ovakvih inhibitora su pokazali odredene
ohrabujuée rezultate, medutim usled vaznosti funkcije transglutaminaza u organizmu coveka
potrebno je sprovesti jo§ dodatnih opseZnih istraZivanja kako bi se proizveli specifi¢ni selektivni TG2
inhibitori (Plugis & Khosla, 2015). Na Slici 4.1.1 ilustrovan je mehanizam nastanka imunog odgovora
prilikom prolaska peptida glutena kroz tanko crevo.

Peptidi glutena sa
toksic¢nim epitopima

Enterociti

Osteceno tkivo i atrofija
crevnih resica

Oslobadanje citokina koji

lami . .'-‘ , “. aktiviraju oslobadanje
amina propria q ‘.‘ @ metaloproteaza koje ostecuju
. e ® tkivo i menjaju njegovu
’ —® ° ° strukturu —
- . . N
° » ".f’
4 \ ' °® +
A ® ° é\‘. _,,;n
’ 4ﬁC e ) e
N . L]
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- > : v, A
. _Jo - o
,o\/ » ¢ B celije
& T Celija ‘) oslobadaju
o Y L A= antitela za gluten
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Slika 4.1.1 Mehanizam nastanka imunog odgovora u tankom crevu usled prolaska peptida
glutena (Ribeiro, et al., 2018; Briani, Samaroo, & Alaedini, 2008; Stoven, Murray, & Marietta, 2012)
(slika kreirana u programu BioRender, ,,Created with BioRender.com”).

Sapone i saradnici (Sapone, et al., 2012) su dali pregled bolesti/poremecaja povezanih sa
unosom glutena. Prema njihovoj klasifikaciji osetljivosti, podela izgleda ovako:
1) Autoimunogenost:
a) Celijakija
b) Dermatitis herpetiformis
¢) Glutenska ataksija
2) Alergije:
a) Alergija na hranu
b) WDEIA
c) Respiratorne alergije
d) Koprivnjaca
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3) Neautoimuna:
a) Ne-celijakijska osetljivost na gluten (NCGS).

Tabela 4.1. Osnovne karakteristike pSenicno-zavisnih poremecaja [izvor i prilagodeno

(Scherf, Koehler, & Wieser, 2016)].

Karakteristike Celijakija Alergija na pSenicu NCGS
Ucestalost ~1% ~1% 0,6-6%
Simptomi crevni/spoljni
Pocetak pojave simptoma dani-nedelje minuti-sati sati-dani
Komplikacije dugorocne kratkorocne dugorocne
Komorbidnosti da ne ne
Genetika HLA-DQ2/8 ne HLA-DQ2/8 ne HLA-DQ2/8
Imunitet adaptivni/urodeni alergijski urodeni
Serolos$ka analiza IgA/1gG IgE IgG
Autoantitela (anti-TG2) da ne ne
Histologija -1v 0 0-1
Protein okida¢ gluten gluten/bezglutenski | gluten/bezglutenski
b . izbegavanje izbegavanje/smanjen
Terapija zbegavanje unosa konzumiranja je konzumiranja
glutena . ..
pSenice glutena/psenice

Toksi¢ni peptidi koji izazivaju celijakiju sadrze epitope PSQQ, QQQP, QQPY i/ili QPYP i
direktno stimuli$u urodeni imuni odgovor (Cornell & Wills-Johnson, 2001). Matsuo i saradnici su
upotrebom 7 sintetitckih epitopa glutena koji se nalaze u okviru ®-5 gliadina ispitivali
imunodominantnost. Testiranjem seruma 15 pacijenata dosli su do zakljucka da su epitopi
QQIPQQQ, QQFPQQQ, QQSPEQQ, i QQSPQQQ imunodominantni u slucaju anafilakse izazvane
vezbanjem a indukovanom konzumacijom proizvoda sa glutenom (Matsuo, et al., 2004). U Tabeli
4.1 su date osnovne karakteristike pSeni¢no-zavisnih poremecaja, dok su u Tabeli 4.2 navedeni
imunogeni peptidi gliadina, njihova sekvenca i pozicija. U radu novijeg datuma naucnika Solida
(Sollid) i saradnika data je dopunjena lista epitopa glutena koje prepoznaju CD4" T ¢elije (Sollid, et
al., 2020).

Pregledom baze imunogenih epitopa (Immune Epitope Database and Analysis Resource,
2022), sa celijanom boles¢u je povezano oko 1150 poznatih imunogenih epitopa. Medu ovim
epitopima se nalaze peptidne sekvence poreklom iz Triticum aestivum, Hordeum vulgare, Secale
cereale i mnogih drugih izvora. U ovom trenutku, medu trenutno poznatim epitopima, nalazi se 221
koji u sebi sadrzi epitop QQPFP, 14 sa PSQQ, 69 sa QQQP, 70 sa QQPY. 1046 peptida u sebi sadrzi
glutamin, dok je prolin prisutan kod 1040. U ovoj bazi se mogu naci podaci 0 poznatim antigenima i
testovima.

Tabela 4.2. Imunogeni peptidi gliadina (izvor i prilagodeno (Ciccocioppo, Di Sabatino, &
Corazza, 2005)).

Skevence aminokiselina Pozicija Imunogenost
VRVPVPQLQPQNPSQQQPQ a-gliadin: 1-19 +
QNPSQQQPQEQVPLVQQQ a -gliadin; 11-28 +
QVPLVQQQQFPGQQQPFPPQ o -gliadin: 21-40 +
PGQQQPFPPQQPYPQPQPF o -gliadin: 31-49 +
FPGQQQPFPPQQPYPQPQPF o -gliadin: 30-49 +
QPYPQPQPFPSQQPYLQL o -gliadin: 41-58 +
PQPFPSQQPYLQLQPFPQ o -gliadin: 4663 +
PQPQLPYPQPQLPY o -gliadin: 62—75/(a) ++++
QLQPFPQPQLPY a -gliadin: 57-68/(a) +/+++
QLQPFPQ a -gliadin: 57-63/(a) +++

14



Nastavak tabele 4.2.

LQLQPFPQPQLPYPQPQLPYPQPQLPYPQPQPF* a -gliadin; 57-89/(a) +/+++
QLQPFPQPQLPY a -gliadin: 58-69/(a) +/+++
PQPQLPYPQPQLPY a -gliadin; 63-76/(a) +/+++
PFRPQQPYPQPQPQ a -gliadin: 93-106/(a) +
LIFCMDVVLQ a -gliadin; 123-132 +
QQPLQQYPLGQGSFRPSQQNPQAQG a -gliadin; 198-222 +
QYPLGQGSFRPSQQNPQA a -gliadin; 203-220/(a) ++
PSGQGSFQPS a -gliadin; 205-214 -
PSGQGSFQPSQQ a -gliadin: 205-216/(a) +/+++
SGQGSFQPSQON a -gliadin: 206-217/(a) +/+++
QGSFQPSQQN a -gliadin: 208-217/(a) -[+++
LQPQQPFPQQPQQPYPQQPQ y-gliadin: 60-79 +
FPQQPQQPYPQQPQ vy -gliadin: 66-78 +
FSQPQQQFPQPQ vy -gliadin: 102-113/(a) -/+
OQPQQSFPEQQ vy -gliadin: 134-153/(a) +/+++
VQGQGIIQPQQPAQL vy -gliadin: 222-236/(a) ++
QQQQPPFSQQQOQSPFSQQQQ glutenin: 40-59/(a) -/+
QQPPFSQQQQPLPQ glutenin: 46-60/(a) -[+
SGQGQRPGQWLQPGQGQQGYYPTSPQQSGQGQQLGQ | glutenin: 707-742/(a) +/+
PGQGQQGYYPTSPQQSGQ glutenin; 719-736 +
GYYPTSPQQSGQGQQLGQ glutenin: 725-742 +
GYYPTSPQQSG glutenin: 725-735 +
QGYYPTSPQQS glutenin: 724-734/(a) +-
QQGYYPTSPQQSG glutenin: 723-735 +
GQQGYYPTSPQQSG glutenin: 722-735 +
GQQGYYPTSPQQS glutenin: 722-734 +

4.2. ELISA imunotestovi

Enzimski imunotestovi koriste enzime kao markere ¢ime se obezbeduje direktna
kvantifikacija antigena. Imunotestovi su se pojavili oko 1970. godine, a ELISA (na engl. Enzyme-
Linked Immunosorbent Assay) je jedan od najce$¢e korisCenih testova. ELISA imunotest je
dijagnosticki test i brza metoda kojom se detektuje prisustvo antigena u uzorku. Ovi testovi su jeftiniji
od nekih drugih analitickih tehnika, a enzim kao Sto je peroksidaza iz rena je jedan od najceSce
koriS¢enith. Test se uglavnom izvodi u mikrotitarskim plocama (osim testova u formi
brisa/Stapica/traica), pri cemu se antitela koriste za detekciju antigena od interesa.

Opsti postupak izvodenja nekompetivinog ELISA testa zasnovan je na slede¢em: u bunarci¢
u kome su specifi¢na antitela adsorbovana na inertnoj povrsini (unutar mikrotitarske ploce) se dodaje
uzorak (koji u sebi sadrzi antigen); odredeni vremenski period se antigeni vezuju za antitela i nakon
perioda inkubacije bunarci¢ se ispira; potom se dodaje enzimom-obelezeno antitelo (antitelo-enzim
konjugat) u visku; odredeni deo antitela se vezuje za imobilisani antigen, koji je ostao slobodan, dok
se viSak uklanja ispiranjem; dodavanjem supstrata zapo€inje enzimska reakcija konverzije supstrata
u proizvod, koji se potom kvantifikuje jednostavnim merenjem promene apsorbance na odredenoj
talasnoj duzini. Treba napomenuti da ukoliko se u testovima koriste monoklonska antitela (u koraku
dodavanja antitelo-enzim konjugata), ona moraju prepoznati epitop na antigenu koji se razlikuje od
onog koji je prepoznalo prvo antitelo (Ratledge & Kristiansen, 2001; Walsh, 2002). U detekciji
alergenih epitopa glutena primenjuju se dva tipa ELISA testa: sendvi¢ i kompetitivni test.

e Sendvi¢ ELISA — princip testa je baziran na formiranju kompleksa izmedu antitela i
antigena. Nakon toga sledi dodatak antitelo-enzim konjugata, dodatkom supstrata
dolazi do formiranja proizvoda, tj. do bojene reakcije. Ovi testovi se primenjuju u
slu¢aju velikih antigena, jer je neophodno da postoje dva epitopa za koja Ce se vezati
antitelo i antitelo-enzim konjugat.

e Kompetitivna ELISA — princip testa je zasnovan na jednostavnoj kompeticiji izmedu
antigena i enzim-antigen konjugata za vezivno mesto na antitelu. Ovakav tip testa se
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primenjuje pri analizi malih antigena koji sadrze samo jedan epitop. Reakcijom
izmedu enzima i supstrata nastaje obojeni proizvod. Slabiji intenzitet obojenja je
indikator za vecu koli¢inu vezanog antigena iz testiranog uzorka (\Walsh, 2002).
Razlika postoji izmedu monoklonskih i poliklonskih antitela. Monoklonska antitela
nastaju od samo jednog tipa B ¢elija i prepoznaju isti epitop. Poliklonska antitela
nastaju kao proizvod reakcije viSe razli¢itih B limfocita prema jednom antigenu,
antitela koja nastaju vezuju razli¢ite epitope. Monoklonska antitela se koriste u cilju
direktnog odredivanja koli¢ine prisutnog antigena u kompleksnim smesama (Nelson
& Cox, 2005).

Za detekciju glutena neophodno je koristiti verifikovane analiticke metode, sa limitom
detekcije od 10 mg/kg ili manjim. U Tabeli 4.3 dat je pregled nekih od trenutno dostupnih ELISA
testova. Ovi testovi moraju biti bazirani na proteinskim frakcijama koje izazivaju celijacnu bolest i
koje ne reaguju sa drugim sastojcima. Trenutno stanje na trziStu ukazuje na to da je metoda bazirana
na R5 monoklonskom antitelu (mAb) primarna metoda za odredivanje sadrzaja glutena. Primena
sendvi¢ ELISA testa se preporucuje za analizu sirovog glutena jer test zahteva prisustvo dva epitopa.
Kompetitivni ELISA testovi se preporucuju za procesuiranu hranu, hidrolizovani gluten i proizvode
koji sadrZe gluten, jer test zahteva prisustvo manjih fragmenata sa jednim epitopom. Nedostaci ovih
testova se ogledaju u tome $to ni jedna metoda ne daje univerzalno reSenje i jedinstven rezultat.
Glavni problem se ogleda u metodama ekstrakcije koje se razlikuju od testa do testa, pri ¢emu treba
naglasiti da razliCito tretirani uzorci zahtevaju razli¢ite metode ekstrakcije. U tom pogledu, nekad je
neophodno mozda primeniti vise razli¢itih analiti¢kih testova i ekstrakcija kako bi se sa sigurnoscu
moglo tvrditi da je primenjeni tretman u¢inkovit, a odredeni proizvod bezbedan za konzumiranje za
osobe koje su intolerantne na gluten u bilo kom obliku. Na ovaj nacin se poskupljuju metode
proizvodnje i analize.

Sa konstantnim razvojem tehnologije dolazi i ocekivani napredak u polju imunotestova.
Pregledom dostupne literature moze se zakljuciti da je tokom prethodnih 20 godina postignut
znaCajan pomak u polju razvoja ta¢nih i pouzdanih imunotestova. Na trzistu su trenutno dostupni
imunotestovi bazirani na razli¢itim antitelima. Ta antitela mogu biti monklonska ili poliklonska. Od
monoklonskih antitela najzastupljenija su R5 mAb, Skerrit mAb (401,21 mAb), G12, «20 mAb.
Svako od tih antitela je specificno prema odredenom alergenom epitopu glutena. R5 mAb antitelo
prepoznaje QQPFP epitop (QQQFP, LQPFP,QLPFP), G12 mAb — QPQLPY, Skerrit (401,21) mAb
— PQPQPFPQE ili PQQPPFPEE, 020 mAb — RPQQPYP. Testovi bazirani na poliklonskim antitelima
nisu navedeni u Tabeli 4.3. Primena poliklonskih antitela se pokazala kao pouzdana metoda jer ne
dolazi do unakrsne reakcije izmedu antitela i proteinskih frakcija glutena iz razli¢itih izvora.
Poliklonska antitela ne podlezu uticajima kao $to su varijacija unutar vrste Zitarica ili modifikacije
tokom obrade. Nedostatak kod primene ove vrste dijagnostickih testova jeste u ogranic¢enoj
dostupnosti poliklonskih antitela (Melini & Melini, 2018; Sharma, Rallabhandi, Williams, &
Pahlavan, 2016).
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Tabela 4.3. Komercijalno dostupni ELISA testovi za detekciju glutena.

Test Vrsta testa Limit detekcije  Antitelo Proizvodac Sertifikati
AgraStrip® Gluten G12® LFD* 5-20 ppm AOAC-RI1 061403
RomerLabs L 0AC OMA 2014.03
AgraQuant® Gluten G12® Sendvi¢ 2 ppm G12 AACCI 38- 52.01
GlutenTox® Pro LFD 5 ppm Hygiena AOAC 061502
ALLER-TEK™ Gluten ELISA Sendvic¢ 5 ppm _ AOAC 081202
Skerrit ELISA Tech
(mAb 401,21)
EZ Gluten TM LFD 10 ppm AOAC 051101
Veratox® for Gliadin R5 Sendvic 2.5 ppm Neogen AOAC-RI 061201
RIDASCREEN® Gliadin Sendvi¢ 0.5 ppm AOAC OMA 2012.01
RIDASCREEN® Gliadin mAb (R5) AOAC OMA 2015.05

Kompetitivni 5 ppm AACCI 38-55.01

Competitive R-Biopharm ASBC| Beer-49
limit detekcije AOAC-RI - PTM 101702
Rida® Quick Gliadin LFD zavisi od AOAC OMA 2015.16
upotrebe testa AACCI 38-60.01

*LFD — Lateral Flow Device
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5. Pretretmani glutena i njihove glavne karakteristike

Proteinske frakcije glutena i sve njegove subjedinice predstavljaju biljni izvor proteina. Ovi
proteini su od kljuéne vaznosti u mnogim prehrambenim formulacijama i neprehrambenim
proizvodima. Proteini glutena se mogu koristiti za proizvodnju razli¢itih gelova, filmova, emulzija i
penastih proizvoda usled Sirokog spektra funkcionalnosti njegovih subjedinica da formiraju mreze sa
drugim sastojcima (Zhang, et al., 2022; Mahsa & Elahe, 2014) . Primenom razli¢itih procesa kojima
se ciljano menja funkcionalnost tih proteina mogu se dobiti unapredeni peptidi sa poboljSanim
svojstvima ¢ime se dodatno usavrsavaju finalni proizvodi u kojima se primenjuju.

Standardni procesi koji se primenjuju za modifikaciju proteina podrazumevaju enzimske
procese, genetsku manipulaciju, hemijske i fizicke postupke. Svi ovi procesi u velikoj meri uti¢u na
fizicko-hemijska i funkcionalna svojstva proteina (Mirmoghtadaie, Aliabadi, & Hosseini, 2016).
Brojne su strategije predlagane do sada za smanjenje alergenosti glutena ili njeno uklanjanje iz
pSeni¢nog brasna. Neki od pristupa ukljucuju proteoliticku razgradnju epitopa glutena ili hemijsku
modifikaciju odabranih ostataka transglutaminazom, procesom transamidacije (Gianfrani, et al.,
2007).

Osim enzimske modifikacije, primena hemijskih procesa u cilju modifikacije proteina u
nekim sluc¢ajevima moze delovati Stetno na ljudsko zdravlje. Fizicki tretmani sa aspekta bezbednosti
predstavljaju najbolju alternativu. Fizickim tretmanima se smatraju zagrevanje, zamrzavanje,
ultrazvucni talasi niske frekvencije, visok pritisak, gama i mikrotalasno zracenje. Od navedenih
fizi¢kih tretmana, do sada je ispitivan uticaj mikrotalasnog tretmana, impulsnog svetla i ultrazvuka
na smanjenje imunoreaktivnosti proteina glutena (Leszczynska, f.acka, Szemraj, Lukamowicz, &
Zegota, 2003; Lamacchia, Landriscina, & D'Agnello, 2016; Panozzo, Manzocco, Lippe, & Nicoli,
2016).

5.1. Mikrotalasno zracenje

Mikrotalasne pecnice su od pocetka 1980. pa do danas postale standardni uredaji koji se nalaze
gotovo u svakoj kuhinji. Ovi uredaji obezbeduju krace vreme pripreme obroka i smanjuju utroSak
energije. Osim u pripremi hrane ovi uredaji su tokom godina nasli i primene u razli¢itim tehnolo§kim
postupcima (Jiang, Liu, & Wang, 2018; Li, et al., 2021; Ekezie, Sun, & Cheng, 2017; 1li¢, et al., 2022;
Bezbradica, Mijin, Mihailovi¢, & Knezevi¢-Jugovic, 2009). Obican postupak zagrevanja materijala
se obavlja konvekcijom 1/ili kondukcjiom preko povrSine materijala. Mikrotalasna energija se prenosi
direktno u materijal koji se tretira, posredstvom molekulskih interakcija sa elektromagnetnim poljem.
Dakle, mikrotalasno zagrevanje predstavlja transformaciju elektromagnente energije u toplotnu
energiju (Thostenson & Chou, 1999).

Zagrevanje usled delovanja mikrotalasa zasnovano je na transformaciji energije
naizmenicnog elektromagnetnog polja u toplotnu energiju delovanjem na polarne molekule materijala
(Yadav, Anand, Kaur, & Singh , 2012). Tretman mikrotalasima se smatra prikladnijim za upotrebu
usled niskih operativnih troskova i preciznije kontrole tokom zagrevanja, u poredenju sa drugim
toplotnim tretmanima (Ren & Cheng, 1998). To predstavlja kontinualan proces koji omoguéava da
se velike koli¢ine proizvoda obrade u kra¢im vremenskim periodima pri ¢emu ne zaostaju nikakve
hemijske supstance u hrani, i samim tim izbegava se Stetan uticaj na ljudsko zdravlje (Yadav, Anand,
Kaur, & Singh , 2012).

Mikrotalas je elektromagnetni talas frekvencije od 300 MHz-300 GHz (Sto odgovara talasnim
duzinama izmedu 1 cm i 1 m) koji moZe da izazove vibracije na molekulskom nivou (Banik,
Bandyopadhyay, & Ganguly, 2003). U elektromagnetnom spektru oblast mikrotalasnog zracenja se
nalazi izmedu infracrvenog zracenja i radiotalasa. Vec¢inu frekvencija pokrivaju telekomunikacioni 1
radarski uredaji, pri ¢emu se za rad u laboratoriji koriste mikrotalasni uredaji od 2,45 GHz.
Mikrotalasi mogu da izazovu promene u polarnosti vode delovanjem spoljnog elektricnog polja
visoke frekvencije, §to dalje izaziva molekulsko pomeranje 1 uzajamno trenje. Stoga, mikrotalasi se
konvertuju u toplotu i povecavaju temperaturu materijala koji se tretira (Banik, Bandyopadhyay, &

18



Ganguly, 2003; Thostenson & Chou, 1999; Mijin & Petrovi¢, 2005). Postoje podaci da mikrotalasi
mogu da promene strukturu materijala i trajno promene svojstva istog (Liu & Ma, 2016).
Mikrotalasna toplotna energija smatra se pogodnim sredstvom koje obezbeduje ravnomerno
zagrevanje kroz uzorak, u poredenju sa direktnim zagrevanjem u rerni, i stoga se moze koristiti za
postupke gde je neophodno uniformno umrezavanje unutar uzorka (Larhed & Hallberg, 2001).

U nekim od najranijin eksperimenata naucnici su se bavili mikrotalasnim tretmanima
psSeni¢nog brasna pri visokim i niskim snagama mikrotalasa, pri ¢emu su naknadno ispitivana
biohemijska, fizicka i viskozna svojstva (MacArthur & D'Appolonia, 1981). Mikrotalasi su
primenjivani 1 u eksperimentima koji su za cilj imali suSenje pSeni¢nih zrna. Rezultati tih
eksperimenata su pokazali da sadrzaj proteina nije promenjen zagrevanjem do temperature od 91 °C,
dok je gluten ostao neoStecen sve dok temperatura nije presla preko 66 °C (Camparia, Sempe, &
Filgueira, 1986). Tokom prerade hrane vr$i Se vazan uticaj na konformaciju proteina, zamotavanje i
odmotavanje polipeptidnih lanaca koji menjaju ponaSanje proteina u odredenom sistemu. Uticaj
mikrotalasnog tretmana na pSeni¢na zrna je takode ispitivan primenom patentirane metode koja
obuhvata primenu visoke temperature u kratkom vremenskom periodu, uz visok stepen vlaznosti zrna
i energije mikrotalasa (Lamacchia, Landriscina, & D'Agnello, 2016), a efekti ovog tretmana ogledaju
se U izmenjenoj rastvorljivosti i smanjenoj alergenosti. Dejstvo poviSene temperature na zrna pSenice
rezultuje u novom nacinu polimerizacije proteina u poredenju sa reakcijom polimerizacije u model
sistemu glutena, na osnovu ¢ega se moze zakljuciti da se u jednostavnom postupku zagrevanja glutena
moze prepoznati postupak za proizvodnju glutena sa izmenjenim svojstvima (Lamacchia, Baiano,
Lamparelli, Notte, & Luccia, 2010). U skladu sa prethodno navedenim podatkom da do promene u
strukturi glutena ne dolazi sve dok temperatura kojom se deluje ne prede preko 66 °C, produzeno
trajanje tretmana ( > 30 s) dovodi do daljeg porasta temperature pri ¢emu gluten trpi odredena
ostecenja i postaje nepodesan za proizvodnju pekarskih proizvoda u vidu hleba, ali prednost se ogleda
u tome da tretman rezultuje smanjenim sadrzajem glutena. Prilikom mikrotalasnog zagrevanja
pSeni¢nih zrna do temperatura ispod 56 °C, uocene su manje promene u Viskoznim i farinografskim
merenjima (Qu, Wang, Liu, Wang, & Liu, 2017). Izlaganjem pSeni¢nih zrna mikrotalasima antigenost
se moze potencijalno u potpunosti ukloniti. S obzirom da se proteini pSeni¢nog zrna greju pod
dejstvom mikrotalasa dok se nalaze u samom endospermu, do promena (konformacije i strukture)
moze doéi u razli¢itim proteinskim frakcijama jo$§ pre nego Sto je gluten formiran (Lamacchia,
Landriscina, & D'Agnello, 2016). Ova istrazivacka grupa je prva uspela da objasni vezu izmedu
mehanizma delovanja mikrotalasnog tretmana na gluten i reaktivnosti komercijalno dostupnog R5-
monoklonskog antitela sa modifikovanim epitopima glutena.

Primena fizi€kog tretmana u vidu mikrotalasa rezultuje u promenama strukture, funkcionalnih
svojstava 1 nutritivnih vrednosti prehrambenih proizvoda. Istrazivanja su do sada bila bazirana
uglavnom na uticaj mikrotalasnog zra¢enja na rastvorljivost proteina nakon tretmana, funkcionalna
svojstva mikrotalasno tretiranih proteina (emulgujuca svojstva, kapacitet i stabilnost pene, kapacitet
vezivanja vode 1 drugi). Mikrotalasno tretirani proteini glutena su pokazali odredene promene u
odnosu na netretirane uzorke. U zavisnosti od vrste analize, mikrotalasi su davali i pozitivne i
negativne rezultate u donosu na netretirane uzorke.

Kada je ispitivan uticaj mikrotalasnog zracenja na rastvorljivost proteina glutena, duze vreme
izlaganja rezultovalo je u smanjenoj vrednosti rastvorljivosti proteina (Yalcin, Sakiyan, Sumnu,
Celik, & Koksel, 2008). Rastvorljivost proteina ima visetruk uticaj na ponaSanje proteina u hrani i
njihova svojstva, pri cemu se ona povecava usled promene u veli¢ini molekula i sekundarnoj strukturi
proteina (Ashraf, Saeed, Sayeed, & Ali, 2012). Osim toga, mikrotalasno zracenje inaktivira
antinutrijente kao $to su Tripsin i Amilaza inhibitori, ¢ime je pobolj$ana dostupnost i svarljivost
proteina i skroba (Snyder & Kwon, 1987).

Povecan kapacitet vezivanja vode nakon dejstva mikrotalasa na gluten se objaSnjava
odmotavanjem proteina i izlaganjem vise hidrofilnih grupa koje su direktno povezane sa pove¢anim
kapacitetom vezivanja vode. Mikrotalasnim tretmanom Zitarica se povecava kapacitet vezivanja
vode, a samim tim se vrS$i direktan uticaj na teksturu i hrskavost proizvoda. Ovo pobolj$ano svojstvo
je neophodno u postupcima proizvodnje mesnih preradevina i pekarskih proizvoda (Ashraf, Saeed,
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Sayeed, & Ali, 2012). Osim na kapacitet vezivanja vode, mikrotalasni tretman utice i na kapacitet
vezivanja ulja. Povecanje u kapacitetu vezivanja ulja je direktno povezano sa pove¢anjem vremena
izlaganja pSeni¢nog braSna mikrotalasima (Ashraf, Saeed, Sayeed, & Ali, 2012). lzlaganjem
hidrofobnih grupa proteina dolazi do povecanja interakcije izmedu uljane faze i proteina.

Kapacitet formiranja pene direktno zavisi od koli¢ine hidrofobnih aminokiselina izlozenih na
povrsini molekula proteina (Kong, Zhou, & Qian, 2007). Sa povecanjem vremena trajanja
mikrotalasnog tretmana kapacitet formiranja pene se povecava, i samim tim se ovako tretirana brasna
mogu primeniti u formulacijama za koje je neophodno formiranje pene, kao $to su pekarski proizvodi
i sladoled (Ashraf, Saeed, Sayeed, & Ali, 2012). Osim unapredenog svojstva formiranja pene,
mikrotalasni tretman dovodi i do povecanog kapaciteta stabilnosti pene. Emulgujuca svojstva
proteina glutena poreklom iz pSeni¢nog brasna takode su unapredena primenom mikrotalasnog
zraCenja (Yalcin, Sakiyan, Sumnu, Celik, & Koksel, 2008).

Rezultati istrazivanja uticaja mikrotalasa na pSeni¢na zrna koje su sproveli Panfrani i
saradnici su pokazali da mikrotalasi imaju uticaj na imunoloski potencijal glutena. Sadrzaj glutena
odreden je koris¢enjem R5 sendvi¢ ELISA testa i poredenjem sa netretiranim uzorcima pokazali su
drasti¢no smanjenje koli¢ine glutena, za priblizno 70 ppm (Gianfrani, et al., 2017).

U prethodnim godinama tehnologija hrane se bavila razvojem inovativnih proizvoda bez
glutena sa ciljem unapredenja kvaliteta zivota osoba koji pate od celijaklije. Bilo je pokusaja da se
pSenicno brasno transformise u sirov materijal bez glutena, sa sadrzajem glutena manjim od 20 ppm
kako bi bilo saglasno sa preporukom Codex Alimentarius (FAO, CODEX STAN 118-1979 (2008),
2015).

Raniji eksperimenti su pokazali da mikrotalasno tretirana pSenica ima smanjenu reaktivnost
prema R5 antitelu i da potencijalno ima blagotvoran efekat na mikrobiotu stomaka. Sam R5 ELISA
test je pokazao da je sadrzaj glutena drasticno smanjen delovanjem mikrotalasa na pSeni¢na zrna.
Koherentno, imunotestovi bazirani na ¢elijama pacijenata iz mukoznog sloja creva pacijenata
obolelih od celijaklije naglasili su znatno nisku imunogenost u alkoholu rastvorljive frakcije gliadina
iz pSenice tretirane mikrotalasima (Gianfrani, et al., 2017). R5-ELISA imunotest je pokazao da je
znacajno smanjen stepen detekcije proteina glutena, ukazujuéi na to da mikrotalasni tretman koji je
izvrSen deluje tako da gliadin smanjuje svoju unakrsnu reaktivnost sa RS monoklonskim antitelom
(Lamacchia, Landriscina, & D'Agnello, 2016).

6. Modelovanje procesa i metoda odzivnih povrsina — Box-Behneken model

U okviru ove doktorske disertacije izvrSena je optimizacija postupka enzimske hidrolize
pSeni¢nog brasna modelovanjem procesa i primenom metodologije odzivnih povr$nina Box-
Behneken. Razvoj postupka proizvodnje proteina, izolacije bioaktivnih komponenti, modifikacije
odredenih sirovina u cilju proizvodnje proizvoda odredenih Zeljenih svojstava podrazumeva
ispitivanje velikog broja procesnih parametara. Medutim odredena svojstva zahtevaju variranje vise
tacno odredenih procesnih parametara. Tako da bi se dobio proizvod odredenih svojstava potrebno je
izvrSiti veliki broj nezavisnih eksperimenata. Ranije su takvi postupci optimizacije izvodeni
jednostavnim metodom probe i greske, bazirani na nekom ranijem iskustvu i znanju. Medutim, za
proizvodnju nekog specificnog proizvoda u vecini slucajeva je potrebno ispitati vise od 2 procesna
parametra. Samim tim se postupak optimizacije usloZnjava i poskupljuje jer je potrebno izvesti
odredeni broj ponavljanja pod istim reakcionim uslovima. Izvodenjem studije optimizacije procesa
se smanjuju troSkovi samog eksperimentalnog rada i dobijaju pouzdani opsezi reakcionih parametara
koji ¢e se dalje ispitivati.

Reakcioni uslovi (ulazni faktori) direktno uticu na kvalitet i performanse krajnjeg proizvoda
(izlazni faktori). Tako na primer, za dobijanje proteinskih hidrolizata odredenih bioaktivnih svojstava
potrebno je odrediti optimalne reakcione uslove kao §to su pH reakcije, temperatura reakcije, enzim-
supstrat odnos 1 sli¢no; za ekstrakciju odredenog enzimskog preparata iz fermentacione smeSe
dobijene fermentacijom na ¢vrstoj podlozi potrebno je optimizovati pH pufera za ekstrakciju, vreme
trajanja ekstrakcije, uslove mesanja. Na osnovu ova dva jednostavna primera mozemo zakljuéiti da
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vise faktora sa sigurno$c¢u usloznjava sam postupak. Stoga finalni proizvod (y) i svi parametri reakcije
(x) koji na njega uti¢u se mogu opisati funkcijom.

Prilikom ispitivanja odredenih postupaka, eksperimentalni dizajn se koristi kako bi se odredili
ulazni faktori (x) koji znacajno uticu na krajnji proizvod (y). Takode bitno je naglasiti da se ovim
postupkom podesava vrednost ulaznog faktora (x), tako da se krajnji proizvod nalazi u zeljenom
opsegu vrednosti sa minimalnim odstupanjima. Krajnji cilj primene eksperimentalnog dizajna je
dobijanje podataka o bitnim ulaznim faktorima, tacnije uvid u to koji od ulaznih faktora znacajno,
srednje ili ne utice na krajnji proizvod (Das & Dewanjee, 2018).

Jedna od najcesc¢e koris¢enih metoda optimizacije jeste ,,jedan po jedan parametar* (na engl.
OVAT - one variable at a time), gde se vrednost jednog parametra menja u razli¢itim opsezima, dok
se ostali zadrzavaju na konstantnim vrednostima. Medutim, glavni nedostatak ovog pristupa je taj Sto
je nepouzdan, neefikasan i neophodno je utro$iti mnogo vremena u eksperimentalnom radu kako bi
dobili priblizno optimalne reakcione uslove. Takode, ova metoda ne daje uvid u medusobnu
interakciju medu parametrima.

Zavisnost nekog svojstva krajnjeg proizvoda (y) od ulaznih parametara (x) se moze predstaviti
funkcijom:
y = f(xll X2, ---;xn) +¢€ (1)
gde ¢ predstavlja gresku koja se javljau y.

Najjednostavnija korelacija medu parametrima se moze izraziti primenom linearne funkcije
oblika:

k
y=b0+2bixi+e (2)

i=1
gde je bo — odsecak, bi—regresioni koeficijenti, i — broj faktora i xi— nezavisni faktor.

Ukoliko postoji interakcija izmedu razlicitih ulaznih parametara, jednacina (2) se prevodi u

sledeci oblik:
y= b0+2bxl+22buxxj+e (3)

i=1 j=i+1
gde su bo, bi i bjj regresioni koeﬁcuentl odsecka linearnog i modela sa interakcijom.

Kvadratni model se koristi kako bi se utvrdile nelinearne zavisnosti izmedu ulaznih
parametara i krajnjeg proizvoda, i taJ model se predstavlja Jednacmom (4):

y= b0+2bxl+2bux +Z Z bijxix; + ¢ (4)

i=1 j=i+1

gde su bo, bj, bii i bij su regresioni koeficijenti za odsecak, linearnu, kvadratnu i medusobnu interakciju,
respektivno, dok su xi i Xj nezavisne promenljive.

Neke od najéesce koris¢enih metoda odzivnih povrSina (na engl. RSM — response surface
method) su centralni kompozitni dizajn, Box-Behnken dizajn i Doehlertov dizajn (Ferreira, et al.,
2007). Za sve metode je neophodno uneti minimalne i maksimalne vrednosti faktora koji se ispituju
kako bi se ispitali na viSe razli¢itih nivoa. Metode odzivnih povrSina se uglavnom koriste za fitovanje
kvadratnih modela. U Box-Behnken i centralnom kompozitnom dizajnu ulazni faktori se ispituju na
3 ili 5 razli¢itih nivoa.
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6.1. Box-Behnken dizajn

Box-Behnken dizajn predstavlja rotirajuci ili skoro rotirajuci dizajn drugog reda. Ulazni
faktori u ovom modelu se ispituju na 3 razli¢ita nivoa (-1,0,1) (Tabela 6.1). Ovaj model zahteva
prisustvo tri ulazna faktora (ili viSe), ali broj nivoa je uvek ogranicen na tri. Ovime se Box-Behnken
model izdvaja od ostalih. Box-Behnken dizajn je preporucljivo koristiti kada se ocekuje da se
optimalne vrednosti faktora nalaze na sredini zadatog opsega. Ovaj model se ne koristi za ispitivanje
ekstremnih vrednosti ulaznih faktora, s obzirom na to da je metoda bazirana na kombinovanju tri
faktora, 2 ¢ije se vrednosti nalaze na sredini zadatog opsega, dok se tre¢i zadrzava u centralnoj tacki
(Slika 3). Centralna tacka (crna tacka, Slika 6.1.1.), gde su faktori svi zadrzani na srednjoj vrednosti
(0,0,0), se ponavlja izmedu 3 i 5 puta, kako bi se odredio stepen slobode i predstavlja referentnu tacku
eksperimentalne postavke (De Leon, Kidd, & Corzo, 2010).

@ )

@
B
B+1 ¢ PY ®
c+ ® ®
A-l > A%l PY !
c-1
B-1 ® c

A

Slika 6.1.1. Box-Behnken eksperimentalni dizajn.

Tabela 6.1. Kodirani nivoi faktora za Box-Behnken dizajn (Box & Behnken, 1960).

Broj faktora (k)

Tri faktora Cetiri faktora Pet faktora
X1 X2 X3 X1 X2 X3 Xa X1 X2 X3 X4 X5
1+l 0 - o | 0 0 1 +] 0 0 0
+1 0 #£1 0 0 #1 #1 0 0 1 #1 0
0 1 1 0 0 0 0 0 =1 0 0 #1
0 0 0 +1 0 0 1 +1 0 #1 0 0
0 +1 0 0 0 0 1 1
0 0 0 0 0 0 0 0 0
+1 0 #1 0 0 1 #1 0 0
0 =1 0 =1 +1 0 0 =1 0
0 0 0 0 0 0 #1 0 1
+1 0 0 0 +1
0 =1 0 =1 0
0 0 0 0 0

U slucaju eksperimentalnog dizajna sa¢injenog od 4 faktora i 3 nivoa potrebno je izvesti najmanje 27
eksperimenata kako bi se ispitao kvadratni model. Broj eksperimenata (n) koji je potrebno izvesti
kako bi se dobio kvadratni model se izracunava preko jednacine (5):

n=2xkxk-1)+C (5)
gde je k — broj eksperimentalnih faktora, C — broj ponavljanja u centralnoj tacki.
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7. Miksolab analiza
7.1. Ispitivanje reoloskih osobina testa pomocu Miksolaba

Miksolab (Mixolab®, Chopin Technology, Francuska) je uredaj koji omoguéava ispitivanje
reoloskih osobina testa tokom procesa meSanja i simultanog zagrevanja. Analiza je bazirana na
ispitivanju odredene koli¢ine odabranog Cistog brasna, brasna sa aditivima (so, Secer, mast, enzimi,
emulgatori, hidrolizati i slicno), smeSe dva ili viSe brasna, braSna delimi¢no supstituisanih sa
hidrolizatima proteina iz razli¢itih izvora, a sve to uz dodatak odredene koli¢ine vode u cilju
formiranja testa. Testovi mogu biti bazirani na eksperimentima sa konstantnom hidracijom ili
ciljanom konzistencijom od 1,1 + 0,05 Nm (ekvivalentna vrednost za 500 Farinografskih
(Farinograph®) jedinica) (Dubat & Boinot, 2012). Pomoéu Miksolab programa na radunaru mogu se
odabrati razli¢iti protokoli pomocu kojih se dolazi do podataka o uticaju mehanickih i termickih
faktora na odabranu zamesu testa.

Sam postupak analize sastoji se od 5 faza (C1-C5) (Slika 7.1.1.), pri ¢emu se u po¢etku brasno
umesava sa vodom pri konstantnoj temperaturi 30 °C, potom imamo fazu porasta i zadrzavanja
temerature na 90 °C, a nakon toga sledi faza hladenja do 50 °C. Miksolab tokom 5 faza merenja u
realnom vremenu daje podatke o vrednosti momenta torzije (Nm), koji nastaje prilikom meSanja testa
pomocu dve lopatice u modulu. Nakon faze inicijalnog mesanja pri konstantnoj temperaturi, sledi
faza razvoja testa tokom koje miksolab daje podatke 0 momentu torzije kao funkcija vremena i
temperature (Hadnadev, Torbica, & Hadnadev, Rheological properties of wheat {flour
substitutes/alternative crops assessed by Mixolab., 2011). Primenom Miksolaba moguce je ispitati
svojstva testa u pogledu doprinosa koji daju prisutni proteini i skrob (slabljenje proteinske mreze,
geliranje skroba, retrogradacija skroba i sli¢no). Ekstenzivna ispitivanja su pokazala da su rezultati
dobijeni pomoc¢u Miksolaba u smislu ponovljivosti izuzetno pouzdani i da se Miksolab moze
primenjivati za pouzdane analize brasna. U cilju tumacenja dobijenih rezultata pomoc¢u Miksolaba,
neophodno je dati objasnjenje glavnih parametara koji figurisu u analizi, a koji su takode obelezeni
na Slici 7.1.1. (Gujral, Sharma, & Khatri, 2018; Svec & Hruskova, 2015; Hadnadev, 2013):

Stepen hidracije — koli¢ina vode potreba za postizanje konzistencije testa od 1,1 £ 0,05 Nm,;

e \/reme razvoja testa — vreme (min) neophodno da se postigne torzija C1, $to je vreme duze to
je brasno tvrde;

e Stabilnost testa — otpor testa prilikom mesanja, §to je vreme (min) duze brasno je tvrde;

e Amplituda — izrazava se u Nm, predstavlja elasti¢nost testa, $to je veca vrednost elasti¢nost
testa je veca;

e C1 — maksimalna vrednost torzije (Nm) na kraju inicijalne faze meSanja (30 °C), sluZi za
odredivanje moc¢i upijanja vode (stepen hidracije) kako bi se postigla Zeljena vrednost
konzistencije od 1,1 £ 0,05 Nm;

e CS - konzistencija testa nakon 8 min mesanja pri konstantnoj temperaturi od 30 °C;

e C2—minimalna vrednost torzije (Nm) na pocetku faze zagrevanja, predstavlja meru slabljenja
proteinske mreZe u funkciji mehanickog mesanja i temperature;

e (C3 — maksimalna vrednost torzije (Nm) tokom faze zagrevanja, mera Kklajsterizacije
(geliranja) skroba;

e C4 — minimalna vrednost torzije (Nm) nakon faze zagrevanja, mera stabilnosti nastalog
vruceg gela;

e C5 — maksimalna vrednost torzije (Nm) nakon hladenja (50 °C), mera retrogradacije skroba

tokom faze hladenja;,

a — brzina slabljenja proteina pod uticajem toplote, Nm/min;

J — brzina geliranja skroba (nagib krive izmedu ta¢aka C2 i C3), Nm/min;

y — brzina degradacije enzima (nagib krive izmedu C3 i C4), Nm/min;

C1-C2 — jacina proteinske mreze prilikom zagrevanja testa, Nm;

C3-C2 — intenzitet geliranja skroba, Nm;
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e (C3-C4 — pad viskoznosti, stabilnost vruc¢eg gela, Nm;

e (C5-C4 —retrogradacija skroba, Nm;

e Mechani¢ko slabljenje proteina (MSP) — MSP (%) = (C1-CS)/C1 x 100;

e Termomehanicko slabljenje proteina (TMSP) — TMSP (%) = (CS-C2)/C1 x 100;

e Stabilnost skrobne paste — odnos minimuma torzije nakon zagrevanja i maksimuma torzije na
pocetku zagrevanja, C4/C3;

e Procenat retrogradacije skroba — PRS (%) = (C5-C4)/C5 x 100;

4,0 100

Momenat torzije (Nm)
(n,) eineledws |

C2 —— Momenat torzije
— Temperatura bloka |
—— Temperatura testa

LA LA DL L L DL L DL LA B L 0
15 20 25 30 35 40 45

Vreme (min)

Slika 7.1.1. Primer Mixolab® krive pSenicnog brasna analiziranog pri standardnom Chopin+
protokolu (masa testa 75g, brzina mesanja 80 rpm).
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8. Eksperimentalni deo
8.1. Materijali i instrumenti
8.1.1. Materijali - Enzimi i hemikalije

Polazne proteinske sirovine bogate glutenom, a koris¢ene za pripremu proteinskih uzoraka sa
modifikovanom alergenos¢u, u ovom eksperimentalnom radu, bile su:
o gluten iz pSenice (> 75% proteina) — Sigma-Aldrich, St. Louis, SAD,
o gliadin iz pSenice (pSeni¢nog glutena) — Sigma-Aldrich, St. Louis, SAD,
o pSeni¢no belo brasno ,,tip 400 meko* — Danubius, Novi Sad, Republika Srbija,
o heljdino integralno brasno — Vega, Republika Srbija.

U cilju enzimske hidrolize glutena poreklom iz pSenice, KoriS¢eni su razli¢iti komercijalno
dostupni proteoliticki enzimi:

o Alkalaza (na engl. Alcalase® 2.4L, Sigma-Aldrich, St. Louis, SAD) — nespecifi¢na serinska
endopeptidaza iz soja Bacillus licheniformis,

o Pronaza (na engl. Pronase®, Roche Diagnostics GmbH, Nemacka) — specifi¢na egzo- i
endopeptidaza izolovana iz soja Streptomyces griseus,

o Flevorzim (na engl. Favourzyme®, Sigma-Aldrich, St. Louis, SAD) — specifi¢na egzo- i
endopeptidaza izolovana iz soja Aspergillus oryzae.

Bakterijske kulture kori§¢ene u cilju proizvodnje proteoliti¢kih enzima za razgradnju proteina
glutena predstavljaju deo kolekcije mikroorganizama laboratorije za mikrobiologiju na katedri za
Biohemijsko inzZenjerstvo i biotehnologiju na Tehnolosko-metalurskom fakultetu, Univerziteta u
Beogradu, i to:

o Bacillus subtilis TMF-1,
o Bacillus cereus.

MikrobioloSka analiza sprovedena u cilju odredivanja potencijalne antimikrobne aktivnosti
dobijenih hidrolizata glutena izvrSena je koriS¢enjem sojeva mikroorganizama koji takode Cine
kolekciju mikroorganizama laboratorije za mikrobiologiju na katedri za Biohemijsko inZenjerstvo 1
biotehnologiju na Tehnolosko-metalurskom fakultetu, Univerziteta u Beogradu, 1 to:

o Staphylococcus aureus ATCC 25923 — Gram (+) bakterija,
o Escherichia coli ATCC 25922 — Gram (-) bakterija,
o Candida albicans ATCC 24433 — kvasac.

Za pripremu mikrobioloSkih podloga 1 za potrebu eksperimentalnih mikrobioloskih analiza,

koriS¢ene su slede¢e hemikalije i supstrati:

o gluten — MP biomedicals LLC, Ohajo, SAD,
tripton soja agar — Institut Torlak, Beograd, Republika Srbija,
tripton soja bujon — Institut Torlak, Beograd, Republika Srbija,
ekstrakt kvasca — Institut Torlak, Beograd, Republika Srbija,
pepton 1 — Institut Torlak, Beograd, Republika Srbija,
agar — Institut Torlak, Beograd, Republika Srbija,
glukoza — Fisher Chemicals, Velika Britanija,
natrijum-hidrogenfosfat, Na,HPO4 — Centrohem, Stara Pazova, Republika Srbija,
kalijum-dihidrogenfosfat, KH,PO4 — Lach-Ner Ltd., Neratovice, Ceska Republika,
magnezijum-sulfat heptahidrat, MgSOs x 7H20 — NRK inZenjering, Beograd, Republika
Srbija,
kalcijum-hlorid dihidrat, CaCl, x 2H20 — Lach-Ner Ltd., Neratovice, Ceska Republika,
natrijum-hlorid, NaCl — NRK inzenjering, Beograd, Republika Srbija,
etanol, 96% — Sani-Hem, Novi Becej, Republika Srbija,
natrijum-hidroksid, NaOH — Lach-Ner Ltd., Neratovice, Ceska Republika,
kalijum-natrijum-tartarat tetrahidrat, KNaCsH4O6 x 4H,0 — Lach-Ner Ltd., Neratovice, Ceska
Republika,

O O O O O O O O O

O O O O O
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albumin iz govedeg seruma (na engl. BSA — bovine serum albumine) — Sigma-Aldrich, St.
Louis SAD,

Folinov reagens (na engl. Folin-Ciocalteu’s phenol reagent) — CARLO ERBA Reagents
SAS,Val de Reuil, Francuska,

trihlorsiréetna kiselina — CARLO ERBA Reagents SAS,Val de Reuil, Francuska,

azokazein — Sigma-Aldrich, St. Louis SAD,

Gly-Pro-p-NA — Sigma-Aldrich, St. Louis SAD,

siréetna kiselina — Zorka Pharma, Sabac, Republika Srbija.

Za potrebe odredivanja sadrzaja ukupnih i rastvorljivih proteina

hidrolizovanih/nehidrolizovanih uzoraka glutena kao i njihovu karakterizaciju odredivanjem
funkcionalnih svojstava, koriS¢ene su slede¢e hemikalije:

©)

O O O O O O

O

natrijum-karbonat, Na,CO3 — Zorka, Sabac, Republika Srbija,

bakar (11)-sulfat pentahidrat, CuSO4 x 5H,0 — Zorka, Sabac, Republika Srbija,
natrijum-hidrogenfosfat, Na,HPO4 — Centrohem, Stara Pazova, Republika Srbija,
natrijum-dodecil-sulfat, SDS — Lach-Ner Ltd., Neratovice, Ceska Republika,
hlorovodoniéna kiselina, HC1 — Lach-Ner Ltd., Neratovice, Ceska Republika,

sumporna kiselina, HoSO4 — Zorka Pharma, Sabac, Republika Srbija,

katalizator za digestiju uzoraka na bazi bakra, Kjeldal tablete, Kjeldahl catalyst tablets copper,
sadrze 59 K2SOg4 i ekvivalent 0,1g CuSO4 — Fisher Chemical™, Be¢, Austrija,

suncokretovo ulje — Dijamant, Zrenjanin, Republika Srbija.

Za odredivanje strukturnih karakteristika hidrolizovanih/nehidrolizovanih uzoraka glutena,

koriséeni su sledeci reagensi:

o

0 O O O O O O

5,5'-ditiobis-(2-nitrobenzoeva kiselina), DTNB — Sigma-Aldrich, St. Louis, SAD,
glicin — Lach-Ner Ltd., Neratovice, Ceska Republika,

urea — Merck, Darmstat, Republika Nemacka,

metanol, HPLC grade — Sigma-Aldrich, St. Louis, SAD,

acetonitril, HPLC grade — J.T.Baker, SAD,

trifluorsir¢etna Kiselina, TFA — Sigma-Aldrich, St. Louis, SAD,
2-merkaptoetanol — Fisher Bio Reagents, Republika Kina,
etilendiamintetra-acetat, EDTA — Sigma-Aldrich, St. Louis, SAD,

U cilju ispitivanja antioksidativnih svojstava proizvedenih hidrolizata proteina koris¢eni su

slede¢i reagensi:

o

©)
©)

O

o

2,2'-azino-bis(3-etilbenzotiazolin-6-sulfonska kiselina)-diamonijumova so, ABTS — Alfa
Aesar, Masacusets, SAD,

gvozde (II)-hlorid, FeCl, — Sigma-Aldrich, St. Louis, SAD,

natrijumova so 3-(2-piridil)-5,6-difenil-1,2,4-triazin-4',4"-disulfonske kiseline, Ferozin (na
engl. Ferrozine) — Sigma-Aldrich, St. Louis, SAD,

2,2-difenil-1-pikrilhidrazil, DPPH — Sigma-Aldrich, St. Louis, SAD,

kalijum-persulfat, K.S,0s— Lach-Ner Ltd., Neratovice, Ceska Republika,
2-amino-2-hidroksimetil-propan-1,3-diol, TRIS — Merck, Darmstat, Republika Nemacka,

Za potrebe elektroforetskih analiza koriS¢ene su sledece hemikalije:

Coomassie Brilliant Blue R-250 — Fisher BioReagents, Velika Britanija,

standardni proteinski markeri za elektroforezu opsega 10 do 260 kDa, Spectra Multicolor
Broad Range Protein Ladder — Thermo Scientific™, SAD,

12% poliakrilamidni gelovi za razdvajanje (Precise™ Protein Gels, 10 cm x 8 cm, 12-wells)
— Thermo Scientific, Rokford, SAD,

ditiotreitol, DTT — Fisher Chemicals, Velika Britanija,

glicerol — NRK inzenjering, Beograd, Republika Srbija,

bromfenol plavo — Acros Organics, SAD,

26



komercijalni pufer za razdvajanje uzoraka, Tris-HEPES-SDS pufer — Sigma-Aldrich, St.
Louis, SAD,

Za potrebe odredivanja alergenosti glutena, koris¢eni su sledeci kitovi 1 hemikalije:
kompetitivni ELISA test, RIDASCREEN® Gliadin competitive — R-Biopharm AG, Darmstat,
Republika Nemacka,

etanol, 60% (v/v) — Sani-Hem, Novi Becej, Republika Srbija.

8.1.2. Kori$c¢eni instrumenti

o O

O O O O O

O

O

o O

0 O O O

O

Uredaji 1 oprema koja su korisceni za realizaciju istrazivanja u ovom radu bili su:

UV-Vis spektrofotometar Ultrospec™ 3300 — Amersham Biosciences, Velika Britanija,

UV spektrofotometar UV-1800 — Shimadzu Corp., SAD

Anton Paar Monowave 300 mono-modni mikrotalasni reaktor — Anton Paar GmbH, Grac,
Austrija,

analiticka vaga Mettler AJ100 — Mettler, Svajcarska,

Zetasizer Nano ZS — Malvern Instruments Ltd., VusterSir, Velika Britanija,

vodeno kupatilo Waterbath MS3 — Memmert, Republika Nemacka,

magnetna mesalica Heidolph MR 3001 — Heidolph instruments, Svabah, Republika Nemacka,
magnetna mesalica sa automatskom regulacijom temperature — IKA® C-MAG HS 7 sa ETS-
D6, IKA®-Werke GmbH & Co. KG, Staufen, Republika Nemacka,

mikrocentrifuga sa hladenjem, Fresco™ 21 Microcentrifuge — Thermo Fisher Scientific,
SAD,

pH metar, Eutech™ pH 5+ pH meter — Thermo Fisher Scientific, grad, SAD,

propelerska mesalica Heidolph RZR 2020 — Heidolph Instruments GmbH & Co. KG, Svabah,
Republika Nemacka,

liofilizator CHRIST Beta 2-8 LDPIlus — CHRIST, Osterode am Harz, Republika Nemacka,
sistem za te¢nu hromatografiju pod visokim pritiskom, HPLC sistem: Shimadzu® uredaj koji
se sastoji od: DGU-20A jedinice za degasiranje, LC-20AD pumpe, SIL-20A HT
autosemplera, CBM-20A kontrolne jedinice, RID-20A detektora indeksa refrakcije, SPD-
20AV UV/VIS detektora, CTO-20AC grejne jedinice za kolonu — Shimadzu Corporation,
SAD,

Nucleosil® C18 HPLC kolona — Supelco, Macherey-Nagel GmbH & Co. KG, Republika
Nemacka,

centrifuga Sigma 2-16 Benchtop — Njutaun, Velika Britanija,

centrifuga Eppendorf Centrifuge 5430 R — Eppendorf, Hamburg, Republika Nemacka,

¢ita¢ mikrotitarskih plo¢a Multiscan GO — Thermo Fisher Scientific, Voltam, Masacusets,
SAD,

autoklav — Sutjeska, SFRJ,

aparatura za elektroforezu Hoefer™ Mighty Small™ [l Mini Vertical Electrophoresis System
— Thermo Fisher Scientific, Ri¢mond, SAD,

napajanje za elektroforezu EPS 601 — GE Healthcare, Kraljevina Svedska,

dualni UV-Vis transiluminator MacroVue Uvis-20 — Amersham Biosciences Corp, SAD,
rotor-stator homogenizator Yellowline DI 25 basic — IKA® Works, Inc., Vilmington, SAD,
Kjeldal jedinica za digestiju InKjel M — Behr Labor-Technik GmbH, Dizeldorf, Republika
Nemacka,

Ekstraktor za kiselinska isparenja Behrosog 3 — Behr Labor-Technik GmbH, Dizeldorf,
Republika Nemacka,

Jedinica za destilaciju Behr S2 behrotest® — Behr Labor-Technik GmbH, Dizeldorf, Republika
Nemacka,

Infracrveni spektrometar sa Furijeovom transformacijom, FTIR spektrometar Nicolet™
ISTM10 — Thermo Scientific™, Inc., Medison, SAD,

Mixolab® 2 — Chopin Technologies, Vilnev la Gran, Francuska.
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8.2. Eksperimentalne metode
8.2.1. Selekcija i skrining mikroorganizama

Kulture B. subtilis TMF-1 i B. cereus koje su deo kolekcije mikroorganizama Tehnolosko-
metalurSkog fakulteta, katedre za Biohemijsko inZenjerstvo i biotehnologiju, su zasejane na tri
razli¢ite selektivne podloge sa glutenom, ¢ije formulacije su predlozili Stresler i saradnici (Stressler,
etal., 2015). Na selektivne podloge (Tabela 8.1) sterilnim postupkom su prebacene solitarne kolonije
navedenih sojeva, i potom su ploce inkubirane u inkubatoru na 37 °C u periodu od 48h. Ploce na
kojima je okom bila vidiljiva zona hidrolize glutena (tzv. providna/prozirna zona) koris¢ene su za
dalji rad. Pojava prozirne zone oko izraslih kolonija je znak da odabrani mikroorganizam produkuje
sekundarne metabolite, u ovom slucaju ekstracelularne proteoliticke enzime.

Tabela 8.1. Formulacija selektivnih podloga (SP) (Stressler, et al., 2015).

Selektivna podloga
Hemikalija SP1 SP2 SP3
Gluten, 10,0 g/l + + +
Glukoza, 20,0 g/l - + -
NaCl, 5,0 g/ - - +
CaCl2 x 2H20, 0,06 g/l - - +
Agar, 15,0 g/l + + +
8.2.2. Submerzna fermentacija

Nakon §to je utvrden rast mikroorganizama producenata proteaza na selektivnim podlogama,
pokrenuta je submerzna fermentacija Sematski ilustrovana na Slici 8.2.1. Solitarna kolonija
odabranog mikroorganizma je sa selektivne ploc¢e sterilno preneta ezom u erlenmajere sa 12,5 ml LB
medijuma (Tabela 8.2) koji su potom inkubirani u vazdusnoj tresilici. Ovaj postupak pripreme
inokuluma izveden je u trajanju od 24 h pri temperaturi od 37 °C i mesanju 160 o/min. Nakon perioda
inkubacije i postignutog optimalnog bakterijskog rasta, po 0,25 ml bakterijske starter kulture je
prebaceno u erlenmajer sa 25 ml fermentacionog medijuma (GFM — gluten -fermentacioni medijum,
Tabela 8.3). Sve podloge (tabela 7.2 i 7.3) su sterilisane na 121 °C, u trajanju od 30 min. Svaki proces
fermentacije je uraden u duplikatu. Erlenmajeri sa GFM i bakterijskom kulturom su ostavljeni na
tresilici u vremenu od 36 do 48 h, na temperaturi 37 °C pri brzini meSanja 160 o/min. Nakon
fermentacije, sadrzaj erlenmajera je prebacen u vijale podobne za centrifugiranje, a razdvajanje
fermentacione te¢nosti i ¢vrstog ostatka je izvrSeno je pri 9000xg u trajanju od 20 min na sobnoj
temperaturi.

Tabela 8.2. Formulacija LB medijuma.

Hemikalija | c, g/l
Pepton 1 10,0
Ekstrakt kvasca | 5,0
NaCl 5,0

Tabela 8.3. Formulacija Gluten-fermentacionog medijuma (Stressler, et al., 2015).
Hemikalija c, g/l
Gluten 10,0
Pepton 1 1,0
Na;HPO4 0,6
KH2PO4 0,5
MgSO4 x 7THO | 1,5
CaCl; x 2H,0 2,4
NaCl 1,0
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8.2.3. Proteoliticka aktivnost dobijenog enzimskog preparata

Proteoliticka aktivnost dobijenog enzimskog preparata ispitana je metodom koja je detaljno
opisana u radu Salima i saradnika (Salim, et al., 2017). Upotrebom 2% rastvora azokazeina kao
supstrata moguce je ispratiti promenu apsorbance na talasnoj duzini 440 nm, a time i koli¢inu
novonastalog proizvoda azo boje. Jedna jedinica proteoliticke aktivnosti definisana je kao koli¢ina
enzima potrebna za promenu apsorbance od 1 na 440 nm u kiveti od 1 cm.

Ukratko, 0,075 ml uzorka enzimskog preparata mesano je sa 0,125 ml prethodno
pripremljenog supstrata azokazeina. Epruvete sa reakcionim smeSama inkubirane su 30 min na 37
°C. Potom, epruvete su prenete u ledeno kupatilo, dodato je 0,6 ml 10% (w/v) rastvora trihlorsiréetne
kiseline ¢ime je zaustavljena reakcija. Centrifugiranjem u trajanju od 10 min pri 8000 o/min izvrSena
je separacija formiranih precipitata i supernatanta. Supernatant je pazljivo dekantovan mikropipetom
i to 0,6 ml, prenet u mikrokivetu za spektrofotometar i direktno u njoj izmesSan sa 0,7 ml 1M rastvora
NaOH. Uporedo je pripremana i slepa proba, na identi¢an nacin samo §to je uzorak enzimskog
preparata prvo mesan sa trihlorsir¢etnom kiselinom, a potom je dodavan supstrat azokazein.

37°C

B. subtilis TMF-1 LB medijum fermentacioni

ﬂ ﬂ ﬂ ﬂ H ﬂ :";k aktivnost
H H H H H H odredena sa azokazeinom

kao supstratom

Slika 8.2.1. Sematski prikaz proizvodnje enzima za razgradnju glutena.
8.2.4. Aktivnosti specificnih proteaza

Metodu za odredivanje aminopeptidazne i/ili endopeptidazne aktivnosti dali su El Soda 1
Desmazo (El Soda i Dezmaseaud) (El Soda & Dezmaseaud, 1982). Supstrati koji se mogu koristiti
za ispitivanje specifi¢ne aktivnosti proteolitickih enzima su: Leu-p-NA, Ala-p-NA, Lys-p-NA; Gly-
Pro-p-NA, Pro-p-NA. Ukratko, reakcionu smesu ¢inili su 0,1 ml supstrata Gly-Pro-p-NA (16,4 mM
u Iml MeOH), 2,8 ml K-fosfatnog pufera, 0,1 M, pH 6,5 i 0,1 ml enzimskog preparata. Ovako
pripremljena reakciona smesa inkubirana je u vodenom kupatilu na 37°C, a kinetika reakcija
ispracena je u razli¢itim vremenskim intervalima. Reakcija je zaustavljana dodatkom 0,5 ml 30%
(w/v) rastvora sircetne kiseline. Promena apsorbance pracena je na 410 nm. Promena 0,01 jedinice
apsorbance u jednom minutu (AA/At = 0,01) predstavlja jednu jedinicu enzimske aktivnosti
(dipeptidil aminopeptidazne aktivnosti). Specificna aktivnost je definisana kao broj jedinica
aminopeptidazne aktivnosti po mg proteina u ekstraktu enzima.

8.2.5. Odredivanje sadrzaja proteina metodom ukupnog azota — metoda po Kjeldalu
Sadrzaj proteina u Cvrstim uzorcima netretiranog glutena, netretiranog braSna kao i

liofilizovanih uzoraka, modifikovanih mikrotolasnim zracenjem i/ili ezimskim tretmanom, odreden
je metodom po Kjeldalu na uredaju za digestiju InKjel M (Behr, Nemacka) opremljenim sa
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ekstraktorom za kiselinska isparenja Behrosog 3 i uredaju za desilaciju Behr S2 behrotest®. Uzorci
su odmeravani u koli¢inama 0,2-1,0 g i preneseni u epruvete za digestiju. U svaki uzorak je dodato
zrnce porcelana koje omogucéava ravnomerno kljuc¢anje, po 15-20 ml koncentrovane sumporne
kiseline i po dve Kjeldal tablete. Nakon pripreme uzorci se stavljaju u uredaj, poCinje proces grejanja
i potom se upali skruber. Proces digestije traje priblizno 2h. Nakon digestije, epruvete sa uzorcima su
ohladene do sobne temperature, a zatim je izvrSena destilacija azota sa bazom u visku na uredaju za
destilaciju. U svaki prihvatni sud (erlenmajer od 250 ml) je sipano 25-30 ml 0,05 M rastvora
sumporne kiseline, za koju se vezuje predestilisan amonijak, i 7-8 kapi Tasiro indikatora (20 ml
0,04% rastvora metil-crvenog rastvorenog u apsolutnom etanolu i 20 ml 0,02% rastvora metil-plavog
rastvorenog u apsolutnom etanolu). Nakon destilacije vrSena je povratna titracija sa 0,1 M rastvorom
NaOH. Za svaki eksperimentalni set pripremljene su po 2 slepe probe. Svi uzorci su radeni u
duplikatu. Formula po kojoj se izraCunava sadrzaj ukupnog azota je data jednac¢inom (6):

(Vap — Viz) X @ X b x 100 ©)
muZ

gde su: Vsp — ml NaOH utroSeni za titraciju slepe probe, Vu; — ml NaOH utroSeni za titraciju
uzorka, a — koeficijent kojim se definise da 1 ml 0,05 M rastvora sumporne kiseline odgovara 0,0014

g azota, b —faktor konverzije sadrzaja azota u sadrzaj proteina (za pSeni¢no brasno 5,75), my; — masa
odmerenog uzorka.

N(%) =

8.2.6. Odredivanje sadrzaja proteina metodom po Loriju (Lowry)

Sadrzaj rastvorljivih proteina u uzorcima nepoznatih koncentracija odreden je prema metodi
koju je dao Lori (Lowry) (Lowry, Rosebrough, Farr, & Randall, 1951). Priprema reagenasa je
izvrSena prema slede¢em postupku, a bilo je potrebno pripremiti sledece rastvore:

Rastvor A: 2,0% (w/v) rastvor Na2COsz u 0,1 M rastvoru NaOH,

Rastvor B: 1,0% (w/v) rastvor CuSO4 x 5H,0 u destilovanoj vodi,

Rastvor C: 2,0% (w/v) rastvor K,Na-tartarata u destilovanoj vodi,

Rastvor D: pomesati po 1 ml rastvora B i C, dopuniti rastvorom A do 100 ml ukupne
zapremine, neposredno pre upotrebe.

F: komercijalni Folin-Ciolcateau reagens (2M), razblazen 1:3.

Postupak za odredivanje standardne krive sa govedim serum albuminom (BSA):
Razblaziti osnovni rastvor proteina koncentracije 1 mg/ml sa destilovanom vodom do ukupne
zapremine od 1 ml po epruveti, kao $to je prikazano u Tabeli 8.4.

Tabela 8.4. Priprema razblazenja govedeg serum albumina za odredivanje standardne prave
za odredivanje koncentracije proteina.

Epruveta V BSA, ml V H20, ml Cproteina, Mg@/ml

%) 0 1 0

1 0,1 0,9 0,1
2 0,2 0,8 0,2
3 0,3 0,7 0,3
4 0,4 0,6 0,4
5 0,5 0,5 0,5
6 1,0 0 1,0

Nakon pripremljenih razblazenja kao $to je prikazano u tabeli, u svaku epruvetu je zatim
dodato po 2 ml reagensa D. Uzorci su inkubirani 10 min na sobnoj temperaturi (zatvoriti epruvete
¢epovima). Dodato je potom 0,2 ml reagensa F. Uzorci su inkubirani 45 min na sobnoj temperaturi u
mraku (epruvete zatvoriti ¢epovima). Apsorbanca je izmerena na 500 nm. Standardna prava (Slika
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8.2.2) je dobijena iz ocitanih vrednosti i koriS¢ena je za izraCunavanje koncentracije proteina u
analiziranim uzorcima. Izracunavanje koncentracije proteina vrsi se pomocu jednacine (7):
A
== (7)
k
gde je ¢ — koncentracija proteina (mg/ml), A — apsorbanca izmerena pri 500 nm, k — nagib

standardne prave.

1,0
n
0,8 1 []
£ 4
g 0,6 .
o
wn
~ u
< 04
L] ,""’ Jednacina y=a+bx
0,24 Koeficijent determinacije 098213
g Vrednost Standardna greska
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Nagib 1,70881 0,0869
0.0 +— T d T d T T T T T T T T 1
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Slika 8.2.2. Prikaz standardne prave metodom po Loriju.

Analiziranje uzoraka nepoznate koncentracije proteina izvrseno je prema prethodno opisanom
postupku, pri ¢emu je umesto standardnog rastvora proteina svaki put mikropipetom odmeren po 1
ml uzoraka.

8.2.7. Tretman u mikrotalasnom reaktoru

Mikrotalasni tretman je izveden pomoc¢u mikroreaktorskog sistema Anton Paar Monowave
300 (Anton Paar GmbH, Grac, Austrija) (Slika 8.2.3). Uzorak sirovog pSeni¢nog glutena je odmeren
u koli¢ini od 1 g u staklenoj vijali (G30) i dodata je destilovana voda, a potom su vijale zatvorene
odgovaraju¢im poklopcem kako bi se izbeglo isparavanje uzorka. Nakon toga, uzorak je podvrgnut
tretmanu. Tako formirane 10,0% (w/v) suspenzije su tretirane razli¢itim mikrotalasnim snagama, u
opsegu 200-800 W uz mesanje koje je bilo konstantno pri 600 o/min. VVreme tretmana je bilo 1 min
na zadatoj temperaturi od 100 °C. Uzorci su potom liofilizovani (CHRIST Beta 2-8 LDPlus —
CHRIST, Osterode am Harz, Republika Nemacka) 1 odlozeni u dobro zatvorenim plasti¢nim
posudama u eksikatoru na sobnoj temperaturi za dalje strukturne i imunoanalize. Na osnovu rezultata
izvedenih ELISA imunotestova, odabrana je jedna mikrotalasna snaga. Nakon toga, odabrana snaga
mikrotalasnog tretmana je koris¢ena u seriji eksperimenata, gde je temperatura kontrolisana i varirana
u opsegu 50-100 °C, sa korakom od 10 °C. Brzina magnetnog mesanja i vreme tretmana su bili
identi¢ni gorenavedenim. Ukupan sadrzaj proteina odreden je metodom po Kjeldalu (N x 5.75). Svi
eksperimenti su izvedeni pri sobnoj temperaturi (~ 25 °C).
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Slika 8.2.3. Sematski prikaz mikrotalasnog tretmana u uredaju Anton Paar 300, viala G30.
8.2.8. Konvencionalni toplotni tretman

Toplotni tretman uzoraka sirovog proteina glutena izveden je pomocu jedinice za grejanje
(Heidolph MR 3001, Heidolph instruments, Svabah, Republika Nemacka) sa uljanim kupatilom.
Pripremljene 10% (w/v) suspenzije pSeni¢nog glutena su zagrejane u opsegu temperatura 50-100 °C,
sa korakom od 10 °C, a magnetno mesanje je bilo podeseno na 600 o/min kako bi se obezbedili uslovi
identi¢ni opisanim u mikrotalasnom tretmanu (poglavlje 8.2.7). Uzorci su tretirani 1 min na svakoj
od Zeljenih temperatura, a uzorci su potom liofilizovani (CHRIST Beta 2-8 LDPlus — CHRIST,
Osterode am Harz, Republika Nemacka) 1 odloZeni u plastiéne posude u eksikator na sobnoj
temperaturi za dalje analize.

8.2.9. Enzimska hidroliza

Enzimska hidroliza uzoraka glutena, kao model proteina, izvedena je u $arznom reaktoru sa
mesSanjem sacinjenog od: staklenog suda zapremine 400 ml (u kojem je radna zapremina iznosila 200
ml), pH elektrode, propelerske mesalice (Heidolph RZR 2020, Heidolph Instruments GmbH & Co.
KG, Svabah, Republika Nemacka) i magnetne mesalice sa automatskom regulacijom temperature
(IKA® C-MAG HS 7, IKA®-Werke GmbH & Co. KG, Staufen, Republika Nemacka). Broj obrtaja
mesalice je bio podesen na 200 o/min u svim eksperimentalnim serijama. Reakcija enzimske hidrolize
je pra¢ena pomoc¢u pH-stat metode, pri ¢emu se stepen hidrolize (DH, na engl. Degree of Hydrolysis)
i prosec¢na duzina peptidnih lanaca (APCL, na engl. Average Peptide Chain Length) izraGunavaju
pomoc¢u Adler-Nisen-ovih jednadina (Adler-Nissen, 1986). Jednafina za izraCunavanje stepena
hidrolize data je u jednacini (8):

Ng X B X 100
DH(%) =

X100 =—— 8
tot a X mp X hioy ®)

gde je: h- broj ekvivalentnih peptidnih veza hidrolizovanih u trenutku t izrazeni kao meq/g,
hwt-ukupan broj peptidnih veza u proteinskom supstratu izrazen u mmol/gproteina (8,38 za gluten), B —
utrosak baze (ml), Ng — normalitet baze, a — prosecan stepen disocijacije NH2 grupe, mp — masa
proteina (g). Tokom hidrolize proteina broj slobodnih a-amino grupa i karbonilnih grupa se povecava.
Broj raskinutih peptidnih veza je direktno proporcionalan potro$nji baze tokom titracije.

Prose¢na duzina peptidnih lanaca tokom hidrolize izrazava se preko jednacine (9):

apcl = —20
~ DH (%)
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Reakcije hidrolize su zavrSavane onog trenutka kada sistem dostigne plato i1 kada vise nije
potrebno dodavati rastvor baze kako bi se odrzavala Zeljena pH vrednost koja odgovara optimalnom
pH radnog enzima. Uzorci su prokuvani u klju¢alom vodenom kupatilu 10 min, ohladeni do sobne
temperature, a potom centrifugirani pri 7860 x g na 4 °C (Eppendorf Centrifuge 5430 R, Hamburg,
Republika Nemacka) i supernatanti su liofilizovani (CHRIST Beta 2-8 LDPlus — CHRIST, Osterode
am Harz, Republika Nemacka) i odlozeni u plasti¢ne posude u eksikator na sobnoj temperaturi za
dalje analize. Sadrzaj proteina svih hidrolizata odreden je metodom po Loriju (Lowry, Rosebrough,
Farr, & Randall, 1951), poglavlje 8.2.6. Kompletan postupak hidrolize koji ukljucuje i mikrotalasni
pretretman je Sematski prikazan na Slici 8.2.4.

2% (w/w) rastvor
glutena

Bez Mikrotalasni
retretmana retretman
D! P!

Termostatiranje
20 min na 60°C
Enzimska hidroliza
Alkalaza
5,0% E/S, 60°C, pH 8,0

v

Inaktivacija enzima
10 min na 90°C

v

Centrifugiranje
7860 x g na 4°C

v

Supernatant

Liofilizacija

v 3 v

Funkcionalna i
Strukturne

Alergena svojstva antioksidativna
promene -
svojstva

Slika 8.2.4. Sematski prikaz postupka hidrolize glutena sa i bez mikrotalasnog pretretmana
(slika kreirana u programu BioRender, ,,Created with BioRender.com”).

A) Hidroliza mikrotalasno pretretiranih uzoraka sirovog glutena
Odmah nakon tretmana u mikrotalasnom reaktoru (opisano u poglavlju 7.2.7), pripremljene
2,0% (w/w) suspenzije pSeni¢nog glutena podvrgnute su enzimskoj hidrolizi. Kao kontrolni uzorak,
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pripremljena je suspenzija glutena bez pretretmana. Suspenzija je ostavljena da se termostatira 20
min na 60 °C i potom je zapoceta enzimska hidroliza dodavanjem komercijalne endopeptidaze,
Alkalaze, pri ¢emu je enzim:supstrat odnos (E/S) iznosio 5% (w/w). pH reakcije je podesen na 8 i
odrzavan je konstantnim pomocu 0,8 N rastvora natrijum-hidroksida.

Kako bi se ispitala i pratila specificnost endopeptidaze Alkalaze prema supstratu glutenu, a
samim tim 1 uticaj duzine peptidnih lanaca na mogucée smanjenje alergenosti proteina glutena,
pretretiranim i kontrolnim uzorcima su uzorkovani uzorci tokom reakcije hidrolize nakon 45, 90 i
135 min. Svi uzorci su inaktivirani, centrifugirani i liofilizovani kao $to je prethodno opisano. U cilju
optimizacije i odabira optimalnog postupka hidrolize mikrotalasno pretretiranog glutena tokom
preliminarnih eksperimenata ispitani su razli¢iti enzim—supstrat (E/S) odnosi: 1, 51 10% kao i razlicite
koncentracije supstrata (S): 1,5 i 10% (w/w).

B) Hidroliza komercijalno pSeni¢nog brasna bogatog glutenom

Enzimska hidroliza proteina psSeni¢nog brasna izvedena je koris¢enjem komercijalne
endoeptidaze Alkalaze pri pH 8 i temperaturi od 60 °C. Suspenzije sirovog brasna (tip “400°, meko,
koje sadrze po 9,8 g proteina i 71,9 g ugljenih hidrata u 100 g) pripremljene su u opsegu 5-20%
(w/w), pri ¢emu je radna zapremina iznosila ~200 ml. Reakcija hidrolize izvodena je na isti nacin kao
Sto je opisano u odeljku 7.2.7.

C) Hidroliza sirovog glutena komercijalnom endo- i endopeptidazom Pronazom

Pripremljena 4% (w/w) suspenzija glutena tretirana je razli¢itim koncentracijama enzima
Pronaze. Koncentracije enzima bile su u opsegu 1-10 mg/ml. Reakcija je izvedena pri optimalnim
uslovima datim u specifikaciji enzimskog preparata (T 50 °C, pH 8). Za odrzavanje pH vrednosti
koriS¢en je 0,1 N rastvor NaOH. Pre pocetka reakcije, rastvor suspenzije i pripremljeni enzim
termostatirani su na temperaturi reakcije 20 min.

D) Optimizacija postupka enzimske hidrolize primenom metode odzivnih povrS§ina

Reakcije enzimske hidrolize pSeni¢nog brasna bogatog glutenom za potrebe RSM analize (na
engl. Response Surface Methodology) izvedene su na isti na¢in kao $to je prethodno opisano, pri
¢emu su varirani slede¢i parametri: koli¢ina unetih proteina u reakciju (1-3 g), pH reakcije (7,0-9,0),
temperature reakcije (50-60 °C) i E/S odnos (1,0-10,0% (w/w).

8.2.10. Odredivanje kinetickih parametara reakcije hidrolize proteina glutena

U cilju boljeg razumevanja 1 interpretacije dobijenih rezultata, ispitani su kineticki parametri
enzimskih reakcija primenom polu-empirijskog kinetickog modela koji ukljucuje enzimsku
deaktivaciju i inhibiciju supstratom, koji je u skladu sa dostupnom literaturom najzastupljeniji i
najadekvatniji model jer vrlo precizno fituje eksperimentalne podatke (Jovanovi¢, et al., 2016a).
Nakon izraunavanja kinetickih parametara, odredena je pocetna brzina enzimske hidrolize glutena
pomocu konstante brzine (k2), konstante inhibicije (K)) i konstante deaktivacije (Kq).

8.2.11. Kvantifikacija reaktivnih epitopa gliadina

Sadrzaj gliadina je odreden u netretiranom sirovom glutenu, mikrotalasno tretiranom sirovom
glutenu, konvencionalno zagrevanom glutenu i u hidrolizatima glutena (sa i bez mikrotalasnog
tretmana) pomoéu ELISA RIDASCREEN® Gliadin Competitive kita (R-Biopharm, Darmstat,
Republika Nemacka), prema uputstvu koje je dao proizvoda¢. Na Slici 8.2.5. je Sematski ukratko
prikazan postupak izvodenja testa.
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Slika 8.2.5. Sematski prikaz izvodenja kompetitivnog ELISA testa (slika kreirana u programu
BioRender; ,,Created with BioRender.com”).

8.2.12. Odredivanje emulgujucih svojstava

Indeks emulzione aktivnosti (EAI, na engl. Emulsifying activity index) i indeks emulzione
stabilnosti (ESI, na engl. Emulsion Stability Index) su odredeni metodom koju su dali Pirs i Kinsela
(Pearce and Kincella) (Pearce & Kinsella, 1979), uz izmene. Svi sirovi ili liofilizovani uzorci su
rastvoreni u destilovanoj vodi tako da formiraju suspenziju krajnje koncentracije 1% (w/v). Radni
rastvor se sastojao od ¥ rastvorenog uzorka i ¥ suncokretovog ulja. Ovakao pripremljen rastvor je
potom homogenizovan pomocu laboratorijskog homogenizatora (Yellowline DI 25 basic,
IKA® Works, Inc., Vilmington, SAD) u trajanju od 90 s pri brzini od 9 500 o/min. Alikvot od 50 pl
tako homogenizovanog rastvora je potom razblazen 100 puta fosfatnim puferom (0,01 M, pH 7) koji
sadrzi 0,1% (w/v) SDS. Apsorbanca tako razblazene emulzije je izmerena spektrofotometrijski na 500
nm u nultom trenutku (Ao, 0 min) i nakon 10 min (A1) na sobnoj temperaturi. Proracuni su dati
jednacinama (10)—(12):

2303 x A
T=—"—— (10)
£l m?\  2XDXT 1
g /) @xcx10000 (11
Ay X At
= 12
ESI(h) A (12)

gde je: T — turbidnost, A — apsorbanca izmerena na 500 nm (u nultom trenutku i nakon 10
min), | — opti¢ki put, tj. Sirina kivete (= 1 cm), D — factor razblazenja (= 100), c — koncentracija
proteina u vodenoj fazi pre pripreme emulzije (g/mL), ¢ — udeo uljane faze u emulziji, AA = Ag —
A1o i At = 10 min je vremenski interval.
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8.2.13. Kapacitet penjenja i stabilnost pene

Svi uzorci pripremani su kao 2% (w/v) rastvor u destilovanoj vodi prema modifikovanoj
metodi (Stefanovic, et al., 2018). Po¢etna zapremina od 50 ml za svaki uzorak je zabeleZena i potom
je rastvor podvrgnut intenzivnom meSanju pomocu laboratorijskog homogenizatora (Yellowline DI
25 basic, IKA® Works, Inc., Vilmington, SAD) u trajanju od 4 min pri 9 500 o/min na sobnoj
temperaturi. Isti sud je koriS¢en za sve uzorke. Odmah nakon mesanja, sud je pokriven parafilmom u
cilju spre¢avanja kontakta izmedu pene i vazduha. Kapacitet penjenja (FC, na engl. Foam capacity)
je izraCunat kao ekspanzija pene nakon mes$anja, i to je prikazano jedna¢inom (13). Stabilnost pene
predstavlja procenat prisutne tecne faze u formiranoj peni 30 min nakon mesanja, ¢iji je proracun dat
jednacinom (14).

Vamin — Vo mi
FC(%)= 4 min 0 min (13)
V4min
V. .-V ,
FS(%)Z 30 min 0 min (14)
V30min

gde je: Vomin— pocetna zapremina (ml), Va4 min— zapremina (ml) nakon 4 min mesanja, V30 min
— zapremina (ml) nakon 30 min stajanja.

8.2.14. Merenje antioksidativne aktivnosti metodom redukcije ABTS radikalskog katjona

Antioksidativna svojstva netretiranog glutena, mikrotalasno pretretiranog glutena, termicki
tretiranog glutena i hidrolizata proteina glutena (sa i bez mikrotalasnog pretretmana), netretiranog
sirovog pseni¢nog brasna i hidrolizata pSeni¢nog brasna odredena su pomoéu metode redukcije
ABTS'* radikalskog katjona, uz neznate modifikacije (Jovanovi¢, et al., 2016b). Sposobnost
navedenih uzoraka, u ovom slu¢aju donora elektrona, da redukuju ABTS"* radikalski katjon bazirana
je na reakciji obezbojavanja (Slika 8.2.6).

+KSO
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L

Slika 8.2.6. Sematski prikaz pripreme ABTS radikal katjona i njegova reakcija obezbojavanja
sa antioksidansom.

Osnovni 2,5 mM rastvor ABTS " radikala potreban za reakciju pripremljen je meSanjem 7

mM rastvora ABTS (2,2'-azino-bis(3-etilbenzotiazolin-6-sulfonska kiselina)-diamonijumove soli) i

140 mM rastvora kalijum-persulfata, i ostavljen u mraku preko noci kako bi se stabilizovao. Tako

stabilizovan rastvor radikala je pred upotrebu razblaZzivan 5 mM PBS puferom pH 7,4 do radne

apsorbance od 0,700 = 0,02, izmerene spektrofotometrijski na 734 nm. Uzorci su pripremani kao
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proteinski rastvori koncentracija (0,2-5 mg/ml) u destilovanoj vodi i potom dobro vorteksirani.
Potom je 10 pl pripremljenog proteinskog rastvora pomesano sa 1 000 pl prethodno pripremljenog i
razblazenog rastvora ABTS * radikala. Uzorci su inkubirani 5 min, nakon ¢ega je izmerena promena
apsorbance na 734 nm. Kao kontrolni uzorak pripremljen je uzorak koji je umesto rastvora proteina
sadrzao rastvor pufera. Kao slepa proba je koris¢en rastvor pufera. Antioksidativna aktivnost merena
redukcijom ABTS " radikalskog katjona izraGunava se jednac¢inom (15):

Ay
ABTS(%) = (1——=) x 100 (15)
k
gde je: Ay — apsorbanca uzorka proteina u prisustvu ABTS ™ i Ax — apsorbanca kontrolnog

uzorka u prisustvu ABTS ™.

Minimalna inhibitorna koncentracija (ICso) rastvora proteina potrebna da inhibira 50%
ABTS * radikalskog katjona pri standardnim uslovima, je izratunata i izrazena u jedinicama mg/ml.

8.2.15. Merenje antioksidativne aktivnosti metodom heliranja jona metala

Sposobnost netretiranog glutena, mikrotalasno pretretiranog glutena, termicki tretiranog
glutena i hidrolizata proteina glutena (sa i bez mikrotalasnog pretretmana), netretiranog p$eni¢nog
brasna i hidrolizata pSeni¢nog brasna da heliraju jone metala odredene su preko metal-jon helatne
aktivnosti (Decker & Welch, 1990). Ova metoda, uz izmene, podrazumeva da pripremljeni rastvori
proteina imaju sposobnost da heliraju Fe?* jone i time spre¢e formiranje ljubi¢asto obojenog
kompleksa izmedu natrijumove soli 3-(2-piridil)-5,6-difenil-1,2,4-triazin-4',4"-disulfonsnke kiseline
(ferozin) i jona metala (Fe?*) (Slika 8.2.7). Uzorci proteina pripremljeni su kao rastvori proteina u
dejonizovanoj vodi (0,2-5 mg/ml) i 200 ul tako pripremljenih rastvora pomesano je sa 800 pl
dejonizovane vode. Potom je u taj rastvor dodato 100 ul 2 mM rastvora FeCly, vorteksirano i
inkubirano 3 min na sobnoj temperaturi. Nakon toga je dodato 200 ul 5 mM rastvora ferozina,
vorteksirano i inkubirano jo$ 10 min. Apsorbance su o¢itavane spektrofotometrijski na 562 nm, pri
¢emu je dejonizovana voda koriS¢ena kao slepa proba. Metal-jon helatna aktivnost je izraCunata
prema jednacini (16):

A
MICA(%) = ( A”Z) x 100 (16)
k

gde je: Ay; — apsorbanca uzorka proteina u reakciji i Ax — apsorbanca kontrolnog uzorka u
reakciji gde je umesto proteina prisutna dejonizovana voda.

Minimalna inhibitorna koncentracija (1Cso) rastvora proteina potrebna da helira 50% jona Fe?*
pri standardnim uslovima, je izraCunata i izrazena u jedinicama mg/ml.
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Slika 8.2.7. a) Atomi azota u ferozinu koji reaguju sa Fe®*, pri cemu formiraju kompleks
ljubicastog obojenja, b) Antioksidativno sredstvo sprecava formiranje kompleksa Fe**—ferozin.
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8.2.16. Merenje antioksidativne aktivnosti metodom neutralizacije DPPH radikala

Slobodni DPPH" radikal predstavlja dugotrajan radikal organskog azota tamno ljubiCaste
boje. Kada se rastvor pripremljenog DPPH radikala pomeSa sa supstancom koja poseduje
antioksidativna svojstva, boja prelazi iz tamno ljubicaste u zuckastu (Slika 8.2.8). Ovaj test se
primenjuje kao standardna procedura za merenje antioksidativne aktivnosti odabrane supstance
(Jovanovic, et al., 2016b). Redukcija pripremljenog radikala prati se spektrofotometrijski, merenjem
apsorbance na 517 nm. Ukratko, 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil rastvoren je u metanolu tako da formira
0,15 mM rastvor DPPH' radikala. Hidrolizati proteina glutena rastvoreni su pri koncentraciji proteina
od 0,5-10 mg/ml. Po 150 pl rastvora proteina pomesano je sa isto toliko pripremljenog rastvora
DPPH". Za svaki uzorak posebno je pripremljen ,,korekcioni* uzorak rastvora proteina sa metanolom
u istom odnosu. Kao kontrolni uzorak pripremljen je uzorak koji nije sadrzao rastvor proteina, ve¢
samo metanol i DPPH’. Nakon meSanja rastvora radikala i proteinskog rastvora, uzorci su
vorteksirani 1 ostavljeni u mraku 30 min. Nakon toga je spektrofotometrijski ocitana apsorbanca, i

izraCunat stepen neutralizacije DPPH" radikala pomo¢u jednacine (17):

A, —A
DPPH(%) = (1 - ”ZA—’“”> x 100 (17)
k

gde je: Ay; —apsorbanca rastvora proteina sa DPPH", Axor —apsorbanca proteina sa metanolom,
Ax — apsorbanca kontrolnog DPPH" uzorka.

N .
O2N NO;
NO,
DPPH' ljubicasti radikal DPPH-H

Slika 8.2.8 Mehanizam redukcije DPPH" radikala do DPPH-H pomocu antioksidansa
(donora atoma H).

8.2.17. Kvantifikacija ukupnih i reaktivnih sulfhidrilnih grupa

U cilju ispitivanja uticaja mikrotalasnog pretretmana na pontencijalnu promenu strukture
glutena kao model proteina, meren je sadrzaj ukupnih i reaktivnih sulthidrilnih grupa u uzorcima koji
su pretretirani mikrotalasima i onih koji su tretirani konvencionalnim toplotnim tretmanom. Ova
spektrofotometrijska metoda podrazumeva koriSéenje 5,5'-ditiobis-(2-nitrobenzoeve Kkiseline)
(DTNB), tj. EImanovog reagensa (Shimada & Cheftel, 1988; Stefanovic, et al., 2014). DTNB reaguje
sa dostupnim, tj. izloZzenim SH grupama i daje proizvod sa maksimumom apsorpcije na 412 nm.

8.2.18. Infracrvena spektroskopija sa Furijeovom transformacijom (FTIR)
FTIR spektri uzoraka proteina glutena (netretiranog glutena, mikrotalasno pretretiranog

glutena, termicki tretiranog glutena i hidrolizata proteina glutena sa i bez mikrotalasnog pretretmana,
netretiranog sirovog pSeni¢nog brasna i hidrolizata pSeni¢nog brasna) snimani su na FTIR
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spektrometru Nicolet iS10 (Thermo Scientific™, Inc.) povezanog na rac¢unar sa softverskim paketom
za obradu spektara.

Praskasti uzorak nanet je Spatulicom na merno socivo i spektri apsorbanci su izmereni pri
rezoluciji od 4 cm™ u opsegu talasnih duzina 400-4000 cm . Spektri apsorbanci su korigovani
izmerenim referentnim spektrom vazduha. Sve analize su izvedene na sobnoj temperaturi.

Kako bi se detaljnije ispitala promena strukture u navedenim uzorcima, izvrSena je
dekonvolucija spektara u racunarskom programu OriginPro 9.0 (OriginLab Corporation,
Northempton, SAD). Postupak dekonvolucije izmerenog spektra izveden je na sledeéi nacin/sastojao
se od slede¢ih koraka:

Na osnovu unetih vrednosti apsorbanci koje odgovaraju odredenim talasnim brojevima,
odabrana je Amid I regija izmerenog spektra, i pomocu opcije Peak analyzer odabrana je opcija Fit
Peaks Pro. Nakon toga je postavljena bazna linija ¢ime je srazmerno korigovan spektar. Pikovi su
trazeni upotrebom drugog izvoda, metodom Savicki—Golaj (na engl. Savitzky—Golay), polinomom
drugog reda i 30 tacaka. Fitovanje podataka je vrSeno Gausovom metodom. Na osnovu dobijenih
fitovanih pikova, formirani su rezultati koji odgovaraju procentnom udelu odredenih konformacija
proteina u zavisnosti od regije talasnog broja kom pripada, a sve to gledano u odnosu na ukupnu
povrsnu.

8.2.19. SDS-PAGE elektroforeza

U cilju provere efekta mikrotalasnog pretretmana na strukturu proteina glutena kao i efekta
enzimskog preparata na proizvodnju hidrolizata smanjene alergenosti (kod enzimski hidrolizovanog
netretiranog glutena, mikrotalasno pretretiranog glutena, hidrolizovanog braSna), izvrSeno je
razdvajanje proteinskih frakcija po molekulskoj masi primenom natrijum-dodecilsulfat-
poliakrilamidne gel elektroforeze (na engl. SDS-PAGE) koju je opisao Lemli (Laemmli) (Laemmli,
1970) uz izmene.

SDS-PAGE gel elektroforeza uzoraka je izvedena upotrebom 12% poliakrilamidnih gelova
za razdvajanje (Precise™ Protein Gels, Thermo Scientific, Rokford, SAD) na vertikalnom sistemu
(Hoefer™ Mighty Small™ 1[I Mini Vertical Electrophoresis Systems) za elektroforezu. Uzorci
proteina 1 pufer za uzorke, koji sadrzi DTT, su pomeSani u odnosu 1:1 1 stavljeni u kljucalo vodeno
kupatilo 5 min. Redukovani uzorci (20 pl) su naneti na gel za razdvajanje. Razdvajanje je izvedeno
pod strujom jacine 40 mA u vremenu od 120 min. Standard proteina koji je koriS¢en za analizu
dobijenih frakcija je Spectra Multicolor Broad Range Protein Ladder (Thermo Scientific), koji sadrzi
10 razli¢ito obojenih proteina sa molekulskim masama u opsegu 10-260 kDa.

Postupak elektroforeze se odvijao u nekoliko faza, medu kojima je i priprema pufera za uzorke
i elektroforezu i rastvora za bojenje i obezbojavanje, $to je dato u Tabelama 8.5-7. Ploce sa gelovima
su prvo postavljene u kadicu za elektroforezu i pri¢vrS¢ene klemama, a potom je pufer za
elektroforezu naliven u kadicu i do vrha gelova.

Tabela 8.5 Receptura za pravljenje pufera za uzorke proteina.

Pufer za uzorke proteina

2x Tris-HCI pufer 2,50 ml
Glicerol 2,00 ml
10% rastvor SDS-a 4,00 ml
5% rastvor bromfenol plavog | 0,40 ml
1 M rastvor ditiotreitola 2,00 ml

Nakon toga, prethodno pripremljeni uzorci su naneti, postavljen je poklopac povezan sa
izvorom napajanja EPS 601 (GE Healthcare, Kraljevina Svedska). Neposredno pre pustanja struje
bilo je potrebno podesiti parametre protoka struje koji ¢e se odrzavati do kraja procesa razdvajanja.
Razdvajanje je zavrSeno kada se vidljive trake nalaze oko 0,5 cm do kraja ploce sa gelom. Nakon
iskljucivanja sa izvora struje, gel je ispran sa destilovanom vodom kako bi se uklonio zaostali SDS i
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potom je ostavljen u rastvoru za bojenje (Tabela 8.7) oko 10 min. Nakon bojenja sledio je proces
obezbojavanja (Tabela 8.7) koji je vrsen oko 30-60 min uz povremenu izmenu rastvora za
obezbojavanje. Gel je nakon toga slikan i dalje analiziran pomocu poloZaja traka koje odgovaraju
standardima proteina.

Tabela 8.6. Receptura za pravljenje pufera za elektroforezu.

Pufer za elektroforezu

Komercijalni Tris-HEPES-SDS pufer pH 8,0

Napomena: Pufer je potrebno razblaziti 10x pre upotrebe. Cuvati u frizideru na 4 °C.

Tabela 8.7. Receptura za pravljenje rastvora za bojenje i obezbojavanje.

Rastvori za bojenje i obezbojavanje

Reagensi Rastvor za bojenje | Rastvor za obezbojavanje
Metanol:voda = 1:1 v/v 90ml 90ml

Glacijalna siréetna kiselina 10ml 10ml

Coomassie Brilliant Blue R-250 | 0,25 g /

Napomena: rastvore pripremati neposredno pred upotrebu

8.2.20. Povrsinski napon i zeta potencijal

Povrsinski napon i zeta potencijal uzoraka pripremljenih kao 0,2% rastvor proteina su mereni
na Zetasizer Nano ZS (Malvern Instruments) sa automatskom titracijom koriste¢i univerzalnu ¢eliju
(Slika 8.2.9). Sveze pripremljeni uzorci glutena Su razblazivani i profiltrirani kroz 0,45 um filter. pH
vrednost rastvorenih uzoraka je bila oko 8. Aproksimacija po Smoluc¢ovskom (Smoluchowski) je
koris¢ena kako bi se elektroforetska pokretljivost prevela u zeta potencijal pomo¢u Smolucovski
jednadine (Stefanovic, et al., 2018). Vrednosti veli¢ina proteina, prikazanih kao srednja Z-vrednost
(na engl. Z-average) i profil raspodele veli¢ina, prikupljeni su pomocu merenja dinamic¢kog rasejanja
svetlosti na istom uredaju. Merenja su vrSena u triplikatu.

Slika 8.2.9. Uredaj za merenje naelektrisanja i velicine Ccestica Zetasizer (Malvern
Instruments).

8.2.21. RP-HPLC analiza

Hromatografska metoda koriS¢ena za analiziranje i poredenje uzoraka data je uradu Ivaniak i
saradnika (lwaniak et al.) (lwaniak, Hrynkiewicz, Minkiewicz, Bucholska, & Darewicz, 2020).
Liofilizovani hidrolizati, liofilizovani pretretirani gluten i netretirani gluten i gliadin su rastvoreni u
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300 pl pufera (0,1 M Bis-Tris i 4 M urea). Uzorci su vorteksirani i potom im je dodato 2 pl 2-
merkaptoetanola, snazno vorteksirani i potom ostavljeni da se inkubiraju na sobnoj temperaturi 1h.
Nakon toga, 680 ul rastvora 6 M uree u meSavini acetonitrila i vode (v/v; 100:900; pH 2,2 podesen
pomocu trifluorsiréetne kiseline) je dodato u prethodno pripremljeni rastvor proteina i vorteksirano.
Uzorci su centrifugirani 10 min pri 10 000 x g. Svi uzorci su pre nanos$enja na kolonu profiltrirani
kroz filter sa veli¢inom pora 0,45 pm. Za analizu uzoraka kori§¢ene su slede¢e mobilne faze: rastvarac
A 0,01% (v/v) vodeni rastvor trifluorsiréetne kiseline, rastvara¢ B 0,01% (v/v) rastvor trifluorosiretne
kiseline u acetonitrilu. Metoda za razdvajanje je optimizovana tako da je ukupno retenciono vreme
za pojedinacan uzorak iznosio 80 min. Elucija je izvrSena na sledeci nacin: 0—-60 min gradijent od 0
do 40% B, zatim 60—65 min gradijent od 40 do 100%, zatim 65—70 min izokratski 100% B, 70-71%
gradijent od 100 do 0% B i 71-80 min izokratski 0% B. Uzorci su injektovani pri zapremini od 30
pl, protok mobilne faze je bio podesen na 200 pl /min, a kolona je termostatirana na 30 °C. Svi
hromatogrami su prikupljeni pri 220 nm. Sve analize su izvedene na Shimadzu® uredaju za te¢nu
hromatografiju visokih performansi koji se sastojao od: DGU-20A jedinice za degasiranje, LC-20AD
pumpe, SIL-20A HT autosemplera, CBM-20A kontrolne jedinice, SPD-20AV UV/VIS detektora,
CTO-20AC grejne jedinice za kolonu. Koris¢ena je reverzno fazna kolona Nucleosil® C18 HPLC
kolona (Supelco, Macherey-Nagel GmbH & Co. KG, Nemacka; 125 x 4,6 mm; preénik Cestice 5 pm;
pre¢nik pore: 100 A).

8.2.22. Ispitivanje antimikrobne aktivnosti hidrolizata proteina glutena

Antimikrobna aktivnost predstavlja mogucnost pripremljenog hidrolizata pre¢is¢enog glutena
ili glutena iz pSeni¢nog brasna da difunduje kroz tripton-soja agarnu (TSA) plocu. Pripremljene TSA
plo¢e su naknadno prelivene mekim tripton soja agarom inokulisanim sa kulturom patogena.
Bunar¢i¢i su formirani upotrebom keramickih cilindara, pre¢nika 8 mm, koji su postavljani su na
¢vrsti TSA. U tako formirane bunarci¢e se potom sipa hidrolizat proteina. Za odredivanje
antimikrobne aktivnosti hidrolizata proteina glutena/brasna koris¢eni su standardni sojevi patogena,
E. coli ATCC 25922, S. aureus ATCC 25923 i C. albicans ATCC 24433. Postupak odredivanja
antimikrobne aktivnosti je obavljen na slede¢i nacin:

Prvo je bilo potrebno pripremiti sve neophodne podloge:

1. tripton-soja bujon (komercijalni) sa 6 g/l kvas¢evog ekstrakta,
2. tripton-soja bujon (komercijalni) sa 6 g/l kvas¢evog ekstrakta i 18 g/ agara,
3. tripton-soja bujon (komercijalni) sa 6 g/l kvaséevog ekstrakta i 6 g/l agara.

Odabrane mikrobne kulture umnozene su u inkubatoru na 37 °C u podlozi 1. Nakon toga
razlivena je podloga 2 u ploce i ostavljeno je da se stegne. U ovako pripremljene ploce sterilno su
poredani bunarcic¢i i zalivene su prethodno pripremljenim podlogama sa patogenima (podloga 3).
Kada se podloga sa patogenima stegla, bunar¢ic¢i su pazljivo uklonjeni i u svaki od njih sipano je 50—
100 pl uzorka hidrolizata proteina glutena. Plo¢e su inkubitane 24 h na 37 °C. Providna zona oko
bunarcica je indikator da testirani uzorak poseduje mogucnost inhibicije rasta odabranih mikrobnih
kultura.

8.2.23. Frakcionisanje hidrolizata glutena postupkom ultrafiltracije

Pripremljeni kontrolni hidrolizat glutena i mikrotalasno pretretirani (200 W) hidrolizat glutena
su dalje frakcionisani postupkom ultrafiltracije. Pomocu ultrafiltracione case Sa magnetnim
mesanjem (Millipore, model 8050 1 jedinica, Millipore Corporation, Bedford, SAD) prikljuc¢ene na
bocu sa azotom pomocu koje se obezbeduje pritisak od 2,76 bar i razli¢itih celuloznih membrana (30,
10, 3'i 1 kDa) uzorci su propustani postupno i prikupljani su permeati i retentati oba uzorka nakon
svake membrane. Pocetni korak frakcionisanja podrazumevao je propustanje 50 ml uzorka hidrolizata
kroz membranu najvece veli¢ine pora (30 kDa). Potom su uzorci propustani redno kroz membrane
opadajucih veli¢ina pora. Nakon svake upotrebe membranu u ¢asi je bilo neophodno isprati 0,1 M
rastvorom NaOH, a potom i destilovanom vodom. Permeatu i retentatu svakog uzorka nakon svake
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membrane je ispitan sadrzaj proteina metodom po Loriju i frakcije su sacuvane kako bi se naknadno
ispitala antioksidativna svojstva (DPPH, ABTS) i metal-jon helatna svojstva (MICA) svake frakcije.
Sematski prikaz postupka razdvajanja uzorka na frakcije prikazan je na Slici 8.2.10. Prikupljene
frakcije su obeleZene oznakom F (1-5).

Retentat ( > 30 kDa), F1

PoCetni 30 kDa
uzorak

Permeat (< 30 kDa)

Dotok azota Retentat ( 10-30 kDa), F2

pod pritiskom T —

= j 10 kDa

) Permeat (< 10 kDa)
Retentat ( 3-10 kDa), F3

3 kDa
— A Permeat (< 3 kDa)
Retentat ( 1-3 kDa), F4
Celulozne membrane:

* 30kDa

e 10kDa 1 kDa

e 3kDa

¢ 1kDa

Permeat (< 1 kDa), F5

Slika 8.2.10. Sematski prikaz postupka razdvajanja frakcija hidrolizata glutena pomocu
celuloznih membrana razlicitih velicina pora (1-30 kDa) (slika kreirana u programu BioRender;
,, Created with BioRender.com”).

8.2.24. Studija optimizacije postupka hidrolize proteina pSeni¢nog brasna

Uticaj procesnih parametara na antioksidativna i alergena svojstva proteina pSeni¢nog brasna
ispitani su pomocu eksperimentalnog dizajna, konkretno primenom Box-Behnken statistickog dizajn
modela. Uticaj Cetiri razliita procesna parametra na odabrana funkcionalna i alergena svojstva
hidrolizata dobijenih pomocu enzimske hidrolize proteina pseni¢nog brasna Alkalazom ispitani su
pomocu variranja pH vrednosti (A; 7-9), temperature (B; 50-60 °C), enzim-supstrat odnosa (C; 1,0-
10,0%) i sadrzaja proteina (D; 1,0-3,0 g). Stepen hidrolize (DH, %), alergenost (mg/kg), ABTS (%)
i MICA (%) su uzeti za odzivne varijable, i njihove vrednosti za pripremljene uzorke ispitane su
prema prethodno opisanim metodama (poglavlja: 7.2.9, 7.2.14, 7.2.15). Nasumi¢nim redosledom, 29
nezavisnih eksperimenata je izvedeno u cilju razvoja matemati¢kog modela, prikazanog u Tabeli 8.8.
Dobijeni rezultati su obradeni pomocu pohnoma drugog reda predstavlj enog jednacinom (18):

y= ﬁko"‘ZﬁkzX +ZﬁkuX2 +Z Z BrijXiX; (18)

i=1i=i+1

gde su pSko, Pk, Pkii | Pxij regresioni koeficijenti za odsecak, linearnu, kvadratnu i medusobnu
interakciju, respektivno, dok su Xi i Xj nezavisne promenljive. Koeficijenti odzivne funkcije su
odredeni pomocu regresione analize odzivnih povrsina — softvera u programu Design Expert 8.0.
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Tabela 8.8. Eksperimentalna postavka Box-Behnken modela za 3 nivoa i 4 faktora, sa ukupno
29 eksperimentalnih tacaka.

Faktor Simbol 1 N(;VO 1
pH A(Xy) 7,0 80 90
Temperatura, °C B(Xz) 50 55 60
E/S, % C(X3) 1,0 55 100
S, g D(Xs) 10 20 30

8.2.25. Miksolab analiza

Termo-mehanicka svojstva odabranog heljdinog integralnog brasna, heljdinog integralnog
brasna supstituisanog sa 1% i 5% hidrolizata brasna HB 15% (w/w) ispitana su upotrebom uredaja
Mixolab® (Chopin Technology, Francuska) primenom modifikovanog Chopin+ protokola (Tabela
8.9). Ciljana vrednost konzistencije zamese postavljena je na C1=1,1 + 0,05 Nm, dok je brzina obrtaja
smanjena na 60 rpm, a masa testa povecana na 90g.

Tabela 8.9. Parametri modifikovanog Chopin+ protokola.

Modifikovani Chopin+ protokol
Brzina meSanja 60 rpm
Ciljana konzistencija (C1) 1,1 Nm
Tezina formiranog testa 90 g
Temperatura ulazne vode 30 °C
Temperatura tokom prve faze | 30 °C
Vreme trajanja prve faze 8 min
Temperatura druge faze 90 °C
Prvi temperaturni gradijent 4 °C/min
Vreme trajanja druge faze 7 min
Drugi temperaturni gradijent | -4 °C/min
Temperatura trece faze 50 °C
Vreme trajanja trece faze 5 min
Ukupno vreme analize 45 min

8.2.26. Statisticka obrada eksperimentalnih podataka

Svi eksperimentalni podaci obradeni su pomocu OriginPro 9.0 programa (OriginLab
Corporation, Northempton, SAD). Dva nezavisna eksperimenta su izvedena za svaku
eksperimentalnu postavku (mikrotalasno ili toplotno tretirani uzorci, enzimska hidroliza) i rezultati
su prikazani kao srednje vrednosti + stadnardne devijacije. Primenjen je statisticki test Jednosmerna
ANOVA sa ponovljenim merenjima (unutar subjekata) (na engl. One-way ANOVA with repeated
measures (within subjects)) pracen Tuki (Tukey) testom kako bi se utvrdila statisticki znacajna razlika
izmedu primenjenih tretmana glutena, na nivou manjem od 0,05. Nasuprot tome, jednosmerna
ANOVA pracena Tuki testom je kori§éena kako bi se ispitala veza izmedu ispitivanih parametara, na
primer, zavisne varijable dva ili tri tehnicka replikata za test alergenosti i antioksidativne i
funkcionalne analize, respektivno (nivo znacajnosti p < 0,05).
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9. Rezultati i diskusija
9.1. Selekcija proizvodnog mikroorganizma producenta proteaza

Prvi korak u analizi moguénosti mikroorganizama da proizvodi Zeljene proteolitiCke enzime
je pocetni skrining velikog broja razli¢itih komercijalnih i prirodnih sojeva. Razli¢iti sojevi,
komercijalni i prirodni izolati iz razliCitih staniSta, testirani su na sposobnost da proizvode
ekstracelularne proteaze. U tu svrhu koris¢ene su ploce sa selektivnim agarnim podlogama bogatim
glutenom, jer takvi medijumi zahtevaju aktivnost ekstracelularnog enzima da bi se olakSala uspesna
hidroliza i1 koriS¢enje hranljivih materija iz medijuma i pospeSio rast mikroorganizama. Nakon
preliminarne selekcije proizvodnoh mikroorganizma, pazljivo je optimizovana proizvodnja
ekstracelulaznih proteza i to ispitivanjem uticaja sastava hranljive podloge (izvor ugljenika i izvor
azota), i uslova rasta (pH, T).

Konkretno u prvoj fazi istrazivanja, B. subtilis TMF-1 i B. cereus su striklovani na tri razlicite
selektivne agarne podloge, tj. tri razli¢ite formulacije podloge. lako su oba testirana mikroorganizma
pokazala rast na selektivnim podlogama, B. cereus je iskljucen iz daljih analiza usled vidno slabijeg
rasta na odabranim podlogama. Najbolji rezultat postignut je na selektivnoj agarnoj podlozi koja je
sadrzala 10 g/l glutena i 15 g/l agara. Rast B.subtilis TMF-1 na podlozi SP1 prikazan je na Slici 9.1.1.
Providna zona oko zone rasta je indikator prisustva proteaza usled mikrobne asimilacije glutena za
sopstveni rast i razvoj. Ovaj izolat je pokazao odlican rast na ploci iste formulacije kao i izolat
B.subtilis koji su izolovali Stresles i saradnici (Stressler, et al., 2015).

b)

Slika 9.1.1. a) Rast B. subtilis TMF-1 na agarnoj ploci sa glutenom, b) mikroskopski prikaz
B.subtilis TMF-1.

Poredenjem rezultata rasta pomenutog izolata sa rastom na plo¢ama koje su osim glutena
sadrzale joS soli 1 glukozu, primeceno je da je rast najbolji na ploci koja je sadrzala samo gluten. Ovo
se moze objasniti ¢injenicom da izolat proizvodi za gluten specificne proteaze, i da mu je za rast
dovoljno prisustvo samo glutena.

9.1.1. Uticaj sastava podloge na proizvodnju proteaza

Uticaj sastava fermentacione podloge (medijuma) za proizvodnju proteaza je analiziran
pripremanjem medijuma sa razli¢itim koncentracijama glutena. Naime, 010 g/l glutena je dodavano
u podlogu, dok su koncentracije ostalih komponenti zadrzane na istom nivou. Promenom
koncentracije samo jednog parametra, ispitan je uticaj pocetne koncentracije glavnog izvora
hranljivih materija na proizvodnju enzima. pH vrednost podesena za rast odabranog soja B. subtilis
TMF-1 je bila 7, a erlenmajeri su ostavljeni 48 h u tresilici. Nakon 48 h fermentacije na 37 °C
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supernatanti su odvojeni i analizirani kao sirovi enzimski ekstrakti. Sirovom enzimskom preparatu je
ispitana proteolitiCcka aktivnost, metodom sa azokazeinom i odreden sadrzaj proteina metodom po
Loriju kao $to je opisano u metodama 8.2.6. Rezultati ovih merenja su prikazani u Tabeli 9.1.

Tabela 9.1 Aktivnost proteaza (U/ml) i specificna aktivnost proteaza (U/mg) u Sirovom
enzimskom preparatu nakon 48 h inkubacije na 37 °C pri razlicitom sadrzaju glutena (0-10 g/l).

PSenicni gluten, g/l Aktivnost proteaze, U/ml Specifi¢na aktivnost proteaze, U/mg
10 2,58 £0,040° 0,85+ 0,024 2
5 2,51+0,180° 1,25 + 0,009 #
1,0 1,22 0,126 ° 1,37 £0,129 ¢
0,50 0,84 +0,333 ¢ 1,02 +0,385*
0,25 0,51+0,239°¢ 0,75+0,352 2
0 0,58 £0,219 ¢ 0,96 £ 0,389 2

Rezutlati su prikazani kao srednje vrednosti + standardna devijacija (n=3). Srednje vrednosti sa razli¢itim slovima u
istoj koloni se znacajno razlikuju (p < 0,05).

U formulaciji podloge u kojoj se nalazilo 10 g/l glutena je zabeleZena najvisa aktivnost
proteaze, 2,58 + 0,040 U/ml. Interesantno je prokomentarisati ¢injenicu da je odredena aktivnost
proteaza zabeleZena i u onim formulacijama u kojima je bilo samo 0,25 g glutena (0,51 £ 0,239 U/ml),
kao i u podlozi gde glutena nije bilo (0,58 + 0,219 U/ml). U svim formulacijama podloge sadrzaj
peptona je bio 1 g/l. Na osnovu prikazanih rezultata u Tabeli 9.1 moze se zakljuéiti da je 5-10 g/I
glutena dovoljno da mikroorganizam producent produkuje vecu koli¢inu ekstracelularnih proteaza.
Niske vrednosti proteoliticke aktivnosti su zabeleZene u sirovim ekstraktima sa sadrzajem glutena 0—
0,5 g/l, sto je direktan pokazatelj da je mikroorganizam maksimalno iskoristio sve dostupne izvore
azota i ugljenika za svoj rast tokom 48 sati fermentacije. Interesantno je istaci da je najvisa specifi¢na
aktivnost zabeleZena u eksperimentalnom setu u kom je podloga sadrzala 1 g/l glutena (1,37 + 0,139
U/mg). Sve navedeno direktan je pokazatelj da soj B. subtilis TMF-1 ima sposobnost proizvodnje
ekstracelularnih proteaza Ovo je pokazatelj da ovaj konkretan soj ima sposobnost proizvodnje
proteaza.

Sledeci nezavisni eksperimentalni set izveden je pri fiksiranoj koncentraciji glutena od 10 g/,
dok je sadrzaj peptona variran U opsegu O-1 g/l. Svi ostali parametri zadrZani su pri istim
koncentracijama. Rezultati dobijeni nakon analiza prikazani su u Tabeli 9.2.

Tabela 9.2. Aktivnost proteaza (U/ml) i specificna aktivnost (U/mg) sirovog enzimskog
ekstrakta nakon 48 h inkubacije na 37 °C pri razlic¢itom sadrzaju peptona (0-1 g/l).

Pepton, g/l Aktivnost proteaze, U/ml Specifi¢na aktivnost, U/ mg
1 3,02 +0,090 2 0,94 £ 0,087 @
0,75 3,03+0,134 2 0,98 + 0,059 2
0,50 2,78 + 0,060 @ 0,90 £ 0,100 2
0,25 2,73+0,1372 0,88 + 0,042 2
0 2,26 +0,120° 0,73+0,117%

Rezutlati su prikazani kao srednje vrednosti + standardna devijacija (n=3). Srednje vrednosti sa razli¢itim slovima u

istoj koloni se znacajno razlikuju (p < 0,05).



Sumirajuéi rezultate iz Tabele 9.2, najvisa proteoliti¢ka aktivnost izmerena pri koncentraciji
peptona 1 10,75 g/ je bila 3,02 £ 0,090 i 3,03 + 0,134 U/ml, redom. Medutim, znacajna razlika u
vrednostima proteoliticke aktivnosti pri koncentracijama peptona 0,25-1,00 g/l nije zabelezena.
Znacajna razlika je zabelezena prilikom odsustva peptona u hranljivoj podlozi.

Prisustvo peptona u konstantnoj koncentraciji od 1 g/l se pokazalo da ima pozitivan uticaj na
proizvodnju proteaza u poredenju sa eksperimentalnim setovima gde je koncentracija peptona
varirana. Sveobuhvatno, na osnovu prikazanih rezultata iz Tabele 8.2 mozZe se zakljuCiti da je
promena koncentracije peptona veoma ucikovita kada je re¢ o postignutoj proteolitickoj aktivnosti.
Naime, ¢ak i minimalna koncentracija peptona od 0,25 g/ je dovoljna da mikroorganizam proizvede
zeljenu proteazu. Iako je rezultat specifi¢nih aktivnosti bio nizi od ostalih u tom eksperimentalnom
setu, ipak je skoro jednak onom postignutom sa 10 g/l glutena i 1 g/l peptona. Time je utvrdeno da je
0,25 gl peptona dovoljno da se postignu zadovoljavajuéi rezultati. Stoga, 5—10 g/l glutena i 0,25 g/l
peptona je dovoljno uneti u hranljivu podlogu kako bi se indukovala proizvodnja proteaze pomocu
B. subtilis TMF-1. Smanjenjem koli¢ine peptona koji se dodaje u podlogu postizu se ustede u
potrosnji.

9.1.2. Uticaj pH na proizvodnju i aktivnost proteaza

Uticaj pH vrednosti fermentacionog medijuma na produkciju proteaza je ispitan variranjem
pH vrednosti izmedu 5 i1 9, sa korakom 1. Ovo je uradeno u cilju ispitivanja oblasti pH u kojoj
odabrani bakterijski soj moze da ispolji najviSu proteolitic¢ku aktivnost. Eksperimentalna postavka je
bila ista kao i za prethodne, pri ¢emu su sadrzaj glutena i peptona zadrzani na 10 g/l11 1 g/, s obzirom
da je variran po jedan parametar.

Najveca izmerena proteoliticka aktivnost od 3,37 U/ml zabelezena je pri pH 7, dok je sledeca
po opadaju¢em nizu vrednosti 2,99 U/ml pri pH 5. Najvisa specifi¢éna aktivnost od 1,31 U/mg
zabeleZena je takode pri pH 7. Sve zabelezene vrednosti su bile vise od svih prethodno izmerenih. pH
vrednosti fermentacione tecnosti od 5 1 7 imaju bolji uticaj na proizvodnju proteaza u poredenju sa
vis§im pH vrednostima. Moze se izvesti preliminarni zaklju¢ak da proizvedeni ekstracelularni
enzimski preparat ima bolji pristup peptidnim frakcijama pri nizim pH vrednostima.

Shodno dobijenim rezultatima, u daljem toku rada koris¢ene su dve formulacije podloge: (a)
jedna sa 10 g/l glutena i 0,25 g/l peptona i (b) druga sa samo 10 g/l glutena, pri ¢emu su svi ostali
sastojci hranljive podloge zadrzani pri istim prethodno koriS¢enim koncentracijama. U oba slucaja
pH vrednosti su podeSene na 6 i 7, i potom su zasejane sa bakterijskom kulturom starom 24 h i
ostavljene 48 h na 37 °C. Cilj ove eksperimentalne postavke je bio potvrda prethodno dobijenih
rezultata i zaklju¢ka da minimalno prisustvo peptona pozitivno uti¢e na proizvodnju ekstracelularnih
proteaza. Takode, podeSavanjem pH vrednosti na 6 1 7 ispitan je pH optimum podloge za
fermentaciju. Rezultati pokazuju da je prisustvo peptona u koncentraciji od 0,25 g/l pozitivho
delovalo na proizvodnju proteaza. Aktivnost dobijene proteaze je bila veca kada je fermentacija
izvedena pri pH 6 u poredenju sa pH 7. Zabelezena aktivnost proteaze pri pH 6 je 2,75 U/ml (10 g/l
glutena) 1 3,90 U/ml (10 g/1 glutena 1 0,25 g/l peptona). Specificna aktivnost za istu eksperimentalnu
postavku je bila 1,31 U/mg (10 g/l glutena i 0,25 g/l peptona) pri pH 6. Zabelezena aktivnost je za
47,2% bila veca od formulacije bez peptona. Ovo implicira na ¢injenicu da zaista minimalno prisustvo
peptona pozitivno uti¢e na proizvodnju proteolitickih enzima. Takode moZemo zakljuciti da ispitani
bakterijski soj bolje proizvodi ekstracelularne proteaze u blago kiseloj pH sredini. Prema literaturnim
podacima, dodatak peptona utice na proizvodnju enzima na vise nacina, i to tako da se dodatkom vece
koli¢ine peptona ne obezbeduje uvek povecana enzimska ektivnost. Naime, dodatkom peptona u
onim koli¢inama koje su minimalno iznad osnovnih potreba mikroorganizma obezbeduje se benefit.
Rezultati dobijeni ovim eksperimentalnim radom su u saglasnosti sa literaturom (Dutta, Deb, &
Majumdar, 2016; Chopra & Mathur, 1983). Takode, literaturni podaci navode da se proteoliticka
aktivnost smanjuje pri viS§im koncentracijama izvora organskog azota, najverovatnije zbog represije
sinteze enzima, odnosno pri vi§im koncetracijama izvora azota stimulisana je proizvodnja protezaa
do odredenih grani¢nih nivoa (Gomaa, 2013).
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Daljim ispitivanjem specifi¢nih aktivnosti dobijenih enzima prema specificnim supstratima,
koji su jasan pokazatelj sposobnosti enzimskog preparata da raskida specificne veze sa
aminokiselinom prolin, nisu dobijeni zadovoljavajuéi rezultati i zabelezeno je skoro potpuno
odsustvo trazene enzimske aktivnosti. Stoga, proizvedeni enzimski preparat je iskljucen iz daljeg
eksperimentalnog rada. Shodno negativnim rezultatima dalja istrazivanja su bila usmerena ka
ispitivanju mogucénosti upotrebe komercijalno dostupnih proteoliti¢kih enzima, endopeptidaza, s
obzirom na to da je krajnji cilj ove doktorske disertacije pronalazenje i dizajn novog tehnoloskog
postupka kojim ¢e biti omogucéena redukcija prisustva alergenih epitopa, kako na model proteinu
glutenu, tako i na komercijalno dostupnom p$eni¢nom brasnu.
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9.2. Preliminarni eksperimenti — enzimska hidroliza
9.2.1. Preliminarne hidrolize glutena

U preliminarnoj fazi istrazivanja procesa enzimske hidrolize glutena iz pSenice ispitane su tri
razliCite koncentracije supstrata i1 tri razli¢ite koncentracije enzima (Alkalaze). Koncentracija
supstrata varirana je u interbalu 1-10%, a koncentracija enzima u istom intervalu 1-10%. Na osnovu
izmerenih stepena hidrolize (Slika 9.2.1, DH, %) za dalji rad je odabrana koncentracija enzima od
5%, s obzirom da nema znacajne razlike u stepenu hidrolize izmedu uzoraka tretiranih sa 5 ili 10%
enzima. Odabir radne koncentracije enzima od 5% je u ovom slu¢aju ekonomski opravdan. Enzim
Alkalaza se pokazao kao efikasan, pri ¢emu i najmanje koli¢ine unetog enzima uspesno hidrolizuju
gluten Cak i pri veéim koncentracijama (Stepen hidrolize ~15%).
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Slika 9.2.1. Preliminarne enzimske hidrolize glutena iz pSenice pomocu Alkalaze. 1spitane su
tri razlicite koncentracije supstrata (1-10% (w/w)) i tri razlicita enzim-supstrat odnosa (E/S 1-10%).
Reakcioni uslovi: 60 °C, pH 8, 200 o/min.

9.3. Mikrotalasni i toplotni tretman
9.3.1. Uticaj parametara tretmana na sadrZaj alergenih epitopa glutena

Uticaj mikrotalasnog zracenja na nativni gluten ispitan je u mikrotalasnom reaktoru kao
funkcija dva reakciona parametra, mikrotalasne snage i temperature, i rezultati su uporedeni sa
konvencionalnim toplotnim tretmanom. PSeni¢ni gluten u svom nativnom stanju sadrzi necistoce, kao
Sto su ugljeni hidrati 1 proteini. Ovi sastojci su osetljivi na temperature vece od 90 °C, pri kojoj dolazi
do denaturacije i degradacije prirodnih komponenti kao i sporednih reakcija poput Majlardove
(Maillard) reakcije. Sve ovo navodi istrazivace na integrisanje i razvoj novih alternativnih i manje
agresivnih fizickih tremana (\Woo, Kim, Hwang, Lee, & Jeong, 2015). Cilj istrazivanja ove disertacije
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je bio da se dobiju modifikovani proteini glutena u visokom prinosu sa smanjenom koli¢inom
toksi¢nih imunogenih epitopa, a sa ujedno ocuvanim i unapredenim tehnolosko-funkcionalnim
svojstvima. Ovo nas upucuje na to da je potrebno obezbediti posebne uslove za izvodenje ovakve
reakcije. Stoga u prvom koraku fokus je bio na ispitivanju moguénosti primene mikrotalasnog
tretmana na proteine glutena upotrebom mikrotalasnog reaktora sa preciznom kontrolom temperature
u cilju modifikovanja proteina glutena na nacin kojim bi se uspesno uticalo na smanjenje njegove
alergenosti. Uticaj mikrotalasnog zraCenja razlicite snage u opsegu 200-800 W i temperatura 50-100
°C, pod kontrolisanim uslovima, na sadrzaj alergenih epitopa glutena izrazen kao relativni sadrzaj
glutena (%), prikazan je na Slici 9.3.1. Promene u fizickom izgledu tretiranih uzoraka date su na Slici
9.3.2. Rezultati su pokazali da je primena mikrotalasnog tretmana na proteine glutena rezultovala u
smanjenoj detekciji sadrzaja glutena u svim tretiranim uzorcima glutena (Slika 9.3.1a) u poredenju
sa netretiranim uzorkom polazne sirovine. Najve¢e smanjenje u detektovanom relativnom sadrzaju
glutena je zabelezeno za uzorke glutena tretirane sa 200 W mikrotalasne snage, pri ¢emu su ti uzorci
zadrzali 39,65 £ 1,69% svog pocetnog alergenog sadrzaja. Prilikom primene niske snage mikrotalasa,
primeceno je inicijalno smanjenje sadrzaja alergenih epitopa. Primenom mikrotalasne snage od 400
W uzorci su zadrzali 63,16 = 1,96% svog inicijalnog alergenog sadrzaja, nakon cega je daljim
porastom primenjene snage mikrotalasa (600 W, 800 W) primeéen opadajuci trend alergenog
sadrzaja. Mehanizam delovanja mikrotalasnog zracenja i njegov uticaj na alergenost glutena na
molekulskom nivou se pokazao kao veoma kompleksan i bazira se na izmenama u konformaciji
eptiopa, $to je pokazano FTIR analizama (Poglavlje 9.5, Slike 9.5.1 i 9.5.2). Proces denaturacije i
otvaranja molekula glutena je bio ve¢i prilikom primene mikrotalasne snage od 400 W nego 200 W,
¢ime su sakriveni epitopi glutena postali dostupniji antitelima koja se koriste u ELISA testu, a samim
tim je zabelezena i veca alergena vrednost. Medutim, dalje povecanje primenjene snage mikrotalasa
na ¢ak 800 W kao rezultat moze imati potpuno drugaciji efekat na strukturu glutena. Te promene
ukljucuju povezivanje proteina gliadina i glutenina preko disulfidnih veza koje mogu dovesti do
razaranja i/ili maskiranja nekih epitopa, ili mogu dovesti do dodatne denaturacije epitopa Sto rezultuje
u smanjenoj alergenosti. Kao dodatno objasnjenje se mozZe dati i to da agregacija i smanjenje
rastvorljivosti, pre nego razaranje epitopa, dovode do opazenih smanjenja imunoreaktivnosti glutena
pri ve¢im snagama mikrotalasa. Stoga, buduca istrazivanja imunoreaktivnosti razli¢itih rastvornih 1
nerastvornih frakcija glutena morac¢e dodatno da se bave objasnjenjem mehanizama inaktivacije
toksic¢nih epitopa glutena (Mahroug, et al., 2019). Studije bazirane na slicnom principu su pokazale
da primenom manje doze mikrotalasne energije, imunoreaktivnost gliadinske frakcije raste, dok je
primenom jac¢ih doza mikrotalasne energije (500W, 2 min) zabeleZeno smanjenje vrednosti imunog
odgovora na gliadin (Leszczynska, f.acka, Szemraj, Lukamowicz, & Zegota, 2003). Na osnovu
dobijenih rezultata, za dalji rad je odabrana mikrotalasna snaga od 200 W kako bi se detaljnije ispitao
efekat temperature na koli¢inu detektovanog sadrzaja glutena.

Da bi se uporedio efekat mikrotalasnog tretmana u odnosu na konvencionalni toplotni tretman,
uzorci glutena su zagrevani do 50-100 °C, sa korakom od 10 °C. Iste temperature su podeSene na
mikrotalasnom reaktoru i primenjena je snaga od 200 W. Rezultati (prikazani na Slika 9.3.1b,c) su
pokazali da uzorci glutena koji su tretirani mikrotalasnom snagom od 200 W ispoljavaju donekle
opadajuci trend u relativnom sadrzaju glutena za odabrane temperature. NajniZe vrednosti relativnog
sadrzaja glutena od 49,56 & 3,25% 1 39,65 + 1,69% zabelezene su za konvencionalni toplotni tretman
na 90 °C i za mikrotalasni tretman (200 W, 100 °C), respektivno. Ovi rezultati ukazuju na to da je na
detekciju glutena u velikoj meri uticao mikrotalasni tretman. Naime, priblizno smanjenje U
detektovanoj koli¢ini glutena od 2,5 puta je postignuto primenom 200 W mikrotalasne snage. S
obzirom na to da su mikrotalasni tretman i konvencionalno zagrevanje, pri istim temperaturama,
razli¢ito uticali na sadrzaj glutena, moze se zakljuciti da su mikrotalasni efekti (netermalni) izvrSili
uticaj na promenu strukture glutena i na alergenost glutena. Stoga, mozZe se ista¢i da mikrotalasni
tretman u kontrolisanim uslovima dovodi do strukturnih promena, §to se ogleda u razaranju mreze
vodoni¢nih veza koje za posledicu imaju rotaciju dipola molekula proteina glutena i migraciju jona
ka te¢noj fazi (Lamacchia, Landriscina, & D'Agnello, 2016).
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Slika 9.3.1. Relativni sadrzaj glutena (%) nakon a) mikrotalasnog pretretmana pSenicnog
glutena pri razlicitim snagama mikrotalasa (200-800 W), b) toplotno tretiranog pSenicnog glutena
na razlicitim temperaturama (50-100 °C); c) mikrotalasno tretiranog glutena pri snazi od 200 W na
razlicitim temperaturama (50—100 °C). Svi uzorci su poredeni sa netretiranim uzorkom glutena, koji
se smatrao kontrolnim uzorkom (100%,). Rezultati su izrazeni kao srednja vrednost + standardna
devijacija (n=2). Srednje vrednosti uzoraka sa razlicitim slovima na istoj slici su statisticki znacajno

razlicite (p < 0,05).
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Slika 9.3.2. Uzorci glutena nakon mikrotalasnog tretmana (200-800 W).
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U poredenju sa toplotnim tretmanom, primena mikrotalasne energije predstavlja obec¢avajucu
alternativu s obzirom na znacajno smanjenje vremena neophodnog da se obavi tretman. Ovime se
poboljsava ckonomic¢nost procesa i smanjuje vreme izlaganja proteina glutena Vvisokim
temperaturama, $to ujedno uti¢e na njihove karakteristike. Vreme neophodno za izvodenje
mikrotalasnog tretmana (200W, 50-100 °C) kretalo se od svega nekoliko sekundi do 1 min, dok je za
konvencionalni toplotni tretman bilo potrebno izmedu 2,5 i 25 min (50-100 °C). Dalje, primena
toplotnog tretmana je nepozeljna iz viSe poznatih razloga, a jedan od njih je negativan uticaj
temperature na nutritivna i funkcionalna svojstva proteina usled stvaranja disulfidnih veza izmedu
polipeptidnih lanaca mehanizmom acilovanja slobodnih amino grupa (Cheftel, 1977). Aminokiselina
lizin je jedna od aminokiselina koja je najpodloznija ovom tipu reakcije, ali takode i aminokiseline
serin, cistein i cistin kao i triptofan daju proizvode reakcije koji zna¢ajno redukuju nutritivnu vrednost
proteina. Ovaj proces obuhvata primenu visokog pritiska, sile kao i visokih temperatura tokom dugog
vremenskog perioda koji za posledicu imaju nepovratnu denaturaciju proteina glutena prouzrokovanu
deamidacijom aspartamske kiseline i ostataka glicina, razaranje peptidne veze aspartamske kiseline i
uniStavanje aminokiselinskih ostataka (Wang & Damodaran, 1990). Lamakija (Lamacchia) i
saradnici su u svom istrazivanju pokazali da gliadini iz mikrotalasno pretretiranog brasna (uslovi u
mikrotalasnoj peénici: 1000 W, 2 min duzina trajanja tretmana kako bi se postigla temperatura 110—
120 °C) ispoljavaju smanjenu reaktivnost sa RS antitelom. Medutim, iako su postignute modifikacije
sekundarne strukture koje se odnose na disagregaciju polimerne strukture sa mikrotalasnim
tretmanom, primeceno je da mikrotalasni tretman nije dovoljan kao pretretman da u potpunosti
detoksifikuje gluten tako da bude bezbedan za osobe koje pate od celijaéne bolesti (Mahroug, et al.,
2019). Pregledom dostupne literature moze se ista¢i da postoji veliki broj studija koje se bave
uticajem mikrotalasnog zracenja na toksi¢nost glutena u slucaju osoba obolelih od celija¢ne bolesti,
sa opre¢nim rezultatima kao i nau¢nim dokazima koji upucuju na neefikasnost ovog pristupa
(Mahroug, et al., 2019; Gianfrani, et al., 2017). S tim u vezi, nauc¢ne studije su pokazale da
mikrotalasni tretman natopljenih zrna pSenice rezultuje u smanjenom sadrzaju toksi¢nih epitopa
glutena ispitivanih sa R5-ELISA testom i nakon deamidacije, ispitano u in vitro studijama na T
¢elijama izolovanim iz creva pacijenata obolelih od celijaéne bolesti (Wang & Damodaran, 1990;
Lamacchia, Di Luccia, & Gianfrani, 2013). Medutim, druge studije su prijavile da mikrotalasni
tretman nema uticaja ni na hemijsku modifikaciju glutena kao ni na samo razaranje glutena (Mahroug,
et al., 2019; Gianfrani, et al., 2017). U publikaciji Panfranija (Gianfrani) i saradnika (Gianfrani, et
al., 2017), primenom LC-MS/MS i in vitro ispitivanjima sa T Celijama pacijenata obolelih od
celijaklije, mikrotalasni tretman nije imao uticaja na toksi¢nost glutena, iako su prvi rezultati
pokazivali smanjenje u imunoreaktivnosti sa RS monoklonskim antitelom ispitanog nesvarenog
mikrotalasno tretiranog glutena. Potvrdeno je da mikrotalasni tretman utice na rastvorljivost proteina
pSeni¢nog zrna i da uzrokuje smanjenje u sadrzaju glutena, do 70 ppm, $to je u skladu sa rezultatima
drugog istrazivanja (\Wang & Damodaran, 1990). Medutim, ustanovljeno je da imunoreaktivne R5
komponente gliadina mikrotalasno tretiranog zrna nisu ekstrahovane, i samim tim verovatno zaostaju
zakacene za supstrat usled denaturacije. S obzirom na dostupne literaturne podatke moZe se zakljuciti
da opre¢ni rezultati mogu biti posledica primene razli¢itih metoda ekstrakcije i analitickih metoda
detekcije, kao 1 razliCitih mikrotalasnih uredaja. Mikrotalasni uredaji i sistemi koriS¢eni u
eksperimentalnim postavkama uglavnom nisu detaljno opisani, a nedostaci se uglavnom ogledaju u
izostavljenim podacima o postignutim temperaturama i kontroli zracenja. Naime, da bismo uspesno
ponovili iste uslove koji se tiCu temperature 1 primenjene energije, kontrola vremena i snage su od
velike vaznosti u ovom procesu. Posto su u literaturi uglavnom kori§¢ene mikrotalasne pecnice za
kuénu namenu, postavlja se pitanje koliku kontrolu nad procesom imaju istrazivaci, i da li ¢e slicne
mikrotalasne pe¢nice dati makar priblizno iste rezultate. Jos jedan nedostatak mikrotalasnih tretmana
1 objavljenih istrazivanja ogleda se u odsustvu meSanja uzorka, $to nas dovodi do pitanja kako
obezbediti ravnomerno mesanje te¢ne suspenzije u cilju ravnomernog zagrevanja i postizanja
zeljenog temperaturnog profila. Rezultati prikazani u ovom poglavlju doktorske disertacije su
potvrdili potencijal mikrotalasnog tretmana za smanjenje alergenosti glutena, ali ostaje pitanje
njegove dalje efikasnosti u in vivo uslovima, u gastrointestinalnom traktu. Stoga, cilj ovog dela
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istrazivanja je bio da se pronade nacin kako prevazi¢i prepreke i nedostatke prethodno primenjenih
mikrotalasnih tretmana. U daljem istrazivanju u okviru ove doktorske disertacije bi¢e primenjena
kombinacija mikrotalasnog tretmana i enzimske hidrolize, u cilju detoksifikacije glutena, ali i
proizvodnje kvalitetnih hidrolizata sa dobrim tehno-funkcionalnim svojstvima.

U cilju boljeg razumevanja prethodno objasnjenih rezultata i uticaja mikrotalasnog
pretretmana na promene u strukturi proteina glutena, vrSena su merenja sadrzaja ukupnih i reaktivnih
sulfhidrilnih (SH) grupa. Rezultati mikrotalasnog pretretmana su poredeni sa onima dobijenim
konvencionalnim zagrevanjem. Ovi rezultati prikazani su na Slici 9.3.3.
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Slika 9.3.3. Sadrzaj ukupnih i reaktivnih SH grupa izmerenih nakon: a) mikrotalasnog
tretmana pSenicnog glutena primenom razlicitih snaga mikrotalasa (200-800 W); b) toplotnog
tretmana pSenicnog glutena na razlicitim temperaturama (50-100 °C); ¢) mikrotalasno tretiranog
pSenicnog glutena pri snazi od 200 W na razlicitim temperaturama (50-100 °C). Svi uzorci su mereni
pri istom sadrzaju proteina, 2 mg/ml. Rezultati su izraZeni kao srednja vrednost + standardna
devijacija (n=3). Srednje vrednosti uzoraka sa razlicitim slovima na istoj slici su statisticki znacajno
razlicite (p < 0,05).

Analizom dobijenih rezultata primec¢ena je velika zavisnost sadrZaja i ukupnih i reaktivnih SH
grupa od primenjene snage mikrotalasa 1 temperature, ali takode i1 samog tretmana. U pogledu
sadrzaja SH grupa prikazanih na Slici 9.3.3a, mikrotalasni tretman proteina glutena rezultovao je u
statisticki znacajnom (p < 0,05) porastu vrednosti sadrzaja reaktivnih SH grupa pri primenjenoj snazi
mikrotalasa od 800 W. Tretman ovom snagom pokazao se boljim u odnosu na tretmane sa
primenjenom manjom snagom. Kontrolni uzorak glutena je pokazao znacajne razlike izmedu koli¢ine
ukupnih i reaktivnih SH grupa, 1,68 + 0,103 i 0,58 + 0,103 pumol/g, respektivno. Porast u sadrzaju
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ukupnih i reaktivnih SH grupa primenom snage od 800 W se moze objasniti promenama indukovanim
toplotnim efektima, koji mogu dovesti do parcijalnog odmotavanja polipeptidnih lanaca. Kao
posledica dejstva ovih toplotnih efekata sakrivene SH grupe (SHreaktivne=0,36—1,40 umol/g i
SHukupne=0,63-1,50 umol/g) dolaze do izrazaja, ta¢nije bivaju izloZzene. Naime, tokom mikrotalasnog
tretmana, ve¢i deo SH ostataka u glutenu koji se nalazio sakriven u unutras$njosti molekula proteina
postaju izlozeni tokom kontrolisane toplotne denaturacije. Kako je podloznost glutena enzimskoj
hidrolizi nakon mikrotalasnog tretmana od 600 W bila veoma visoka (DH ~ 32%), smanjenje
ukupnog sadrzaja SH grupa se moze objasniti formiranjem uglavnom intramolekulskih disulfidnih
veza usled sulthidrilne oksidacije. Nasuprot tome, povecanje ukupnog sadrzaja SH grupa moze
doprineti razaranju intramolekulskih disulfidnih veza indukovanih temperaturama visim od 100 °C
primenom tretmana sa mikrotalasnom snagom vec¢om od 600 W. Osim toga, smanjenje podloznosti
proteinskog supstrata hidrolizi i povecanje u inhibiciji supstrata moze se dovesti u vezu sa prisustvom
intermolekulskih disulfidnih veza, ¢ime se obezbeduje formiranje agregata proteina. Pretpostavka o
formiranju agregata proteina je u saglasnosti sa merenjima koli¢ine detektnovanog relativnog sadrzaja
glutena (Slika 9.3.1a,c). Primenom konvencionalnog toplotnog tretmana (Slika 9.3.3b) zabelezene
su niske vrednosti zna¢ajnih razlika (p < 0,05) medu sadrzajima reaktivnih SH grupa zagrevanih
uzoraka glutena i1 kontrolnog uzorka. Osim toga, sadrZaj ukupnih SH grupa je opao nakon toplotnih
tretmana u opsegu temperatura od 50 do 100 °C, sa 1,2 na 0,3 pumol/g, respektivno (p < 0,05).
Mikrotalasni tretman proteina glutena snagom 200 W na 50 °C (Slika 1c) €ini se da je doveo do
povecanja u sadrzaju reaktivnih SH grupa usled odmotavanja proteina uz pratec¢u pojavu agregacije,
¢ime je smanjen ukupni sadrzaj SH grupa, i verovatno porast broja disulfidnih veza. Tokom
eksperimentalnog rada snaga mikrotalasnog tretmana je bila podesena na 200 W, pri ¢emu se vremena
tretmana razlikuju u zavisnosti od Zeljene temperature koju Zelimo da postignemo. Moze se istaci da
duza vremena izlaganja dovode do visih temperatura (100 °C), pri ¢emu se formiraju agregati proteina
glutena, na primer, molekuli gliadina polimerizuju 1 umreZavaju se sa gluteninima. U isto vreme se
desava oksidacija slobodnih SH grupa, formiraju se S-S veze i kao posledica toga je ocigledna pojava
umrezavanja agregata gliadina sa glutetninima. Mikrotalasni tretman je o€igledno imao jaci uticaj u
opsegu temperatura od 60 do 90 °C na sadrzaj 1 ukupnih 1 reaktivnih SH grupa, u poredenju sa
toplotnim tretmanom prvenstveno na 90 °C. Ovo ukazuje na razli¢iti mehanizam delovanja toplotnog
i mikrotalasnog tretmana na denaturaciju proteina glutena.

Ocigledan je uticaj primenjene snage mikrotalasa i temperatura na promene u molekulima
proteina koje se mogu dovesti u vezu sa razmotavanjem proteina glutena i agregacijom. Ove
pretpostavke su u skladu sa dostupnim literaturnim podacima, koji se ti¢u analize efekata toplotnog
tretmana na strukturu glutena (Mahroug, et al., 2019; Wang & Damodaran, 1990). Potrebno je istac¢i
da u trenutno dostupnoj nauc¢noj literaturi ne postoje podaci o upotrebi mikrotalasnog reaktora i
njegovog uticaja na gluten. Time podaci dobijeni u ovom istrazivanju daju znacajan doprinos ovoj
oblasti istraZivanja i nude jedinstvenu osnovu za dalja ispitivanja. Sa teorijskog stanovista, glavna
uloga SH grupa ogleda se u odredivanju 1 stabilizaciji trodimenzionalne strukture proteina, stoga
promene u sadrzaju SH grupa prouzrokovane zagrevanjem predstavljaju prvi pokazatelj da su se
odigrale neke od fundamentalnih promena u strukturi proteina glutena. Poznato je da subjedinice
glutena formiranju uredene fibrilarne polimerne makromolekule sa intermolekulskim disulfidnim
vezama, dok gliadini formiraju samo intramolekulske disulfidne veze (Ma, Han, Li, Zheng, & Wang,
2019). Na osnovu iznetih podataka, mozemo zakljuciti da se uticaj mikrotalasno-kontrolisanog
toplotnog tretmana ogleda u odmotavanju nativne konformacije proteina ¢ineci lance proteina glutena
dosuptnije, tj. smanjenju broja S-S veza koje su odgovorne za odrzavanje strukture agregata proteina.
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9.4. Enzimska hidroliza i njen uticaj na smanjenje alergenog sadrzaja glutena
9.4.1. Mikrotalasni tretman kao pretretman za enzimsku hidrolizu

Nakon serije tretmana mikrotalasima eksperimentalni rad nastavljen je u pravcu primene
biokatalizatora u cilju dodatnog smanjenja sadrzaja alergenih epitopa. Ovime je ispitan kombinovani
efekat mikrotalasnog tretmana i komercijalnog enzima Alkalaze na sadrzaj alergenih epitopa glutena
u dobijenim hidrolizatima. Polazna osnova za ova ispitivanja jeste prethodno dobijeni rezultat koji se
odnosi na uticaj mikrotalasa na smanjenje detektovane alergenosti, a uz to visok sadrzaj prolina u
glutenu koji dodatno otezava postupak kompletne enzimske hidrolize. Kako bismo ispitali ovaj
kombinovani uticaj mikrotalasnog pretretmana i biokatalizatora na detektovani sadrzaj glutena,
varirane su primenjene snage mikrotalasa od 200, 400, 600 i 800 W. Ovaj korak pretretmana je potom
ispracen enzimskom hidrolizom sa Alkalazom (Slika 9.4.1) i cilj ovakve eksperimentalne postavke
je bio da se ispita da li mikrotalasni pretretman olakSava postupak hidrolize toksi¢nih epitopa.
Upotrebom mikrotalasnog reaktorskog sistema Anton Paar Monowave 300 bilo je moguce u
potpunosti kontrolisati postupak pretretmana u vidu: temperature, vremena tretmana i snage, Sto je
od velike vaznosti kada je u pitanju tretman proteinskog uzorka gde sam proces moze imati direktan
uticaj na finalne karakteristike krajnjeg proteinskog proizvoda. Na Slici 9.4.1 se vidi da je
mikrotalasni pretretman znacajano promenio profil procesa hidrolize (p < 0,05) primenom svih
mikrotalasnih snaga (200-800W) u odnosu na kontrolni uzorak bez pretretmana. Po¢etne brzine ovih
enzimskih reakcija su se povecavale sa poveCanjem primenjene snage mikrotalasnog pretretmana,
dok je stepen hidrolize pratio uzlazni trend sa povecanjem snage mikrotalasa do 600 W, a potom je
uocen pad prilikom primene snage od 800 W. Postignuti stepeni hidrolize (DH) kre¢u se u opsegu
20-32% tokom vremenskog perioda od 300 min. Tokom prvih 45 min enzimske hidrolize primeéena
je velika brzina reakcije gde su zabelezeni stepeni hidrolize od oko priblizno 16% 1 ve¢i od 17% za
kontrolnu enzimsku hidrolizu i za mikrotalasno pretretirane uzorke, respektivno. Nakon ovog perioda
enzimska hidroliza usporava narednih 150-200 min, a potom ulazi u stacionarno stanje. Ovim je
potvrdeno da mikrotalasno pretretirani proteini glutena imaju vec¢u podloznost enzimu Alkalazi,
tacnije supstrat postaje dostupniji. Ovako pripremljeni hidrolizati su dalje ispitani na sadrZaj alergenih
epitopa. Profil enzimske hidrolize dobijen u ovom eksperimentalnom radu slian je profilima
enzimskih hidroliza dobijenih radom Elmalimadija (EImalimadi) i sar. (2017) i Konga (Kong) i sar.
(2007) (Elmalimadi, et al., 2017a; Kong, Zhou, & Qian, 2007). Oc¢igledan inicijalan porast u
podloznosti glutena enzimskoj hidrolizi moZe se pripisati promenama u konformaciji u molekulima
glutena indukovanim mikrotalasnim pretretmanom. Ovaj vid pretretmana moze izazvati parcijalno ili
potpuno razmotavanje polipetida i time dovesti do izlaganja prethodno sakrivenih peptidnih veza,
¢ine¢i ih dostupnijim enzimu. Medutim, pretretman mikrotalasnom snagom od 800 W je doveo do
znacajnog pada (p < 0,05) u podloZnosti glutena enzimskoj hidrolizi u poredenju sa pretretmanom sa
200 W, ukazuju¢i na mogucnost da je doslo do prethodno opisane agregacije proteina glutena kojom
je postignuta zaStita unutrasnjih veza proteina.

U cilju kvantitativne komparacije efekata mikrotalasnog pretretmana, eksperimentalni podaci
su fitovani polu-empirijskim modelom koji uzima u obzir inaktivaciju enzima i inhibiciju supstratom
1 odredene su vrednosti kinetiCkih konstanti. Pretpostavljeni matemati¢ki kineticki model koji
reakciju hidrolize razmatra kao reakciju nultog reda, odnosno kao reakciju kod koje brzina ne zavisi
od koncentracije proteina (peptidnih veza), bio je u dobroj korelaciji sa dobijenim eksperimentalnim
rezultatima (R?> > 0,98). Na osnovu proracunatih vrednosti za konstantu brzine reakcije (k2),
mikrotalasni pretretman je unapredio brzinu reakcije enzimske hidrolize glutena u poredenju sa
kontrolnom hidrolizom (umetnuta tabela na Slici 9.4.1). Za mikrotalasni pretretman od 200 W,
zabelezeno je povecanje brzine reakcije od 3,6 puta, dok je postignuti stepen hidrolize proteina
glutena (DH) povecan za samo 3%. Medutim, za mikrotalasni pretretman sa jatom snagom, 600 W,
zabelezeno je povecanje brzine reakcije za 4,6 puta, kao 1 znacajan porast u stepenu hidrolize, ¢ak 9
%. Konstante inaktivacije i brzine deaktivacije reakcije su znacajno varirale u vrednostima u
zavisnosti od primenjene snage mikrotalasa, i to u opsegu 5,53-22,3 mg/cm?® i 137,9-211,8 min?,
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respektivno. Moguce je da je mikrotalasni pretretman doveo do strukturnih promena unutar molekula
glutena tako da su postali dostupniji enzimu Alkalazi, ali da je ujedno smanjeno vezivanje supstrata
za enzim koje moze uticati na konstante inhibicije (K;) i enzimsku stabilnost (kq).

Eksperimentalni rezultati Matematicki model
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Slika 9.4.1. Poredenje ucinkovitosti razlicitih mikrotalasnih pretretmana na proteine glutena
i podloznosti tako tretiranih uzoraka enzimskoj hidrolizi komercijalnom enzimskom proteazom,
Alkalazom. Eksperimentalni rezultati fitovani su kinetickim modelom nultog reda koji pretpostavlja
inhibiciju supstrata i inaktivaciju enzima. Reakcioni usovi za postupak hidrolize predstavljenih krivih
su: koncentracija glutena 2% (w/w), E/S odnos 5%, temperatura reakcije 60 °C i pH 8,0. Umetnuta
tabela — vrednosti kinetickih konstanti za enzimsku hidrolizu mikrotalasno pretretiranog glutena.

Primena snaga mikrotalasa od 600 i 800 W nije rezultovala u zna¢ajnom smanjenju sadrzaja
alergenih epitopa (p > 0,05, Slika 9.4.2a). Medutim, relativan sadrzaj glutena u kontrolnoj hidrolizi i
mikrotalasno pretretiranim hidrolizatima sa 200 1 400 W je znafajno smanjen u poredenju sa
netretiranim glutenom. Izmereno je smanjenje od priblizno 10 puta u sadrzaju glutena. Pretretman
mikrotalasima snage 200 W se pokazao kao najefikasniji u pogledu smanjenja sadrzaja gluena, stoga
je detaljnije ispitana ova hidroliza i uporedena sa kontrolnom hidrolizom (Slika 9.4.2b). Kako bismo
ispitali da li je potrebno izvrSiti kompletnu enzimsku hidrolizu kako bismo postigli najvece smanjenje
sadrZaja glutena, uzorci su uzimani tokom razli¢itih vremena trajanja hidrolize, liofilizovani i odreden
im je sadrzaj glutena. Ocigledno je bilo da je pretretman sa snagom od 200 W u blagoj meri doprineo
smanjenju sadrzaja proteina glutena u dobijenom hidrolizatu u poredenju sa kontrolnom hidrolizom.
Najveci doprinos pretretmana zabelezen je nakon 90 min hidrolize, kada je sadrzaj glutena smanjen
za 11,98% vise od kontrolnog. Zakljucak je da duze vreme izlaganja od 90 min ne doprinosi znac¢ajno
smanjenju daljeg sadrzaja alergenih epitopa glutena.
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Slika 9.4.2. a) Relativni sadrzaj glutena (%) kontrolnog hidrolizata glutena i mikrotalasno
pretretiranih hidrolizata glutena (MTH) (200-800 W) (Alkalaza, pH 8,0, 60 °C) u poredenju sa
netretiranim glutenom (100%) i b) profil smanjenja sadrzaja glutena (g/kg) tokom enzimske hidrolize,
kontrolna i MTH 200 W. Rezultati su izrazeni kao srednja vrednost + standardna devijacija (n=2).
Srednje vrednosti uzoraka sa razlicitim slovima na istoj slici su statisticki znacajno razlicite (p <

0,05).
9.4.2. Uticaj prisustva ugljenih hidrata na tok enzimske hidrolize glutena

Druga faza istrazivanja u okviru ove disertacije podrazumevala je primenu komercijalno
dostupnih suspstrata, koji se obilato primenjuju u prehrambenoj industriji, kao $to je pSeni¢no brasno.
Cilj je bio ispitati ponasanje i uticaj enzimske hidrolize na sadrzaj toksi¢nih epitopa glutena na ovom
realnom supstratu. Komercijalno pseni¢no brasno koje je koris¢eno u sebi sadrzi oko 9% proteina,
dok ostatak ¢ine ugljeni hidrati, narocito skrob, masti, pepeo. S obzirom na sastav brasna, kao poseban
izazov istice se uticaj polisaharidnih komponenti, s obzirom da su prisutne u najve¢em procentu, na
tok enzimske hidrolize proteina. Enzimska hidroliza nativnog glutena proteazama pri blagim
uslovima, je dovela do povecanja rastvorljivosti ovih proteina pri neutralnim pH vrednostima
(Elmalimadi, et al., 2017a). Takode, i druga funkcionalna svojstva ovih proteina su izmenjena, kao
Sto su penjenje 1 moguénost formiranja stabilnih emulzija. IstraZivanje koje se odnosi na uticaj
prisustva veceg sadrzaja ugljenih hidrata na tok hidrolize i rezultati tih eksperimenata bic¢e dati u
daljem tekstu.

PSeni¢no braSno, sirovo, je podvrgnuto procesu enzimske hidrolize na 60 °C sa enzimom
Alkalazom, pri ¢emu je odnos enzima i supStrata, ta¢nije enzima i proteina/glutena zadrzan na 5% pri
svim uslovima. Koncentracija supstrata je varirana. Eksperimentalni rezultati koji se odnose na profil
i stepen enzimske hidrolize proteina sirovog pSeni¢nog brasna u funkciji vremena reakcije, fitovani
su prethodno opisanim matematickim kineti¢kim modelom (Jovanovic, et al., 2016a).

Postignuti stepeni hidrolize (Slika 9.4.3a) za 5, 10 15 i 20% (w/w) suspenziju sirovog
pSeni¢nog brasna su 20,51 + 0,37%, 21,57 + 0,32%, 23,49 = 0,64% i 18,41 £0,73%, respektivno. Na
osnovu ovih podataka mozemo zakljuciti da je pSeni¢no brasno, bez uklanjanja skrobnih materija 1
masti, podloZzno enzimskoj hidrolizi enzimom Alkalazom. Pove¢anjem koncentracije supstrata u
sistemu postignuti su visi stepeni hidrolize, sve do onog momenta kada je viskoznost sistema postala
prevelika. Drugim re€ima, najveci stepen hidrolize postignut je pri koncentraciji supstrata od 15%
(W/w). Vazno je ista¢i da je smanjenjem sadrzaja dostupne vode u sistemu efekat hidrolize unapreden.
Ovo znac¢i da sa stanoviSta potencijalne industrijske izvodljivosti, koncentrovaniji sistem, tacnije
suspenzija, bi mogla biti koriS¢ena u cilju proizvodnje hidrolizata smanjene alergenosti 1 unapredenih
tehnolosko-funkcionalnih svojstava. Enzimska hidroliza sirovog pseni¢nog glutena Alkalazom, pri
istom sadrzaju proteina (1,5% (w/w)), dostigla je 22,34 + 0,49%. Ovo upucuje na to da je hidroliza
proteina sirovog brasna izvodena pri 15% sadrzaja suve materije, dok je u slucaju sirovog glutena to
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iznosilo svega 2%. S druge strane, hidrolizom proteina sirovog pSeni¢nog brasna postignuta je
statisticki ekvivalentna vrednost stepena hidrolize onom koji je postignut prilikom hidrolize sirovog
glutena (model proteina) tokom svih vremena reakcije (0-195 min). Razlike u stepenima hidrolize
izmedu uzoraka razli¢itih sadrzaja suve materije, postale su o¢igledne nakon 60 min. Hart i saradnici
(Hardt, Boom, & van der Goot, 2015) su u svojim istrazivanjima dosli do istih zakljucaka, pri ¢emu
je eksperimentalna postavka podrazumevala sadrzaj suve materije od 40%, Sto je 2,5 puta veci sadrzaj
nego u eksperimentima u ovoj disertaciji, dok je stepen hidrolize bio ve¢i za 5% upotrebom poznatog
enzima Flevorzima (Flavourzyme®), endo- i egzopeptidaze. Razlike u rezultatima mogu se pripisati
razli¢itim tipovima brasna kori$¢enih u eksperimentalnom radu. Naime, Ibis pSeni¢no brasno koje su
koristili Hart i saradnici sadrzalo je 12,6 + 0,4% proteina, 3% proteina vise od brasna kori§¢enog za
potrebe ove disertacije. Suspenzija brasna od 20% (w/w) je nakon postupka hidrolize rezultovala u
veoma viskoznom hidrolizatu iz kog nije bilo moguce izdvojiti dovoljno supernatanta za bilo koju od
daljih planiranih analiza, stoga je ovaj uzorak eliminisan iz daljeg rada. U daljem istrazivanju
pripremljena je nova 15% (w/w) suspenzija sirovog pseni¢nog brasna koja je podvrgnuta enzimskoj
hidrolizi Alkalazom, pri ¢emu su uzimani uzorci nakon 15, 30 i 45 min hidrolize kako bi se ispitao
uticaj duzine peptidnih lanaca na tehnolosko-funkcionalna svojstva. Postignuti stepeni hidrolize
nakon 15, 30 i 45 min su 8,50 + 0,53%, 13,09 + 0,72% i 15,69 + 0,85%, respektivno. Moze se
zakljuciti iz prilozenih rezultata da tokom ovih vremena trajanja hidrolize Alkalaza uspe$no zadrzava
svoju sposobnost da deluje na peptidne lance, uprkos visokoj koncentraciji suve materije. Generalno
mozemo pretpostaviti da skrobne granule ometaju agregaciju proteina glutena, ¢ime olakSavaju
postupak enzimske hidrolize, do 15% sadrzaja suve materije u suspenziji, Sto odgovara priblizno 21
gramu ugljenih hidrata. Proizvedeni hidrolizati pSeni¢nog brasna su potom dalje analizirani u pogledu
strukturnih, funkcionalnih, antioksidativnih 1 alergenih svojstava. Uzimaju¢i u obzir da su
pripremljeni hidrolizati zapravo smese razlicitih polipetidnih lanaca (di-, tri- i oligopeptida), mozemo
re¢i da je duzina peptidnog lanca u srazmeri sa srednjom molekulskom masom peptida u
hidrolizatima. Stoga je analizirana srednja duzina peptidnih lanaca (APCL) i uocen je opadajuci trend
tokom procesa hidrolize (Slika 9.4.3b).
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Slika 9.4.3. @) Profili i stepeni hidrolize (DH, %) pSenicnog brasna u funkciji vremena
hidrolize i b) promena srednje duzine peptidnih lanaca (APCL) tokom hidrolize. Reakcioni uslovi
hidrolize: enzim Alkalaza, pH 8,0, T 60 °C, koncentracija supstrata 5,0-20,0%, E/S odnos 5%.

Ovakvo smanjenje duzine peptidnih lanaca pogoduje budu¢im primenama dobijenih
hidrolizata u sistemima i formulacijama proizvoda za osobe obolele od celijacne bolesti, osobe koje
su osetljive na gluten i njegove proteine nakon dospevanja u tanko crevo (lamina propria). Nakon 15
min enzimske hidrolize, procenjena duzina peptidnih lanaca bila je u opsegu 10-16. Nakon 190 min
hidrolize Alkalazom, srednja duzina peptidnih lanaca hidrolizata proteina brasna imala je vrednost u
opsegu 5,43-4,25 ostataka po lancu. Medutim, hidrolizati brasna sa analognim srednjim duzinama
peptidnih lanaca mogu imati znacajno razlicit raspored molekulskih masa peptida. Ipak, ovi podaci

57



daju nadu s obzirom da je poznato da peptidni lanci koji se sastoje od manje od 9 aminokiselina se
smatraju bezbednim za osobe osetljive na gluten i osobe obolele od celijacne bolesti (Sollid, Qiao,
Anderson, Gianfrani, & Koning, 2012). Alergenost ovih uzoraka je potom ispitana kompetitivnim
ELISA testom kako bi potvrdili dosadasnje rezultate. Raspored molekulskih masa se razlikuje izmedu
hidrolizata i usko je povezan sa duzinom peptidnih lanaca. Iako imaju sli¢ne vrednosti APCL, dobijeni
hidrolizati se mogu razlikovati u raspodeli srednje vrednosti molekulskih masa peptida. Na osnovu
propisa prema Codex Alimentarius (FAO, CODEX STAN 118-1979 (2008), 2015) sva hrana koja u
sebi sadrzi gluten moze se smatrati bezglutenskom ukoliko sadrzi manje od 20 mg glutena po 1 kg,
odredeno propisanim metodama. Sadrzaj glutena je odreden u netretiranom sirovom brasnu kao i u
hidrolizatima pSeni¢nog brasnsa. Kompetitivni ELISA test je manje podlozan eksperimentalnim
greskama u poredenju sa sendvi¢ ELISOM, s obzirom da je za reakciju potrebno samo jedno vezujuce
mesto na antigenu za razliku od drugog testa gde su potrebna dva vezujué¢a mesta da stupe u reakciju,
Sto smanjuje osetljivost analize. Ovaj oblik testa je brzi, fleksibilniji, robusniji i ima visok stepen
ponovljivosti rezultata u poredenju sa sendvic ELISA testom. Takode, upotrebom kompetitivnog
ELISA testa nije potrebno naknadno obradivati uzorak, stoga sirovi i uzorci koji u sebi sadrze
necistoce se mogu koristiti. Glavni nedostatak ove metode ogleda se u riziku od kros-reaktivnosti i
nespecifi¢nog vezivanja, koje se smanjuje upotrebom primarnih monoklonskih antitela poreklom iz
razli¢itih vrsta (Aydin, 2015).

Primenom enzimskog tretmana sirovo pSeni¢no brasno je obradeno na nacin na koji je
smanjen ukupan sadrzaj glutena do nivoa koji je prihvatljiv po internacionalnim standardima. Sadrzaj
glutena u sirovom brasnu je odreden i iznosi 161,80 + 2,0 ppm, $to nedvosmisleno prevazilazi
propisani nivo sadrzaja glutena koji se moze smatrati bezbednim za upotrebu u prehrambenim
proizvodima za osobe osetljive na gluten. Izmereni sadrzaj glutena u hidrolizatima brasna (u daljem
tekstu HB) znacajno je smanjen u odnosu na polaznu sirovinu. SadrZzaj glutena zabelezen za uzorak
HB 5,0% (w/w) je 43,80 £ 4,0 ppm, za HB 10,0% (w/w) 28,48 + 2,4 ppm i za HB 15,0% (w/w) samo
9,42 + 1,5 ppm. Primenom Alkalaze za hidrolizu sirovog pSeni¢nog brasna postignuto je
zadovoljavajuée smanjenje sadrzaja glutena u hidrolizatima. Sva tri proizvedena hidrolizata bi se
potencijalno mogla smatrati bezbednim za dalju primenu u prehrambenim proizvodima i drugim
formulacijama. Hidrolizati brasna 5,0% (w/w) i 10,0% (w/w) se na osnovu vrednosti sadrZaja glutena
mogu svrstati u proizvode sa smanjenim sadrzajem glutena, ali se ne mogu voditi kao bezglutenski s
obzirom na to da vrednost sadrZaja glutena upada u opseg vrednosti 20—100 mg/kg. Medutim, HB
15% (w/w) sa sadrzajem glutena od 9,42 + 1,5 ppm se potencijalno mozZe smatrati bezglutenskim
proizvodom Koji bi bio bezbedan za primenu u prehrambenim proizvodima i drugim formulacijama.
Ovi rezultati pokazuju da je prisustvo ugljenih hidrata imalo pozitivan uticaj na smanjenje sadrzaja
alergenih epitopa. Naime, pove¢anjem koli¢ine skrobnih materija i smanjenjem sadrzaja dostupne
vode postignuto je znacajno smanjenje sadrzaja alergenih epitopa. Ovim postupkom su proteini
glutena uspeSno modifikovani tako da su im funkcionalna svojsta o€uvana ili ¢ak unapredena.

9.4.3. Hidroliza Pronazom

Sirovi p3eni¢ni gluten je hidrolizovan i enzimom Pronaza (na engl. Pronase®) u cilju
ispitivanja moguc¢nosti primene jo$ jednog nespecifi¢nog enzima, poreklom iz Streptomyces griseus.
Proizvoda¢ ovog enzima je isti okarakterisao tako da je namenjen samo za dijagnosti¢ke svrhe, i nije
naznaceno da ima dozvolu za primenu u sistemima namenjenim za ljudsku ishranu. Stoga, ovaj deo
doktorske disertacije predstavlja u nekom pogledu eksperimentalno-teorijski deo, koji se bavi
potencijalnom primenom ovog enzima i njegovim uticajem na strukturu proteina glutena. Primenom
uslova opisanim u poglavlju 7.2.9 enzim Pronaza je pokazao odredeni afinitet prema proteinskim
frakcijama glutena. Unosom 1mg ovog enzima postignut je stepen hidrolize od 4,23% (P1), 2 mg je
rezultovalo u nesto visem stepenu hidrolize od 5,48% (P2), 4 mg u 8,85% (P4), dok je najvisi stepen
hidrolize postignut primenom 10 mg ovog enzima, 12,50% (P10). Sa povecanjem unete koli¢ine
enzima postepeno je doslo do porasta i stepena hidrolize. Promena prose¢ne duzine peptidnih lanaca
tokom hidrolize data je u prilogu (Slika P1). Svim uzorcima je nakon hidrolize izmerena i alergenost
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pomoc¢u ELISA testa, i uoCeno je da sa porastom stepena hidrolize dolazi do smanjenja sadrzaja
alergenih epitopa. Najvece smanjenje zabelezeno je kod uzorka sa postignutim najveéim stepenom
hidrolize (P10), koji je zadrzao 27,17% alergenosti u poredenju sa netretiranim glutenom. Uzorci P1,
P2 i P4 su zadrzali 58,21%, 87,03% i 42,32% pocetnih alergenih svojstava. Na Slici 9.4.4 prikazan
je tok enzimske hidrolize glutena pomocu Pronaze. S obzirom na to da je enzim pokazao odredeni
afinitet prema proteinima glutena, kao i odredenu efikasnost u pogledu smanjenja koli¢ine alergenih
epitopa, mozemo zakljuciti da ovaj enzim potencijalno moze biti interesantan u nekim budu¢im
istrazivanjima.
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Slika 9.4.4. Tok enzimske hidrolize glutena enzimom Pronaza.
9.5. Strukturne promene
9.5.1. Uticaj mikrotalasnog tretmana na strukturne promene glutena
9.5.1.1. FTIR analiza

Strukturne promene unutar model proteina glutena uzrokovane primenom mikrotalasnog i
toplotnog tretmana, ali i enzimske hidrolize su opisane u ovom delu disertacije. Promene u
sekundarnoj strukturi proteina koje se deSavaju usled uticaja mikrotalasnog zracenja na zitarice i
mahunarke se ogledaju u amid I regiji. Za mahunarke (crveno socivo, leblebije, grasak...) (Divekar,
et al., 2017) zabeleZzeno je da pod uticajem mikrotalasnog zracenja trpe odredene promene u
sekundarnoj strukturi proteina. Konkretno se znacajne razlike uo¢avaju u regiji 16001640 cm=, a u
kojoj se nalaze f-ploce, pri ¢emu se ta promena objasnjava ili raskidanjem vodoni¢nih veza ili u
popustanju strukture plo¢e. Za pSenicu je moguce naci u literaturi da izlaganjem pSeni¢nog braSna
mikrotalasnom zracenju dolazi do promena u strukturi i funkcionalnih svojstava glutena, pri cemu je
smanjena kohezivnost izmedu Cestica. Bitno je napomenuti da se sadrzaj proteina nakon izlaganja
mikrotalasnom zraCenju nije promenio (\Walde, Balaswamy, Velu, & Rao, 2002). Uticaj
kontrolisanog mikrotalasnog pretretmana na promene u sekundarnoj strukturi proteinskih frakcija
glutena i hidrolizatima analizirano je FTIR metodom, dato u prilogu (Slika P2). Dekonvolucijom
Amid | trake (Slike 9.5.1 i 9.5.2) kontrolnog uzorka glutena, mikrotalasno pretretiranog glutena i
mikrotalasno tretiranog glutena uz naknadnu enzimsku hidrolizu, moguce je ispitivanje glavnih
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elemenata sekundarne strukture proteina. Naime, ispitani su relativni intenziteti produzenih S-ploca
(1623-1641 cm™1), intermolekulskih g-plo¢a (1612 cm™2), a-heliksa (16481657 cm™?) i jezgara (2—
7 a-heliksa namotani zajedno; 1662—1686 cm™1). Relativni intenziteti ovih glavnih delova sekundarne
strukture proteina su sumirani u Tabeli 9.3. Sekundarna struktura uzoraka glutena i hidrolizata je
znaCajno promenjena kada je uzorak tretiran mikrotalasnim snagama u opsegu 200-800 W, u
poredenju sa uzorkom koji nije tretiran (kontrolni uzorak).

Primenom snage od 200 W, ukupan sadrzaj a-heliksa je smanjen, dok je sadrzaj S-ploca i
jezgara povecavan tokom vremena. Sa povecanjem primenjene snage sa 200 na 800 W, doprinos a-
heliksa je znacajno izmenjen. Moze se naglasiti da su intermolekulske S-ploce i a-heliksi proteina
glutena, bez pretretmana i nakon mikrotalasnog pretretmana, pronadeni u unutrasnjosti polipetidnih
lanaca. Naborane f-ploce (na primer, -zavoji) nastali su usled reverzije polipetidnih lanaca samo
nakon mikrotalasnih tretmana sa 400, 600 i 800 W. Do proboja g-heliksa i naborane g-ploce je doslo
usled doprinosa mikrotalasnog zracenja u reaktorskom sistemu na formiranje disulfidnih veza, §to je
u saglasnosti sa rezultatima objas$njenim na 9.4.2a ili izo-peptidnim vezama (Mahroug, et al., 2019;
Xiang, Zou, Liu, & Ruan, 2020).

Sa druge strane, intenzitet traka zabelezenih u hidrolizatima nakon mikrotalasnog
pretretmana, pokazuje da je mikrotalasno zracenje doprinelo olakSanoj enzimskoj hidrolizi.
Smanjenje u ukupnom sadrzaju a-heliksa u sekundarnoj strukturi, upucuje na to da postoji drugacija
organizacija polipeptidnih veza u hidrolizatima mikrotalasno pretretiranih uzoraka glutena, pogotovo
nakon primena snaga od 200 W 1 400 W. Na osnovu ovih opaZanja, mozemo re¢i da je kombinacija
mikrotalasnog pretretmana i enzimske hidrolize Alkalazom dovela do isticanja intermolekulskih
reakcija, stoga je izraZena strukturna reorganizacija o-heliksa u jezgra (28,0% i 31,3% za 200 i 400
W, respektivno), i izmenjen ukupni relativni sadrzaj boc¢nih lanaca (58,3% za 200 W). Struktura
naborane f-plo¢a je znacajno izmenjena nakon sinergistickog uticaja mikrotalasnog pretretmana i
hidrolize Alkalazom, $§to ukazuje na to da su delimi¢no hidrolizovani polipetidni lanci formirali
stabilnije strukture, koje mogu biti klju¢ne za dalja tehno-funkcionalna svojstva i alergenost. Dalje,
glavne apsorpcione trake proteina pojavljuju se usled priustva vibracija istezanja C=0O grupe (<1645
cm™1) amid | trake i N—H vibracije savijanja u ravni (1545 cm™) amid Il trake (Pearce & Kinsella,
1979; Stefanovi¢, et al., 2018). Primetne promene u spektru hidrolizata glutena su opaZene u regiji
Amidnih traka I i IT (=1700-1200 cm™). Netretirani uzorak glutena pokazuje ostru traku na ~1633
cm! (Slika P3, koja menja svoj oblik kao $to je prikazano u Slika P4), gde su svi hidrolizati pokazali
traku na ~1590 cm™, koja je pretpostavlja se rezultat strukturnih promena u sekundarnoj strukuturi
proteina. Apsorpcioni pikovi u opsegu talasnih duzina 3100-3500 cm™ (Amid A), koji se pripisuju
N-H i O—H vibracijama hidroksilnih grupa, su promenili svoj oblik i intenzitet nakon mikrotalasnog
pretretmana usled interakcija OH vibracija molekula vode i N-H istezanja prouzrokovanog
enzimskom hidrolizom proteina glutena. Primenjeni mikrotalasni tretman je doveo do promena u
intenzitetu zateznih vibracija C—Hz, C—H i =C—H veza na talasnim duZinama 1450, 1456, 2933 1 3060
cm?, koje mogu biti povezane hidrofobnim interakcijama i promenama u konformaciji molekula
usled dejstva elektromagnetnih talasa.

U poredenju sa kontrolnom hidrolizom, zabeleZene su izraZenije apsorpcione trake kod svih
hidrolizata proteina glutena sa mikrotalasnim pretretmanom u opsegu talasnih duzina 1300-1700
cm™?, koje odgovaraju Amid I i Amid II regijama. Ovo ukazuje na to da je doslo do strukturnih
promena unutar amidnih veza. Ovo se prvenstveno ogleda u gubitku pikova na 1516 cm! u poredenju
sa kontrolnom hidrolizom bez pretretmana. Medutim, dodatno povecanje intenziteta pika na 1651
cm? je opazeno kod svih hidrolizata dobijenih sa mikrotalasnim pretretmanom, u poredenju sa
kontrolom. Porast u intenzitetu pika je potvrda o postojanju odredene koliCine a-jezgra unutar
strukture hidrolizata. Neophodno je istaéi da je u Amid VI regiji na 560 cm™ zabeleZeno smanjenje
intenziteta traka kod svih hidrolizata glutena, kao i promene kod samo mikrotalasno pretretiranog
glutena u poredenju sa kontrolnim netretiranim uzorkom glutena. Vibracije S—S veza se detektuju na
ovoj talasnoj duzini, stoga mozemo potvrditi da je mikrotalasni pretretman zaista doveo do promena
u broju disulfidnih veza. Ovo opazanje daje potvrdu prethodnoj tvrdnji da mikrotalasni pretretman
deluje u vidu povecanja/smanjenja sadrzaja sulthidrilnih grupa u molekulima proteina glutena.
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Slika 9.5.1. Dekonvolucija pika amid | regije (1,700—1,600 cm™?1) proteina glutena u FTIR
spektru a) bez pretretmana i sa pretretmanom mikrotalasima snage b) 200 W, c) 400 W, d) 600 W i
e) 800 W pomocu funkcija ,, Peak and Baseline * (podesavanje bazne linije, dekonvolucija, drugi izvod
I metoda fitovanja podataka po Gausu) u programu OriginPro Lab 9.0.
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Slika 9.5.2. Dekonvolucija pika amid I regije (1,700—1,600 cm™2) hidrolizata proteina glutena
u FTIR spektru a) bez pretretmana i sa pretretmanom mikrotalasima snage b) 200 W, c) 400 W, d)
600 Wie) 800 W pomocu funkcija ,, Peak and Baseline* (podesavanje bazne linije, dekonvolucija,
drugi izvod i metoda fitovanja podataka po Gausu) u programu OriginPro Lab 9.0.
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Tabela 9.3. Sadrzaj (%) sekundarne strukture u mikrotalasno tretiranim uzorcima i u

hidrolizazima mikrotalasno tretiranih uzoraka (Alkalaza, pH 8,0, T 60°C).

Sadrzaj (%) sekundarne strukture u mikrotalasno tretiranim

Sekundarna struktura uzorcima
Bez tretmana 200 W 400 W 600 W 800 W
a-heliks 38,9% 16,6% 17,3% 25,6% 26,2%
Nasumiéna jezgra n.o. n.o. 0,49% n.o. n.o.
S-ploca (naborana) 1,03% 13,7% 78,8% 74,4% 73,8%
S-ploca (intermolekularna) 56,8% 57,7% n.o. n.o. n.o.
Jezgra 3,36% 11,9% 3,04% n.o. n.o.
Sadrzaj (%) sekundarne strukture u hidrolizazima
Sekundarna struktura mikrotalasno tretiranih uzoraka
Bez tretmana 200 W 400 W 600 W 800 W
a-heliks 41,9% n.o. n.o. 1,77% 2,80%
S-ploca (naborana) 3,77% 13,7% 13,8% 14,8% 14,1%
Jezgra n.o. 28,0% 31,3% 26,6% 26,0%
Bo¢ni lanci 54,3% 58,3% 54,9% 56,8% 57,2%

*Nn.0. — nije odredeno

9.5.1.2. SDS-PAGE elektroforeza

Uzorci proteina glutena koji nisu tretirani i/ili hidrolizovani, mikrotalasno pretretirani i
mikrotalasno pretretirani i potom hidrolizovani su analizirani pomoc¢u SDS-PAGE elektroforeze kako
bi se ispitalo da li je doslo do denaturacije ili agregacije molekula proteina (Slika 9.5.3). Rezultati
SDS-PAGE elektroforeze (Slika 9.5.3a) pokazuju da proteini frakcija gliadina i glutenina nakon
mikrotalasnog tretmana (200—800W) nisu podlegli zna¢ajnim promenama $to se vidi iz prilozenih
elektroforetksih profila. U poredenju sa netretiranim kontrolnim glutenom, nije zabeleZena pojava
nestanka i formiranja novih traka, dakle broj proteinskih traka je ostao isti. Ovaj elektroforetski profil
mikrotalasno tretiranih uzoraka glutena pokazao je da uticaj mikrotalasa nije imao efekta na primarnu
strukturu proteina, stoga mikrotalasni tretman sa kontrolisanom temperaturom nije imao uticaj u vidu
hidrolize proteinskih frakcija glutena ¢ak i pri visokim temperaturama. Ovi rezultati su u skladu sa
literaturno dostupnim podacima, u kojima se navodi da elektromagnetno zracenje dobijeno dejstvom
mikrotalasne pe¢nice ne moze modifikovati primarnu strukturu proteina, s obzirom na to da je
energija hemijskih veza superiornija od kvantne energije mikrotalasa (Mahroug, et al., 2019; Han,
Cal, Cheng, & Sun, 2018). SDS-PAGE elektroforeza je pokazala znacajne razlike u profilima izmedu
dva ispitana hidrolizata, netretiranog hidrolizata glutena i mikrotalasno tretiranog hidrolizata glutena
(Slika 9.5.3b). Potpuno odsustvo frakcija proteina sa molekulskim masama veéim od 45 kDa, nakon
postupka enzimske hidrolize, je opazeno u oba slucaja. Medutim, razlika u detektovanim frakcijama
proteina je zabelezena u slu¢aju molekulskih masa manjih od 50 kDa. Za mikrotalasno pretretirani
(200 W) hidrolizat glutena uoceno je potpuno odsustvo frakcija gliadina i glutenina u opsegu
molekulskih masa 25-50 kDa. Odsustvo frakcija koje po elektroforetskom profilu odgovaraju LMW-
GS i w-1,2-gliadinima (32-39 i 39-44 kDa, respektivno) i a/f-gliadinima (31-35 i 28-35 kDa,
respektivno) se moZe pripisati uticaju mikrotalasnog pretretmana na frakcije gliadina 1 glutenina. S
obzirom na to da kontrolni hidrolizat glutena nije proSao nikakav toplotni tretman pre enzimske
hidrolize, osim standardnog postupka ekvilibracije na 60 °C, o¢igledno je da je brza i kratka primena
mikrotalasne snage od 200 W bila dovoljna da indukuje promene u frakcijama proteina glutena, ¢ineci
ih dostupnijim enzimu. Istrazivanje sprovedeno od strane Singa i Mekricija (Singh, MacRitchie)
(Singh & MacRitchie, 2004) je pokazalo da se polimerizacija glutenina desava pri temperaturama
ispod 100 °C, dok gliadini polimerizuju pri viS§im temperaturama. Kompetitivni ELISA test je
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nagovestio da mikrotalasni tretman pSeni¢nog glutena smanjuje koli¢inu detektovanog glutena do
odredenog nivoa, $to je u saglasnosti sa literaturnim podacima (\Wang & Damodaran, 1990).
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Slika 9.5.3. SDS-PAGE profili proteinskih frakcija glutena, mikrotalasno tretirani gluten pri
razlicitim snagama mikrotalasa (200-800 W), kontrolna hidroliza glutena i mikrotalasno pretretirani
hidrolizat glutena (200W). (a) Traka: I— standard proteina, [I-—MT 200 W, 11I—MT 400 W, IV—MT
600 W, V—MT 800 W, VI—Gluten, VII— GK, VIII—MTH 200 W, IX—Gluten, X— standard proteina;
(b) Traka: I— standard proteina, 11—Gluten, 11I—GK, IV—GK — 45 min, V— GK — 90 min, VI— GK
— 135 min, VII-GHMT , VIII— GHMT — 45 min, IX— GHMT - 90 min, X— GHMT — 135 min.

9.5.1.3. Agregacione karakteristike proteinskih frakcija glutena

Raspodela veli¢ina Cestica i zeta potencijal hidrolizata mikrotalasno pretretiranog glutena i
kontrolnog uzorka su odredeni kako bi se dodatno ispitao uticaj mikrotalasa na strukturu proteina
glutena. Uoceno je da se u slucaju oba hidrolizata veli¢ine ¢estica kre¢u u opsegu veli¢ina 100—1 000
nm. Na Slici 9.5.4a,b se moze uociti trend smanjenja veli¢ina Cestica sa poveéanjem stepena
hidrolize. Najzastupljenije su Cestice u opsegu velicina 100—700 nm, dok sa povecanjem stepena
hidrolize dolazi do smanjenja prisutnih Cestica u opsegu veli¢ina 1 000—10 000 nm. lako prisutne,
Cestice tako velikih dimenzija uprkos tome zauzimaju veliki deo zapremine. Moze se uociti razlika u
intenzitetu izmedu izmerenih frakcija oba hidrolizata. Srednje vrednosti veli¢ine i koeficijenti
raspodele dati su u Tabeli 9.4. Vrednosti zeta potencijala koje su merene kao apsolutne vrednosti
(mV) date su na Slici 9.5.5.

a) b)
20 —akes D —chwras
18 ——GK 90 18 —— GHMT 90
| —GK 135 7| —GHMT 135
——GCK —— GHMT
16 16
14 14
£ 121 R 12
g 10- 2 104
N c
& 8- S 3
£ e
6 6
4 4
2 24
0 T T T T 0 T T T T T A T
1 10 100 1000 10000 1 10 100 1000 10000
Veli¢ina (d.nm) Veli¢ina (d.nm)

Slika 9.5.4. Raspodela veli¢ina cestica hidrolizata glutena a) netretirani (GK, kontrolna
hidroliza) i b) mikrotalasno pretretirani hidrolizat glutena (GHMT); Alkalaza, pH 8,0, T 60°C.
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Trend izmerenih vrednosti zeta potencijala se razlikuju kod mikrotalasno pretretiranog
hidrolizata u odnosu na kontrolnu hidrolizu. Sa porastom vremena i stepena hidrolize postepeno
dolazi do povecanja apsolutne vrednosti zeta potencijala, pri ¢emu krajnji mikrotalasno pretretirani
hidrolizat pokazuje najvecu vrednost, -31,03 £ 2,18 mV. Ova vrednost je statisticki znacajno razlicita
od ostalih (p <0,05). Zabelezene vrednosti Z-potencijala ukazuju na to da oba hidrolizata imaju dobru
fizicki stabilnost i da ne postoji velika mogucnost formiranja agregata. Na osnovu premerenih
vrednosti mozemo zakljuciti da mikrotalasni tretman daje doprinos u pogledu stabilnosti rastvora
hidrolizovanih proteina.

Uzorak

[ T I T T T I T I T T T T T 1
-35 -30 -25 -20 -15 -10 -5 0
ZP (mV)

Slika 9.5.5. Zeta potencijal (mV) hidrolizata glutena a) netretirani (GK, kontrolna hidroliza)
i b) mikrotalasno pretretirani hidrolizat glutena (GHMT); Alkalaza, pH 8,0, T 60°C.

Tabela 9.4. Srednje vrednosti velicine i polidisperzni indeks (netretirani i mikrotalasno
pretretirani, Alkalaza, pH 8,0, T 60°C). Rezultati su izrazeni kao srednja vrednost + standardna
devijacija (n=3).

Uzorak Srednja Z-vrednost Pdl

GK 45 299,27 + 6,23 0,52 +0,02
GK 90 195,83 + 1,30 0,46 + 0,01
GK 135 156,80 + 5,72 0,37 + 0,07
GK 221,67 +£23,08 0,35+0,03

GHMT 45 283,40 +£1397 0,49%0,17
GHMT 90 270,60+12,84 0,41+0,05
GHMT 135 113,93+ 15,71 0,51 +0,10
GHMT 234,43 £ 3,49 0,44 +0,03
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9.5.1.4. RP-HPLC hromatogrami hidrolizata glutena

Primenom reverzno-fazne te¢ne hromatografije pod visokim pritiskom su dodatno ispitane
razlike u hemijskom sastavu i profilu peptida i polipeptida izmedu krajnjih hidrolizata glutena,
netretiranog i mikrotalasno pretretiranog (200 W) hidrolizata. Na osnovu hromatograma prikazanih
na Slici 9.5.6 mozemo uoditi nekoliko razlika u hromatografskim profilima ispitivanih hidrolizata.
Ocigledno je da je enzim Alkalaza razliito delovao na netretirani i mikrotalasno pretretirani gluten.
Sa hromatograma se vide promene u delovanju enzima na polarnije peptidne sekvence glutena, dok
se sa daljim smanjenjem polarnosti uo¢ava odsustvo pikova kod netretiranog glutena. Naime, u
slu¢aju mikrotalasno pretretiranog glutena dolazi do pojave vise sitnih pikova, dok se nasuprot tome
kod netretiranog hidrolizata uocava prisustvo aglomerata. Na osnovu ovih hromatograma mozemo
pretpostaviti da je mikrotalasni pretretman imao uticaj na peptidne frakcije glutena, pri ¢emu je doslo
do promene u sekundarnoj strukturi proteina, ¢ime je enzimu omogucen drugaciji pristup eptiopima,
a samim tim i omoguceno lakse raskidanje veza. Razlike u hromatogramima su u skladu sa prethodno
prikazanim rezultatima SDS-PAGE elektroforeze, gde su takode uo¢ene promene i razlike izmedu
uzoraka u HMW i LMW regijama.
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Slika 9.5.6. RP-HPLC hromatografski profili netretiranog i mikrotalasno pretretiranog
(200W) hidrolizata glutena.

9.5.2. Uticaj delovanja proteolitickih enzima na strukturne promene proteina glutena
prilikom hidrolize komercijalnog pSeni¢nog brasna

9.5.2.1. FTIR analiza

FTIR analiza je koriS¢ena kako bi se ispitale promene u sekundarnoj strukturi proteina
pSeni¢nog brasna uzrokovane enzimskom hidrolizom. Kako bi se potvrdile nastale promene u
konformaciji i strukturi proteina iz pSeni¢nog brasna pre i nakon enzimskog tretmana meren je
infracrveni spektar u regiji 4000-400 cm™t, Trake u infracrvenoj regiji (IR) 3500-3000 cm™ su
povezane sa O-H i N-H istezanja, dok istezanja u regiji 3000-2800 cm™* vode poreklo od C-H veza
(Coates, 2000). Prevashodno, analizirani su hidrolizati u kojima je hidroliza izvedena do kraja, 195
min, medutim kod uzorka koji je imao koncentraciju supstrata 15% (hidrolizata koji je dao najveci
stepen hidrolize i najve¢u promenu alergenosti) analiziran je i uticaj vremena delovanja enzima na
strukturna svojstva. Konkretno, pracena je promena strukture, i tom prilikom potvrdena je velika
specificnost endopeptidaze Alkalaze prema pSeni¢nom brasnu kao proteinskom supstratu. Zabelezene
su znacajne promene u strukturi u oblastima amidnih regija I i II, pri ¢emu su ocigledne promene
nakon samo 15 min hidrolize. Produzenim delovanjem enzima, ove promene su postale izrazenije. U
amid | regiji (1700-1600 cm™?, Slika 9.5.7a) koja je prisutna usled C=0 istezanja u proteinima,
primecene su znacajne promene nakon enzimske hidrolize u svim analiziranim uzorcima hidrolizata,
i to u vidu smanjenja intenziteta traka i pojavom novih pikova manjeg intenziteta. Primetne promene
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su zabelezene u amid II regiji (1480-1575 cm™, Slika 9.5.7b) usled N-H savijanja u ravni i C-N
istezanja (Garidel & Schott, 2006), takode u uzorcima svih analiziranih hidrolizata u poredenju sa
netretiranim pSeni¢nim brasnom.
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Slika 9.5.7. FTIR spektar a) amid I regije (1700-1600 cm™1) i b) amid 11 (1700-1600 cm™ 1) i
amid 1l regije (1480-1575 cm™Y) sirovog brasna (B) i hidrolizata brasna (HB)(Reakcioni uslovi
enzimske hidrolize: koncentracija supstrata 5-15%, enzim Alkalaza, E/S odnos 5%, pH 8, T 60°C).

Dobijeni rezultati su u saglasnosti sa rezultatima drugih istrazivackih grupa, ¢ime je dodatno
potvrdena promena u sekundarnoj strukturi proteina brasna nakon enzimske hidrolize 1 drugim
enzimima (Cui, Zhao, Zhao, & Chai, 2011; Mohan Kumar, Sarabhai, & Prabhasankar, 2019).
Dekonvolucijom snimljenih oblasti spektra svih uzoraka (Slike 9.5.8 i 9.5.9) odreden je udeo
sekundarnih struktura proteina glutena unutar amid I regije. Sekundarne strukture koje su analizirane
su: produzena f-ploga (1623-1641 cm™?), a-heliks (1648-1657 cm™) i jezgra (2-7 a-heliksa
namotani zajedno; 1662-1686 cm™). Ovi rezultati prikazani su u Tabeli 9.5. Sekundarna struktura
hidrolizata brasna promenjena je znac¢ajno nakon enzimskog tretmana. Ukupan sadrzaj a-heliksa je
smanjen, dok je tokom vremena postepeno povecavana koliCina prisutnih f-ploca i nasumi¢nih
jezgara (15-45 min hidrolize za uzorak HB 15,0% (w/w)). a-heliksi su se strukturno reorganizovali u
jezgra (65,11%) u slu¢aju HB 10,0% (w/w). 1z Tabele 9.5 mozZe se videti da je doslo do reorganizacije
sekundarne strukture u tretiranim uzorcima, tacnije sa pove¢anjem sadrZaja prisutne suve materije sa
5,0 na 15,0% smanjen je sadrZaj jezgara (%) 1 povecan je sadrzaj izduzenih S-ploca.

Tabela 9.5. Sadrzaj sekundarne strukture (%) proteina sirovog brasna i hidrolizata proteina
brasna (Alkalaza, pH 8,0, T 60°C).

Sadrzaj sekundarne strukture (%)

Uzorak -

[S-ploca (produzena) a-heliks Jezgra
Brasno 23,58 76,42 0,00
HB 5% (w/w) 30,20 5,83 64,00
HB 10% (w/w) 26,50 8,40 65,11
HB 15% (w/w) 39,50 17,20 43,27
HB 15% (w/w) - 15 min 26,60 30,00 43,40
HB 15% (w/w) - 30 min 18,83 33,15 48,02
HB 15% (w/w) - 45 min 22,50 30,20 47,29
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Slika 9.5.8. Dekonvolucija spektra amid | trake (1,700-1,600 cm™!) FTIR spektra proteina
glutena poreklom iz brasna (B) i hidrolizata proteina brasna (HB): a) sirovo brasno (kontrola), b)
HB 5% (w/w), ¢) HB 10% (w/w), d) HB 15% (w/w).
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Slika 9.5.9. Dekonvolucija spektra amid | trake (1,700-1,600 cm™!) FTIR spektra proteina
glutena poreklom iz hidrolizata proteina brasna (HB): a) HB 15% (w/w) — 15 min, b) HB 15% (w/w)
— 30 min, ¢) HB 15% (w/w) — 45 min, d) HB 15% (w/w).

9.5.2.2. SDS-PAGE elektroforeza

Kako bismo utvrdili promene u strukturi proteinskih frakcija glutena i kakav uticaj ima
Alkalaza na njihovu razgradnju, uradena je SDS-PAGE elektroforeza sirovog braSna 1 hidrolizata
brasna. Podaci o promeni u molekulskim masama prikazani su na Slici 9.5.10. Traka | prikazuje profil
sirovog glutena, trake I1 1 I1I prikazuju molekulske mase standarda, a traka I'V sirovo pSeni¢no braSno.
Trake V-X predstavljaju hidrolizate brasna. U poredenju sa sirovim bragnom i glutenom, molekulske
mase svih hidrolizata smanjene su na najvise 40 kDa. Subjedinice glutenina x-HMW-GS (83-88 kDa)
I y-HMW-GS (67-74 kDa) i w5-gliadina (49-55 kDa) su uklonjene enzimskom hidrolizom. Svi
hidrolizati brasna, sa izuzetkom HB 5,0% (w/w), nemaju jasnu traku na 35 kDa. Svi hidrolizati su
imali veliki broj polipeptida molekulskih masa manjih od 25 kDa. Mozemo istac¢i da je u slu¢aju HB
15,0% (w/w) tokom procesa hidrolize (trake VIII, IX i X) sa povecanjem vrednosti stepena hidrolize
primetan nastanak sve veceg broja polipeptida molekulske mase manje od 25 kDa. U poredenju sa
trakama V i VI, traka VIl nema jasno prisutne linije u opsegu molekulskih masa 15-25 kDa. Takode,
zabelezen je slabiji intenzitet traka u opsegu 25-40 kDa kod trake VII.
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Slika 9.5.10. Elektroforetski profil proteinskih frakcija sirovog brasna i hidrolizata proteina
brasna. Traka I —gluten, 11 i 111 — standard proteina, IV — sirovo brasno, V —HB 5% (w/w), VI — HB

10% (wiw), VI — HB 15% (w/w), VI — HB 15% (w/w) — 15 min, IX — HB 15% (w/w) — 30 min, X —
HB 15% (w/w) — 45 min.

9.5.2.3. Agregacoione karakteristike hidrolizata proteina psenicnog brasna

Raspodela veli¢ina Cestica sirovog pSeni¢nog brasna i hidrolizata proteina brasna (Slika
9.5.11) daje nam uvid u efekat koji ima enzimski tretman na proteine glutena. Prilikom raspodele
veli¢ina Cestica sirovog pSeni¢nog brasna, najzastupljenije su cestice u opsegu veli¢ina 200—400 nm.
Enzimskom hidrolizom postignuta je efikasna promena veli¢ina, pri ¢emu je doSlo do pomeraja u
profilu raspodele istih i pojavi novih pikova (Slika 9.5.11a). U slu¢aju hidrolizata primecena je pojava
manjih Cestica, opsega velicine srednjeg precnika 10—100 nm. Takode, Cestice veli¢ina 100—-1000 nm
su zabelezene. Za hidrolizate HB 10% (w/w) i HB 15% (w/w) — 15 min, zabeleZena je pojava Cestica
velikih dimenzija srednjeg precnika, oko ~1000 nm. U profilu raspodele uzoraka hidrolizata
pSeni¢nog brasna, koncentracije 15% (W/w), uocljive su Cestice srednje veli¢ine pre¢nika 1000 do
10000 nm, ¢iji udeo iako mali u ukupnom profilu nije zanemarljiv. Vrednosti zeta potencijala i
polidisperznog indeksa, tj. mere uredenosti disperznih sistema, dati su u Tabeli 9.6. VVrednosti zeta
potencijala su takode zabelezene kao apsolutne vrednosti, u mV. Vece vrednosti Zeta potencijala
upucuju na vecu stabilnost ¢estica u vodenom rastvoru (Chen & Zhang, 2006). Za niske vrednosti
Zeta potencijala vezuje se osobina agregacije i loSa fizi¢ka stabilnost takvih disperznih sistema.
Rezultati zabelezeni za hidrolizate brasna pokazuju da hidrolizati imaju loSu fizi¢ku stabilnost i
formiraju nestabilne vodene sisteme (Slika 9.5.11b).
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Slika 9.5.11. a) Raspodela velicina cestica brasna (B) i hidrolizata proteina brasna (HB) i b)

Zeta potencijal brasna (B) i hidrolizata proteina brasna (HB). Reakcioni uslovi hidrolize: Alkalaza,
5% E/S, pH 8,0, 60°C).

Nedovoljno veliko naelektrisanje na povrsini dispergovanih Cestica sirovog brasna kao i
hidrolizata proteina brasna bi dovelo do agregacije Cestica. Za HB 5% (w/w) je zabelezena najveca
apsolutna vrednost naelektrisanja (-12,1 + 1,0 mV) medu hidrolizatima, i u poredenju sa netretiranim
brasnom (-13,3 £ 0,36 mV), nije zabelezena nikakva znacajna razlika (p > 0,05). Najznacajnija
promena u vrednosti Zeta potencijala zabeleZena je kod uzorka HB 15% (w/w) (0,187 + 0,34 mV) sa
vrednostima PdI 0,50. Mozemo zakljuciti da se postupkom enzimske hidrolize u slu¢aju prisustva
razli¢itog sadrzaja suve materije znacajno menja povrSinsko naelektrisanje u svim uzorcima U
poredenju sa sirovim p$eni¢nim brasnom. S obzirom da ni jedan od tretiranih uzoraka nije imao
apsolutno naelektrisanje ve¢e od 20 mV, mozemo zakljuciti da se rastvori ovih hidrolizata mogu
okarakterisati kao nestabilni.

Tabela 9.6. Srednji precnik cestica (d, nm) i koeficijenti raspodele (Pdl) hidrolizata proteina

brasna (Alkalaza, pH 8,0, T 60°C). Rezultati su izrazeni kao srednja vrednost = standardna devijacija
(n=3).

Uzorak d, nm Pdl
Brasno 1432,33 + 234,51 0,92 £ 0,09
HB 5% (w/w) 125,71 + 42,46 0,46 £0,11
HB 10% (w/w) 541,30 + 151,77 0,64 £ 0,08
HB 15% (w/w) 167,37+ 1,71 0,50 £ 0,00
HB 15% (w/w) — 15 min 234,77 £ 26,77 0,92 £ 0,08
HB 15% (w/w) — 30 min 144,97 + 5,56 0,48 £ 0,03
HB 15% (w/w) — 45 min 179,93 + 2,78 0,51+0,00

9.5.2.4. Profil peptida u hidrolizatima proteina brasna — RP-HPLC hromatografija

Hromatografski profili peptida pSeni¢nog brasna dobijenih hidrolizom pomocu Alkalaze su
prikazani na Slici 9.5.12. Istaknute razlike na hromatogramima daju blizi uvid u mehanizam
delovanja enzima na molekule proteinskih frakcija glutena iz brasna. Prisustvo skrobnih materija
oc¢igledno ima uticaj na sprecavanje formiranja glutenske mreze, ¢ime se direktno ometa formiranje
velikih proteinskih frakcija glutena, Sto olakSava pristup enzimu i sam postupak hidrolize.
Poredenjem hromatograma na Slici 9.5.12a najveca razlika se uo¢ava u manje polarnoj frakciji koja
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izlazi izmedu 45 i 50 min. Takode, veca koli¢ina skrobnih materija olak$ala je hidrolizu proteina
glutena, $to je u saglasnosti sa prethodno opisanim rezultatima koji se ti¢u ove serije eksperimenata.
Kod uzorka HB 5% (w/w) se primecuje prisustvo jednog velikog pika, dok se kod preostala dva
hidrolizata uocavaju dva manja pika. Razlika u pikovima izmedu ova tri uzorka direktno je u
korelaciji sa promenom hidrofobnosti proteinskih frakcija tokom postupka hidrolize. Medu uzorcima
HB 5-15 % (w/w) se tesko dalje mogu uoditi razlike, pri cemu je ovaj rezultat u skladu sa prethodno
dobijenim elektroforetskim profilima. U okviru uzorka HB 15 % (w/w) koji je pokazao najmanji
sadrzaj alergenih epitopa, detaljnije je ispitan uticaj prisutnog skroba na tok enzimske hidrolize. Na
osnovu hromatograma prikazanih na Slici 9.5.12b mozemo primetiti da endopeptidaza Alkalaza
deluje na molekule proteinskih frakcija glutena tako $to raskida veze izmedu aminokiselina u
peptidnim lancima i direktno uti¢e na polarnost nastalih polipeptida. S tim u vezi, sa povecanjem
vremena hidrolize, od petnaestog minuta pa na dalje, uocava se smanjenje intenziteta prisustva
polarnih polipeptida. Promenom polarnosti tokom vremena trajanja hidrolize i povecanjem
intenziteta u nepolarnoj regiji hromatograma mozemo pretpostaviti da zaista dolazi do raskidanja
veza izmedu aminokiselinskih parova na koje Alkalaza specifi¢no deluje. Ovakve promene su u
skladu sa promenama zabelezenim pomoc¢u FTIR spektara, pa se na osnovu dobijenih rezultata ovih
merenja moze reci da je doslo do promene u sekundarnoj strukturi proteina glutena u hidrolizatima
brasna. Delovanjem Alkalaze je uspesno izvrSena modifikacija proteina glutena, pri ¢emu je
zabeleZen ocigledan doprinos prisustva skrobnih materija tokom postupka hidrolize.

a) b)
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Slika 9.5.12. RP-HPLC hromatografski profili hidrolizata glutena iz brasna.
9.5.3. Strukturne promene u hidrolizatima glutena hidrolizovanih Pronazom
9.5.3.1. FTIR analiza

Dekonvolucijom izmerenih FTIR spektara blize je odredena sekundarna struktura dobijenih
hidrolizata glutena pomoéu Pronaze (Slika 9.5.13). U Amid I regiji (1700-1600 cm™?) su detaljnije
odredene prisutne sekundarne strukture (Tabela 9.7). Najvece razlike uocene su u promeni sadrzaja
fS-ploca, i to najveci procenat (21,17%) je prisutan kod hidrolizata sa najmanjom koncentracijom
primenjenog enzima. Intermolekulske p-ploce takode pokazuju razliku medu dobijenim
hidrolizatima, tako da je najveéi procenat zabelezen kod uzorka P2. Povecana koli¢ina
intramolekulskih S-ploc¢a i odsustvo f-ploc¢a kod uzorka P2 pokazuje da je Pronaza imala veci uticaj
na promenu koli¢ine f-plo€a u ovom uzorku. Najvecéa koli¢ina prisutnih a-heliksa zabelezena je u
uzorku P1, dok je u uzorku P10 zabeleZena ocCigledna reorganizacija nasumicénih jezgara u Korist a-
heliksa.
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Slika 9.5.13. Dekonvolucija spektra amid I trake (17001600 cm 1) FTIR spektra hidrolizata
proteina glutena dobijenih pomocu enzima Pronaza (50 °C, pH 8).

Tabela 9.7. Sadrzaj sekundarne strukture (%) hidrolizata glutena Pronazom.
SadrzZaj sekundarne strukture (%)

Sekundarna struktura o1 = 4 510
S-ploce (1605-1615 cm™) 21,17 n.o. 0,46 15,47
[S-ploce (intramolekulske**) (1615-1640 cm™) 26,76 44,44 41,80 26,30
Nasumic¢na jezgra*** (1640-1650 cm™) 0,80 20,02 33,54 452
a-heliks (1650-1660 cm™) 51,27 35,54 13,52 42,17
[S-zavoji (1675-1690 cm™?) n.o0.* n.o0.* 10,68 11,55

*Nn.0. — nije odredeno; ** paralelna i antiparalelna naborana f-ploca; ***zajedno umotane 2-6-a spirale.

9.5.3.2. SDS-PAGE elektroforeza

Primenom SDS-PAGE je detaljnije ispitano dejstvo Pronaze na gluten. Na osnovu
elektroforetskog profila (Slika 9.5.14) zabelezeno je da Pronaza efikasno hidrolizuje velike
proteinske subjedinice glutena, pri ¢emu je kod svih ispitanih hidrolizata zabelezeno potpuno
odsustvo proteinskih frakcija molekulskih masa vecih od 40 kDa. Hidroliza Pronazom od ~5% je bila
dovoljna da ukloni velike subjedinice glutena, ta¢nije da ih skrati na vise polipeptida manjih
molekulskih masa. Sa porastom koli¢ine primenjenog enzima primetno je smanjenje broja prisutnih
proteinskih frakcija. U slucaju sva 4 hidrolizata zabeleZeno je konstantno prisustvo frakcija 35—40
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kDa, koje odgovaraju LMW-GS i w-1,2-gliadinima (32-39 i 39-44 kDa, respektivno). Na osnovu
ovih elektroforetksih profila mozemo zakljuciti da Pronaza nije bila u potpunosti efikasna u
uklanjanju/degradaciji ponavljajucih alergenih epitopa (Tabela 3.2). Pronaza je bila efikasna u
uklanjanju frakcija x-HMW-GS (83-88 kDa), y-HMW-GS (67-74 kDa) i w5-gliadina (49-55 kDa).
Najefikasnijom se pokazala najveca koncentracija enzima, $to je u skladu sa postignutim stepenom
hidrolize kao 1 izmerenom vredno$¢u za alergenost. Pronaza nije imala znacajnije dejstvo na frakcije
proteina glutena manje od ~20 kDa. Poredenjem sa ostalim elektroforetskim profilima dobijenim
hidrolizom glutena i proteina brasna pomocu Alkalaze (Slika 8.5.3 1 Slika 8.5.10), pokazano je da
Pronaza ima dobar u¢inak u uklanjanju frakcija glutena 15-40 kDa, i to je najbolje pokazano kod
uzorka P10. U uzorku P10 zabelezeno je odsustvo navedenih frakcija, Sto je manje nego kod ostalih
uzoraka tretiranih ovim enzimom.
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Slika 9.5.14. Elektroforetski profil hidrolizata glutena enzimom Pronaza. S— standardi, G —
gluten, P 1-10 — hidrolizati Pronazom.

9.5.3.3. Agregacione karakteristike glutena nakon modifikacije Pronazom

Izmerena naelektrisanja hidrolizata glutena dobijenih pomoc¢u Pronaze prikazani su na Slici
9.5.15a. Najvecu apsolutnu vrednost naelektrisanja i najmanje odstupanje u vrednostima pokazao je
uzorak P10, -18,73 + 0,15 mV. Po vrednostima ga prate uzorci P4 i P1, dok hidrolizat P2 pokazuje
najmanju vrednost naelektrisanja u datim uslovima merenja, -9,93 + 0,57 mV. Za uzorak P10
mozemo reci da u datim uslovima formira relativno stabilne vodene sisteme, dok se uzorak P2 moze
smatrati nepogodnim za formiranje stabilnih vodenih sistema.

Raspodela veli¢ina Cestica dobijenih hidrolizata Pronazom prikazana je na Slici 9.5.15b. U
uzorku P10 primecuje se prisustvo velikih frakcija, u regiji 1000—10000 nm, $to je dodatno potvrdeno
velikom vrednoscu koeficijenta raspodele PdI od 0,934 + 0,10 (Tabela 9.8). Kod uzoraka P1-4
zabelezene su idealne vrednosti polidisperznih indeksa od priblizno 0,5 Pdl. U poredenju sa
hidrolizatima dobijenih primenom enzima Alkalaze (mikrotalasno pretretiranim uzorcima i
kontrolnom hidrolizom), mozemo zakljuciti da hidrolizati dobijeni Pronazom pokazuju manju
stabilnost u formiranju vodenih rastvora. Vrednosti srednjeg prec¢nika Cestica hidrolizata dobijenih
pomocu Pronaze znatno su niZe u poredenju sa hidrolizatima dobijenih pomocu Alkalaze.
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Slika 9.5.15. a) Zeta potencijal hidrolizata glutena Pronazom i b) raspodela velicina cestica
hidrolizata glutena Pronazom.

Tabela 9.8. Srednje Z-vrednosti velicine i koeficijenti raspodele hidrolizata glutena
Pronazom. Rezultati su izrazeni kao srednja vrednost + standardna devijacija (n=3).

Uzorak d, nm Pdl

P1 146,43 + 1,88 0,507 £ 0,01
P2 140,03 + 4,29 0,505 + 0,02
P4 163,13 + 2,87 0,454 + 0,02
P10 341,77 £ 12,59 0,934 £ 0,10

9.5.3.4. RP-HPLC profil hidrolizata glutena

Hidrolizati glutena pomoc¢u Pronaze pokazali su donekle ujednacene profile polipeptida na
prikazanim hromatgramima (Slika 9.5.16). Naime, hromatogrami pokazuju identi¢ne profile u regiji
polarnih frakcija, dok do znacajnijih razlika u profilu i intenzitetima dolazi tek po registrovanju
nepolarnih frakcija. Nakon 45 min dolazi do znacajne promene u intenzitetima prisutnih frakcija. Kod
uzoraka P1, P2 i P4 zabeleZeni su identi¢ni pikovi razliitog intenziteta u regiji nepolarnih frakcija.
Uzorak P10 je pokazao smanjen intenzitet nepolarnih frakcija. Na osnovu dobijenih rezultata moze
se pretpostaviti da ve¢a koncentracija unetog enzima prouzrokuje raskidanje veéeg broja peptidnih
veza §to se vidi na osnovu vecéeg postignutog stepena hidrolize (oko 12%). Moguce je da se raskidaju
1 peptidne veze izmedu hidrofobnih aminokiselina 1 da se hidrofobni regioni na povrsini molekula na
taj naCin razbijaju usled ¢ega se smanjuje udeo hidrofobnih frakcija. Sveukupno veca koncentracija
enzima deluje povoljno na promenu strukture peptida glutena i na smanjenje alergenog potencijala.
Kao i kod prethodnih uzoraka glutena, smanjenje alergenosti je ispra¢eno i promenom sadrzaja
polarnih i nepolarnih grupa, u skladu sa koli¢inom prisutnog enzima i vremenom enzimske hidrolize.
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Slika 9.5.16. RP-HPLC hromatografski profili hidrolizata glutena Pronazom.

9.6. Antioksidativna i funkcionalna svojstva proteinskih frakcija glutena modifikovanih
enzimskim postupcima i mikrotalasnim tretmanom

9.6.1. Antioksidativna 1 funkconalna svojstva glutena modifikovanog enzimskom
hidrolizom sa Alkalazom i mikrotalansim preretmanom

Uticaj kontrolisanog mikrotalasnog pretretmana na antioksidativna i funkcionalna svojstva
glutena hidrolizovanog Alkalazom ispitan je razliitim metodama. S obzirom da su proteinske
frakcije glutena odgovorne za formiranje stabilne strukture i mreze unutar prehrambenih proizvoda,
nakon ispitivanja uticaja mikrotalasnog pretretmana na strukturne promene, dostupnosti peptidnih
veza za dejstvo biokatalizatora 1 koli¢ine alergenih epitopa, bilo je potrebno ispitati da li sinergisticki
uticaj mikrotalasa i enzimske hidrolize uti¢e na tehnolosko-funkcionalna i antioksidativna svojstva
dobijenih hidrolizata. Stoga su ispitani indeksi emulgujucée aktivnosti (EAI) i emulzione stabilnosti
(ESI), za netretirani gluten, kontrolni (GK) i mikrotalasni hidrolizat (GHMT). Rezultati su prikazani
u Tabeli 9.9. Rezultati su pokazali da je u zavisnosti od odabranog procesa i uslova mikrotalasnog
pretretmana, enzimska hidroliza povoljno delovala na antioksidativna i funkcionalna svojstva
glutena. Najznacajnije poboljsanje (p < 0,05) u vrednosti EAI je postignuto za mikrotalasno
pretretirani uzorak, nakon 135 min hidrolize, kom je izmerena vrednost EAI od 50,66 + 3,10 m?/g, u
poredenju sa netretiranim glutenom (11,63 + 1,10 m?/g) i kontrolnom hidrolizom nakon 90 min (GK
90, 36,19 * 0,008 m?/g). Medutim, sa produZenjem vremena hidrolize primeéen je pad u vrednosti
EALI, sto je u skladu sa dostupnim literaturnim podacima za potpuno hidrolizovane proteine (Kong,
Zhou, & Qian, 2007; Elmalimadi, et al., 2017b). Prema literaturnim podacima, kontrolisane hidrolize
biljnih proteina doprinose poboljSanju emulgujuéih svojstava pogodnih za dalju primenu u
prehrambenim proizvodima (Wang, Li, Li, & Selomulya, 2022). Cini se da manji polipeptidi
formiraju slabije omotace oko uljanih kapljica, ¢ime se postizu nize vrednosti EAI. Ekstenzivhom
hidrolizom glutena, ¢ime su proizvedeni manji polipeptidi, postignuto je da na kraju hidrolize
kontrolni (GK) i mikrotalasno pretretirani hidrolizat (GHMT) imaju vrednosti EAI od 25,63 + 2,85
m2/g i 22,05 + 3,60 m%/g, respektivno. S druge strane, ESI vrednosti su se poveéavale sa poveéanjem
postignutih stepena hidrolize u poredenju sa netretiranim glutenom, i najve¢a promena je zabeleZena
kod potpuno hidrolizovanog kontrolnog uzorka (GK) glutena, 3,30 + 0,31 h. Mozemo pretpostaviti
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da je Alkalaza hidrolizovala proteine na takav na¢in da pokazuje visoku specificnost prema peptidnim
vezama bogatim hidrofobnim aminokiselinama. Usled sve vece izlozenosti ostataka hidrofobnih
aminokiselina na povr§inama molekula, zabeleZzena je veca sposobnost hidrolizata glutena da
formiraju stabilne emulzije.

Tabela 9.9. Indeksi emulgujuce aktivnosti (EAI) i emulzione stabilnosti (ESI), kapacitet (FC)
i stabilnost (FS) pene za netretirani gluten, kontrolni i mikrotalasni hidrolizat.

Uzorak EAI, m?/g ESI, h FC, % FS, %
Gluten 11,63 + 1,10 0,33 +0,04¢ 50,93 + 6,55% 48,91 +5,132
GK 45 41,02 + 2,96° 1,64 + 0,85 60,67 + 1,412 55,05 + 4,432
GK 90 36,19 + 0,08° 1,22 £0,47°% 54,04 + 0,48 41,27 + 4,49°
GK 135 29,29 + 0,80° 2,51 + 0,46% 53,09 + 0,51% 38,37 + 1,642
GK 25,63 + 2,85 3,30+ 0,312 47,06 + 9,31%® 11,11 + 7,86°
GHMT 45 27,59 + 1,12% 3,06 + 0,422 60,93 * 3,26° 53,32 + 0,54°
GHMT 90 27,50 + 0,95% 1,32 +0,11%¢ 56,47 + 1,29% 42,76 + 8,732
GHMT 135 50,66 + 3,107 1,10 £0,27°% 59,50 + 5,052 53,70 + 2,622
GHMT 22,05 + 3,60% 1,64 + 0,30 41,65 + 1,70° 10,56 * 2,74°

Rezultati su izrazeni kao srednja vrednost + standardna devijacija (n=3). Srednje vrednosti uzoraka sa razli¢itim
slovima u istoj koloni su statisticki znacajno razli¢ite (p < 0,05).

Glavni preduslovi da se protein smatra dobrim agensom za formiranje pene jeste postojanje
mogucénosti da bude brzo adsorbovan tokom procesa formiranja mehuri¢a na granici faza gas-tec¢nost,
da brzo moze da prode kroz konformacionu promenu i da dode do reorganizacije funkcionalnih grupa
na pristupnom mestu i da ima sposobnost da formira kohezivne viskoelasti¢ne filmove kroz
intermolekulske interakcije. Primena hidrolizata glutena trenutno je nasla svoje mesto u proizvodnji
proizvoda koji zahtevaju formiranje pene. S obzirom da su se hidrolizati glutena pokazali kao dobri
stabilizatori pene, mogu se primeniti u postupku proizvodnje kremova, ¢okolade, mu¢enih mle¢nih
proizvoda i piva (Asrarkulova & Bulushova, 2018). Jedna od glavnih primena hidrolizata glutena, a
koja se oslanja na njihova svojstva penjenja, jeste zamena jaja u proizvodnji pena ¢ime se smanjuje
sadrzaj holesterola 1 moguénost zarazavanja salmonelom. Unapreden kvalitet krema zabelezen je
kada su proteini iz jaja zamenjeni hidrolizatom glutena (Joye & McClements, 2014).

Stoga pripremljenim hidrolizatima poreklom od netretiranog i mikrotalasno pretretiranog
glutena, su ispitane sposobnosti formiranja kohezivne i stabilne pene. U Tabeli 9.9 su prikazani
rezultati ovih merenja. Ocigledno je da hidrolizati pripremljeni postupkom enzimske hidrolize
pomocu Alkalaze, narocito oni sa niZim procentom postignutog stepena hidrolize, su pokazali najveci
kapacitet za formiranje pene. Ova karakteristika je primetna naroCito nakon 45 min hidrolize, i
postignutim stepenima hidrolize od ~17%. Ovo opazanje vazi u oba slu¢aja pripremljenih hidrolizata,
i kod hidrolizata nepretretiranog glutena (60,67 + 1,41%) i hidrolizata mikrotalasno pretretiranog
glutena (60,93 + 3,26%). Nastavak procesa hidrolize je doveo do statisti¢ki znacajnog (p < 0,05) pada
u sposobnosti formiranja stabilne pene, u sluc¢aju oba hidrolizata. Mikrotalasni tretman je doveo do
izmenjenog dejstva Alkalaze i specifiCnosti supstrata, ¢cime je prouzrokovan neznatno bolji kapacitet
formiranja pene. Dakle, mikrotalasni pretretman je imao veci uticaj na parcijalnu agregaciju
proteinskih frakcija glutena koji su naknadno hidrolizovani Alkalazom. Pritom, tokom hidrolize je
doslo do formiranja peptida manjih molekulskih masa, sa manjim naelektrisanjem i1 vecom
povrsinskom hidrofobnos$¢u, i kao takvi ovi hidrolizati su se pokazali idealnima za formiranje pene
veceg kapaciteta i stabilnosti, u poredenju sa netretiranim glutenom. Drugim re¢ima, usled strukturnih
promena u proteinima glutena prouzrokovanih dejstvom mikrotalasa i naknadnom enzimskom
hidrolizom Alkalazom, koje se ogledaju u sadrzaju SH grupa 1 strukturnih promena zabeleZenih FTIR
analizama, oni zauzimaju takvu konformaciju da dozvoljavaju smanjenje napona na granici izmedu
teCne i gasovite faze. Formirane pene su pokazale visoku stabilnost tokom 30 min, gde je za kontrolnu
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hidrolizu (GK) izmerena stabilnost od 55,05 + 4,43%, a za mikrotalasno pretretirani hidrolizat 53,32
+ 0,54%. U radu Jalcina (Yalcin) i saradnika (Yalcin, Sakiyan, Sumnu, Celik, & Koksel, 2008)
pokazano je da su vrednosti za emulgujuca svojstva i kapacitet formiranja pene i njihove stabilnosti,
mikrotalasno zagrevanih uzoraka, bile vece nego u sluc¢aju kontrolnog uzorka, sto je u skladu sa
rezultatima dobijenim tokom ovog istrazivanja. Do istog zakljucka su dosli nauc¢nici u jednoj ranijoj
studiji koja se ticala uticaja Alkalaze na hidrolizu termalno tretiranog glutena i posledi¢no na
funkcionalna svojstva (Elmalimadi, et al., 2017b). U svakom slu¢aju, promene indukovane
mikrotalasnim tretmanom je u ovom slucaju tesko dalje analizirati i diskutovati s obzirom na to da
mikrotalasni uredaji sa preciznom kontrolom temperature i snage nisu koriS¢eni u navedenim
literaturnim radovima.

Za komercijalno dostupne proteaze (Pepsin, Tripsin, Alkalaza, Neutraza) postoje podaci koji
se odnose na proizvodnju hidrolizata proteina sa antioksidativnim svojstvima (Qian, Jung, & Kim,
2008; Chalamaiah, Jyothirmayi, Diwan, & Dinesh Kumar, 2015; Karami, Peighambardoust, Hesari,
Akbari-Adergani, & Andreu, 2019; Hu, et al., 2022). U cilju ispitivanja potencijalnih zdravstvenih
benefita hidrolizata glutena, ispitane su antioksidativne aktivnosti. Stoga je ispitana sposobnost
neutralisanja slobodnih ABTS " i DPPH radikala, kao i heliranja jona metala, in vitro testovima.

U slucaju neutralisanja ABTS' radikala, zabeleZen je porast aktivnosti kod hidrolizata
glutena, u poredenju sa netretiranim glutenom (kontrola). Ovi rezultati prikazani su u Tabeli 9.10.
Prikazani rezultati ukazuju na to da dobijeni hidrolizati glutena, kako netretiranih proteina, tako i
tretiranih mikrotalasima, poseduju izuzetne sposobnosti doniranja protona nestabilnom radikalskom
katjonu. Nije zabelezena statisticki znaCajna razlika u ABTS aktivnosti izmedu mikrotalasno
pretretiranih hidrolizata i kontrolnog hidrolizata. Za mikrotalasno pretretirani hidrolizat je zabelezena
vrednost ABTS aktivnosti od 70,29 £ 1,09%. Svi uzorci hidrolizata uzimani nakon 45, 90 i 135 min
nisu pokazali zna¢ajnu razliku u vrednosti ABTS aktivnosti. MoZemo zakljuciti da se nakon 45 min
hidrolize (kontrolne (GK) ili mikrotalasno pretretirane (GHMT) dostize plato vrednosti u ABTS
aktivnosti. U poredenju sa sirovim glutenom, 1Cso vrednosti za sve hidrolizate su statisti¢ki znacajno
smanjene (p < 0,05). Ovi rezultati prikazani su u Tabeli 9.11. S obzirom na to da mikrotalasni
pretretman nije podstakao proizvodnju peptida sa statisticki zna¢ajnom promenom u vrednosti
antioksidativne aktivnosti, mozemo zakljuciti da mikrotalasni tretman nema uticaja na unapredenje
proizvodnje peptida sa povec¢anim afinitetom prema slobodnim radikalima. Takode, 1ako nije doslo
do znacajnih izmena u antioksidativnoj aktivnosti u slu¢aju mikrotalasno pretretiranih hidrolizata,
znacajno je istaci da nije doslo ni do njihovog unistavanja.

Tabela 9.10. Antioksidativne aktivnosti ABTS (%), MICA (%) i DPPH (%) sirovog glutena,
hidrolizovanog glutena i mikrotalasno pretretiranog i hidrolizovanog glutena.

Uzorak ABTS, % MICA, % DPPH, %
Gluten 7,52 +0,22° n.o.* n.o.*
GK45 66,86 + 0,882 91,24 +£0,51° 40,60 + 4,962
GK90 69,27 + 0,662 93,44 +0,71° 37,86 + 5,202
GK135 67,45 + 0,152 94,24 + 0,05% 37,01 +£ 2,302
GK 69,93 +1,022 94,57 +0,09° 41,24 + 2,842
GHMT45 66,50 + 0,512 90,12 + 0,40° 40,04 + 3,202
GHMT90 69,56 + 0,512 94,75 + 0,05% 40,42 + 0,602
GHMT135 68,69 +0,51? 94,80 + 0,47% 45,47 + 0,962
GHMT 70,29 + 1,092 96,00 +£ 0,112 48,11 + 0,862

Rezultati su izrazeni kao srednja vrednost + standardna devijacija (n=3). Srednje
vrednosti uzoraka sa razliCitim slovima u istoj koloni su statisticki znacajno
razli¢ite (p < 0,05). n.0.* — nije odredeno.
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U literaturi se navodi da in vitro rezultati antioksidativne aktivnosti mereni kao sposobnost
neutralizacije ABTS radikalskog katjona mogu odstupati od merenja vodenih u bioloskim uslovima,
in vivo. Medutim merenje sposobnosti neutralizacije radikalskih katjona daje uvid u antioksidativni
mehanizam delovanja ispitivane supstance ¢ime se mogu obezbediti odredene predikcije za delovanje
u bioloskom okruzenju. S tim u vezi, u literaturi je istaknuto da antioksidativna aktivnost ne zavisi
direktno od porasta stepena hidrolize i da su nosioci aktivnosti specificne sekvence aminokiselina
(Wiriyaphan, Chitsomboon, & Yongsawadigul, 2012). U literaturi se navodi da klju¢nu ulogu u
antioksidativnoj aktivnosti hidrolizata imaju peptidi koji u sebi sadrze hidrofobne (Pro, Leu, Ala, Trp,
Phe, Met, Phe) i hidrofilne (Tyr, Cys, His) aminokiselinske R-bo¢ne ostatke (Mendis, Rajapakse, &
Kim, 2005; Davalos, Miguel, Bartolomé, & Lopez-Fandifio, 2004; Chen, Muramoto, Yamauchi, &
Nokihara, 1996; Zhang, et al., 2018). Interesantan podatak je da je hidrotermalnim tretmanom
pSeni¢nih mekinja na temperaturama u rasponu 130-160 °C moguce proizvesti hidrolizate koji
ispoljavaju sposobnost neutralizacije ABTS * i DPPH' radikala, pri ¢emu je povecéanje aktivnosti uz
porast temperature obja$njeno dodatnim otpustanjem fenolnih jedinjenja. Za ova jedinjenja je poznato
da ispoljavaju antioksidativna, antimikrobna i antikancerogena svojstva (Cingdz, Akpmar, &
Sayaslan, 2023). Najveca vrednost stepena neutralizacije DPPH" radikala zabelezena je za
mikrotalasno pretretirani uzorak, 48,11 + 0,86%. Povecanje sposobnosti neutralizacije DPPH radikala
je u direktnoj korelaciji sa postignutim stepenom hidrolize, $to je u skladu sa dostupnim literaturnim
podacima za hidrolizate proteina biljnog porekla (Elmalimadi, et al., 2017b). Ovaj rezultat je u skladu
sa merenjima za aktivnosti zasnovanim na neutralizaciji ABTS ™.

Poredenjem svih dobijenih vrednosti nije zabeleZena statisti¢ki znadajna razlika izmedu
DPPH aktivnosti uzoraka. Dalje, poredenjem ICsp vrednosti (mg/ml) mozemo ista¢i da je za
mikrotalasno pretretirani uzorak zabeleZena najniza vrednost minimalne inhibitorne koncentracije
proteina potrebne za neutralizaciju 50% radikala, i to u vrednosti od 4,44 £+ 0,086 mg/ml. Ovaj rezultat
se statisticki znacajno razlikuje od ostalih, stoga moZzemo zakljuciti da mikrotalasni pretretman ima
pozitivan uticaj na proizvodnju peptida sa ve¢im afinitetom prema slobodnim radikalima, tj sa
sposobno$c¢u doniranja elektrona i/ili protona. Poredenja radi, primena ultrazvuka za hidrolizu glutena
pomoc¢u Alkalaze je imala povoljan uticaj na proizvodnju hidrolizata glutena sa unapredenim
antioksidativnim aktivnostima, pri ¢emu se posebno istakla metal-jon healtna aktivnost (Zhu, Su,
Guo, Peng, & Zhou, 2011). Karami i sar. u svom radu su se bavili proizvodnjom hidrolizata glutena
primenom Pepsina i Alkalaze. U njihovoj studiji hidrolizati Pepsina su pokazali neznatno vise DPPH
i ABTS aktivnosti u poredenju sa hidrolizatima dobijenim pomoc¢u Alkalaze. Medutim, u istoj studiji
zabeleZeno je da je heirajuca aktivnost prema jonima Fe?* takode zavisna od unete koncentracije
hidrolizata (0,5-5 mg/ml), pri ¢emu su hidrolizati dobijeni pomocu Alkalaze ispoljili metal-jon
helatnu aktivnost u opsegu 25-49%. Za ove hidrolizate je zabelezeno antioksidativno dejstvo i
antitumorsko dejstvo, ¢ime se otvara moguc¢nost primene ovih hidrolizata u proizvodnji razli¢itih
nutraceutika 1 funkcionalne hrane sa farmakoloskog nivoa.

Na osnovu podataka iz drugih studija zakljuceno je da antioksidativna aktivnost hidrolizata
glutena u velikoj meri zavisi od koris¢enog enzima, izvora proteina, reakcionih uslova (Karami,
Peighambardoust, Hesari, Akbari-Adergani, & Andreu, 2019). Joni metala u svom prelaznom obliku
(Fe?*) mogu uéestvovati u reakcijama oksidacije. Ukoliko ostanu slobodni, ovakvi joni metala mogu
dovesti do Haber—Vajs (izvorno Haber—Weiss) reakcije tokom koje se formira Stetan i veoma
reaktivan hidroksil radikal. Slobodni Fe?* joni ukoliko dodu u kontakt sa H.O, mogu potencijalno
dovesti do Fentonove reakcije u kojoj se Fe?* prevodi u Fe*', §to dalje moze dovesti do ubrzanog
oksidativnog ostecenja ¢elijskih komponenata (Huang, Ou, & Prior, 2005; Kehrer, 2000; Lee, Koo,
& Min, 2004). Metal-jon helatne aktivnosti hidrolizata su ispitane primenom jona metala Fe?*. Metal-
jon helatna aktivnost sirovog pSenicnog glutena (kontrole) nije mogla biti odredena. Medutim,
zabelezena je znaCajna razlika u vrednostima poredenjem netretiranih 1 mikrotalasno pretretiranih
hidrolizata. Najveca vrednost MICA aktivnosti zabeleZena je u slucaju mikrotalasno pretretiranog
hidrolizata (96,00 + 0,11%), ¢ime je potvrdeno da je mikrotalasni pretretman doveo do unapredenja
proizvodnje peptida sa metal-jon helatnom sposobnosé¢u. Izmerene 1Csg vrednosti (mg/ml) za MICA
aktivnost, date su u Tabeli 9.11. Prilikom proizvodnje hidrolizata soje, zabelezeno je da najvisu
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metal-jon helatnu aktivnost ispoljava frakcija od 5-10 kDa, dok su sli¢ni podaci objavljeni i za
hidrolizate proteina uljane repice. Visoke aktivnosti ovih hidrolizata pripisane su prisustvu
aminokiselina Glu i Asp. 1Cso vrednosti koje su bile u opsegu 0,29-0,70 mg/ml su bile znatno nize
nego kod nekih drugih hidrolizata (konoplje, uljane repice) (Zhang, et al., 2018).

Poredenjem svih vrednosti hidrolizata glutena uoc¢eno je da su vrednosti 1Csg za Krajnji
kontrolni hidrolizat i mikrotalasno pretretirani hidrolizat statisticki znacajno razli¢iti u odnosu na sve
ostale, medutim izmedu ta dva uzorka nema znacajne razlike. Interesantno je ista¢i da se
aminokiselina histidin smatra dobrim helirajuéim agensom usled prisustva imidazolovog prstena.
Smanjenjem dostupnih slobodnih jona Fe?* spre¢ava se nastanak hidroksil radikala. Rezultati
istrazivanja su pokazali da prisustvo aromati¢nog prstena u odredenim peptidnim frakcijama direktno
uti¢e na povecanu metal-jon helatnu aktivnost (Pownall, Udenigwe, & Aluko, 2010). Kisele (Asp i
Glu) i bazne (Lys) aminokiseline imaju vaznu ulogu u procesu heliranja jona metala preko svojih
karboksilnih i amino grupa na bo¢nim lancima (Rajapakse, Mendis, Byun, & Kim, 2005).

Tabela 9.11. 1Cso (mg/ml) vrednosti antioksidativne aktivnosti ABTS (%), MICA (%) i DPPH
(%) sirovog glutena, hidrolizovanog glutena i mikrotalasno pretretiranog i hidrolizovanog glutena.

ICs0, mg/ml

Uzorak ABTS MICA DPPH

Gluten 63,12 + 20,85" n.o.* n.o.*
GK45 1,10 + 0,172 1,07 £ 0,00%® 5,87 +0,727%
GK90 1,22 + 0,022 0,84 + 0,05% 5,91 + 0,564%
GK135 1,11 + 0,192 0,81 + 0,01« 6,15 + 0,089?
GK 1,08 +0,15? 0,74 + 0,034 5,38 + 0,205%
GHMT45 1,06 +0,112 1,20 + 0,09 5,82 + 0,502%
GHMT90 1,04 + 0,142 0,84 +0,01% 5,52 +0,127%
GHMT135 0,96 + 0,062 0,92 +0,01°¢ 4,55+ 0,004
GHMT 1,03 £ 0,172 0,75 + 0,024 4,44 + 0,086"°

Rezultati su izraZeni kao srednja vrednost + standardna devijacija (n=3). Srednje
vrednosti uzoraka sa razli¢itim slovima u istoj koloni su statisticki znacajno
razli¢ite (p < 0,05). n.0.* — nije odredeno.

9.6.1.1. Antioksidativna svojstva frakcija hidrolizata glutena dobijenih ultrafiltracijom

U cilju detaljnijeg ispitivanja uticaja mikrotalasnog pretretmana na tok hidrolize glutena
pomocu Alkalaze i proizvodnju bioaktivnih peptida, primenom ultrafiltracije pomocu celuloznih
membrana razlidite veli¢ine pora, razdvojeni su peptidi taéno profilisanih molekulskih masa.
Primenom postupka ultrafiltracije pomocu celuloznih membrana sa veli¢inama pora u opsegu 1-30
kDa moguce je izvrsiti viSestepenu separaciju hidrolizata peptida glutena u cilju izdvajanja onih sa
najviSim potencijalom za antioksidativnu i metal-jon helatnu aktivnost. Svakoj frakciji razdvojenih
peptida odredene su sposobnosti neutralisanja ABTS * radikalskog katjona i DPPH" radikala kao i
sposobnost heliranja jona Fe?*, primenom odgovarajuéih razblazenja, kako bi se detaljnije utvrdile
razlike medu dobijenim frakcijama hidrolizata (Slika 9.6.1a). Na osnovu prikazanih rezultata,
mozemo primetiti da mikrotalasni pretretman dovodi do razli¢ite raspodele molekulskih masa, tacnije
da nema pravilne raspodele u proizvodnji razli¢itih frakcija peptida. Ovakva raspodela medu
frakcijama posledi¢no utic¢e i na sama bioloska svojstva hidrolizata. Prilikom merenja antioksidativne
aktivnosti pomocu ABTS metode, nisu primeéene znacajne razlike medu frakcijama hidrolizata, pri
¢emu su netretirani uzorci pokazali neSto visi stepen aktivnosti. Ovako izjednaCene aktivnosti
sposobnosti neutralisanja ABTS " radikala, su u skladu sa prethodno izmerenim vrednostima (Tabela
9.10). U literaturi je zabelezeno da hidrolizat kukuruznog glutenskog brasna dobijen pomocéu
Neutraze ispoljava izuzetne antioksidativne sposobnosti. Frakcionisanjem tog hidrolizata je
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ustanovljeno da frakcija veli¢ine 3—5 kDa ispoljava odlican antioksidativni potencijal (odreden
pomocu ABTS, DPPH i MICA metoda). Osim moguc¢nosti da obezbedi bolju stabilnost proizvoda,
za frakciju ovog hidrolizata je ustanovljeno da se moze efikasno primeniti u formulacijama za
sprecavanje rasta HepG2 ¢Celija hepatokarcinoma bez toksi¢nih posledica (Hu, et al., 2022).

Najvece razlike medu uzorcima zabeleZene su prilikom merenja metal-jon helatne aktivnosti
(Slika 9.6.1b). Na osnovu postignutih rezultata mozemo zakljuéiti da su kod mikrotalasno
pretretiranih uzoraka glavni nosioci helatne aktivnosti frakcije F2 (10-30 kDa), F3 (3-10 kDa) i F4
(1-3 kDa), pri ¢emu dominantnu ulogu ima frakcija F3. Za razliku od mikrotalasno pretretiranog
hidrolizata, kontrolni hidrolizat pokazuje da je glavni nosilac helatne aktivnosti frakcija F5 (< 1 kDa).
Mikrotalasno pretretirani uzorci, tacnije frakcije F2-F4, pokazuju 10-25% vece aktivnosti u
poredenju sa istim frakcijama kod hidrolizata bez pretretmana. Hidrolizati kukuruznog glutenskog
brasna dobijeni pomocu papaina, ficina i bromelaina su pokazali da u slucaju sva tri tipa hidrolizata,
frakcije srednje molekulske mase (3-5 i 5-10 kDa) ispoljavaju najviSe vrednosti helatne aktivnosti
prema jonu Fe?* (Hu, Chen, & Li, 2020). Rezultati dobijeni tokom izrade ove doktorske disertacije
su u korelaciji sa rezultatima ovog i drugih istrazivanja (Jovanovic, et al., 2016b; Hu, Chen, & Li,
2020; Wang, Li, Li, & Selomulya, 2022). Na osnovu podataka dobijenih ovim merenjem mozemo
zakljuciti da je mikrotalasni pretretman pogodan za proizvodnju peptida manjih molekulskih masa sa
poveéanom metal-jon helatnom aktivno$éu, usmerenom ka jonima Fe?*. Mikrotalasni pretretman ima
direktan uticaj na tok hidrolize, $to se moZe primetiti u pravilnom trendu porasta MICA aktivnosti sa
smanjenjem molekulske mase peptida. Za razliku od ovoga, netretirani hidrolizat pokazuje opadajuci
trend aktivnosti sa smanjenjem molekulske mase, pri ¢emu je zabelezeno odstupanje u aktivnosti kod
frakcija manjih od 1 kDa.
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Slika 9.6.1. Antioksidativne aktivnosti frakcija hidrolizata glutena i mikrotalasno
pretretiranog (200 W) hidrolizata glutena: a) ABTS (%), b) MICA (%) i d) DPPH (%).
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U istrazivanju Tanga i sar. (Tang, Peng, Zhen, & Chen, 2009) zabelezene su visoke vrednosti
stepena neutralizacije DPPH radikala (50-75%) u hidrolizatima heljde kao i u slu¢aju hidrolizata
kukuruznog glutenskog brasna (Li, Han, & Chen, 2008). Prema literaturnim podacima, biljni peptidi
manjih molekulskih masa ispoljavaju bolje antioksidativne aktivnosti u slucaju proteina kukuruza,
soje, pirin¢a, konoplje, pSeni¢nih mekinja i pSenice, ¢ija semenki (Zhang, et al., 2018; Hu, Chen, &
Li, 2020; Wen, Zhang, Zhang, Duan, & Ma, 2020; Wang, Li, Li, & Selomulya, 2022). Merenje DPPH
antioksidativne aktivnosti hidrolizata pokazalo je da mikrotalasni pretretman nema preterano
povoljan uticaj na hidrolizat glutena. U slucaju velikih molekulskih masa, konkretno frakcija F1,
kontrolni hidrolizat bez pretretmana (GK) je pokazao vece vrednosti DPPH aktivnosti u odnosu na
mikrotalasno pretretirani uzorak (Slika 9.6.1c). Dalje se razlika izmedu mikrotalasno tretiranog i
netretiranog hidrolizata pokazuje tek nakon analize frakcija F3 i F4. U ovim frakcijama je
mikrotalasno pretretirani uzorak pokazao veci procenat DPPH aktivnosti, pri ¢emu su rezultati
merenja za frakcije F2—F4 u sinergiji sa rezultatima MICA aktivnosti istog hidrolizata. Mozemo
zakljuciti da su postupkom ultrafiltracije uspeSno pokazane razlike i prednosti mikrotalasno
pretretiranog hidrolizata u odnosu na netretirani uzorak. Iako medu uzorcima nije bilo znacajne
statistiCke razlike (Tabela 9.10), medu frakcijama uzoraka istih molekulskih masa zabelezena su
odstupanja, 1 to viSe u korist mikrotalasnog pretretmana. Ovime se potvrduje delotvornost
mikrotalasnog tretmana u postupku proizvodnje bioaktivnih peptida sa smanjenim alergenim
svojstvima jer je naknadnim postupkom ultrafiltracije moguée dodatno razdvojiti frakcije hidrolizata
glutena i obezbediti peptide sa visokim antioksidativnim aktivnostima. Samim tim se mogu izdvojiti
manji peptidi sa redukovanim alergenim svojstvima i poboljSanim antioksidativnim i heliraju¢im
aktivnostima.

9.6.2. Antioksidativna i funkcionalna svojstva hidrolizata proteina brasna

Proizvodnjom hidrolizata proteina braSna sa smanjenim alergenim svojstvima dolazi i do
smanjenja duZine peptidnih lanaca. U ovom delu disertacije ispitano je da li su tehnoloSko-
funkcionalna svojstva glutena unapredena i/ili ocuvana. S obzirom da stepen hidrolize predstavlja
jedan od vaznijih parametara prilikom proizvodnje bilo kakvog specifi¢nog hidrolizata, on je takode
i u Kkorelaciji sa svim tehnolosko-funkcionalnim svojstvima koji prate proces. U cilju formiranja
emulzija potrebno je primeniti snazan proces mesanja kako bi se veée uljane kapljice dispergovale na
one manje veli¢ine ¢ime se povecava kontaktna povrsina izmedu faza ulje—voda (Dickinson, 2009).
Indeksi emulgujuce aktivnosti (EAL, m?/g) i emulzione stabilnosti (ESI, h) za hidrolizate proteina
brasna (HB) i kontrolu (brasno) su prikazani u Tabeli 9.12. EAI i ESI vrednosti sirovog pSeni¢nog
brasna pokazale su niske vrednosti, 20,09 m?/g i 0,56 h, respektivno.Tretiranjem sirovog peniénog
brasna Alkalazom, vrednosti EAI su znacajno unapredene (p < 0,05) u poredenju sa kontrolnim
pSeni¢nim brasnom. Izmerene EAI vrednosti hidrolizata HB 10,0% (w/w) i HB 15,0% (w/w) su
129,58 + 18,10 i 120,94 +10,74 mz/g, respektivno. Na osnovu znacajno unapredene vrednosti EAI
mozemo zakljuditi da je dovoljna koli¢ina hidrolizata adsorbovana na povrsini uljanih kapljica, ¢ime
je spreceno ponovno formiranje velikih uljanih kapi spajanjem viSe malih susednih uljanih kapljica.
Vrednosti indeksa emulzione stabilnosti (ESI) su u manjoj meri unapredene procesom hidrolize, ali
ne znacajno (p > 0,05). Najveca vrednost ESI je izmerena za HB 5,0% (w/w), 0,91 h. Zabelezeno je
da su vrednosti za EAI 1 ESI povecane nakon postupka enzimske hidtolize. PoboljSanje ovih svojstava
je u skladu sa dostupnim podacima prethodnih istrazivanja (Deng, et al., 2016; Elmalimadi, et al.,
2017a).

Pene na bazi proteina predstavljaju disperzije gasa u vodenoj fazi prekrivene tankim slojem
proteina koji su polarnom stranom orijentisani prema vodenoj fazi. Proteini imaju amfifilna svojstva
koja im omogucavaju da absorbuju na granici faza gas-tecnost, ¢ime se smanjuje povrSinski napon
(Wouters, et al., 2018). U zavisnosti od duzine peptidnih lanaca, hidrolizati koji su bogati
polipeptidnim lancima imaju veliki potencijal da budu dobar agens za formiranje pene. Stoga,
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kapacitet penjenja (FC, %) i stabilnost pene (FS, %) su mereni za kontrolno meko pSeni¢no brasno i
sve hidrolizate proteina brasna, a rezultati su tabelarno prikazani u Tabeli 9.12.

Kontrolno pSeni¢no brasno je pokazalo najvise vrednosti FC i FS, 21,52 + 2,4% i 10,00 +
1,51%, respektivno. Hidrolizati proteina brasna su pokazali smanjenje u vrednostima kapaciteta i
stabilnosti pene u poredenju sa kontrolnim uzorkom. Najniza vrednost kapaciteta penjenja izmerena
je u sluc¢aju HB 10,0% (w/w), 18,54 + 4,08%. Vrednost za stabilnost pene istog uzorka je bila 7,45 +
4,65%. Kapacitet penjenja hidrolizata HB 15,0% (w/w) je izmerena 22,44 + 5,86%. U ovom slucaju
nije zabelezeno znacajno smanjenje vrednosti za FC i FS u poredenju sa kontrolnim uzorkom. Uzorak
pripreman kao HB 15,0% (w/w) je dalje podvrgnut dodatnim analizama, pri ¢emu su uzorci uzimani
nakon 15, 30 i 45 min enzimske hidrolize kako bi se ispitala promena ovih svojstava kroz vreme. Sva
tri uzorka uzeta nakon navedenih vremena su pokazala znacajan porast u vrednosti kapaciteta
penjenja u poredenju sa kontrolnim uzorkom i u potpunosti hidrolizovanim uzorcima. Vrednosti za
stabilnost penjenja su generalno pratila opadajuci trend tokom hidrolize, medutim u slucaju uzorka
hidrolizata uzetog nakon 15 min zabelezen je znacajan porast u vrednosti stabilnosti pene (44,31 +
0,69%). Uopsteno, produzeno vreme hidrolize Alkalazom dovodi neosporno do povecanja u
vrednosti stepena hidrolize, a samim tim i do proizvodnje peptida manjih molekulskih masa. Ovakva
promena u duzinama peptidnih lanaca stoga dovodi do pojave loSijih svojstava penjenja u
analiziranim hidrolizatima. Svojstva koja uticu direktno na formiranje pene i njenu stabilnost direktno
zavise od samog stepena hidrolize i veli¢ine nastalih peptida (Lassissi, Hettiarachchy, Rayaprolu,
Kannan, & Davis, 2014) stoga nehidrolizovani proteini u sirovom uzorku pokazuju bolja svojstva
kapaciteta penjenja i stabilnosti pene u poredenju sa kompletno hidrolizovanim proteinima brasna.

Tabela 9.12. Indeksi emulgujuce aktivnosti (EAI) i emulzione stabilnosti (ESI), kapacitet (FC)
i stabilnost (FS) pene sirovog brasna i hidrolizata proteina brasna (Alkalaza, pH 8,0, T 60°C).

Uzorak EAI, m?/g ESI, h FC, % FS, %
Brasno 20,09 +4,35*  0,56+0,28% 21,52+240° 10,00 + 1,51
HB 5% (w/w) 104,85 +21,36° 0,91 +0,43* 19,25+ 556" 7,45 + 4,65¢
HB 10% (w/w) 129,58 +18,10° 0,86 £ 0,21 18,54 + 4,08° 6,71 + 2,07¢
HB 15% (w/w) 120,94 +10,74* 0,90 £0,41% 22,44 + 586" 5,56 + 4,05¢
HB 15% (w/w) —15min ~ 127,03+2,86°  0,60+0,12° 53,39+0,17° 44,31 +0,69°
HB 15% (w/w) —30 min 130,05+ 3,82  0,61+0,02® 46,26 +3,93* 33,32 +5,07®
HB 15% (w/w) —45 min 128,74 +3,15%  0,72+0,09% 5226 +254% 22,09 * 6,41

Rezultati su izrazeni kao srednja vrednost + standardna devijacija (n=3). Srednje vrednosti uzoraka sa razli¢itim
slovima u istoj koloni su statisticki znacajno razli¢ite (p < 0,05).

Hidrolizatima proteina braSna su dalje ispitana antioksidativna svojstva i to metodama koje
ispituju sposobnost neutralisanja slobodnih radikala i heliranja jona metala. Cilj kompletne hidrolize
jeste bio da se obezbedi maksimalno smanjenje alergenosti uzorka, kao i krajnjeg hidrolizata sa
potencijalno visokom antioksidativnom aktivno$¢u. Sposobnost neutralisanja slobodnih ABTS*
radikala dobijenih hidrolizata prikazana je na Slici 9.6.2. Svi proizvedeni hidrolizati proteina brasna
su pokazali statisti¢ki znacajno veée vrednosti (p < 0,05) sposobnosti neutralisanja slobodnih ABTS™*
radikala u poredenju sa kontrolnim nehidrolizovanim brasnom. Ovo je pokazatelj da hidrolizati
proteina brasna u sebi sadrze bioaktivne peptide koji se ponasaju kao donori elektrona i mogu da
reaguju sa slobodnim radikalima kako bi ih preveli u stabilniji oblik i time zasutavili lanac radikalskih
reakcija. Nehidrolizovani proteini brasna pokazuju veoma niske vrednosti neutralisanja slobodnih
ABTS " radikala, 7,12 + 0,30%. Primenom komercijalno dostupne proteaze bezbedne za upotrebu u
prehrambenim proizvodima, uspe$no je povecana antioksidativna aktivnost proteina brasna u
hidrolizatima, do ¢ak 72,67 + 1,16%, zabeleZeno u slucaju hidrolizata HB 15,0% (w/w) nakon 45
min. Svi hidrolizati su pokazali visoku antioksidativnu aktivnost (> 60%) nezavisno od vremena
trajanja hidrolize i znac¢ajno unapredenje u poredenju sa kontrolnim uzorkom (p < 0,05).
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Svim uzorcima je izmerena i polovina maksimalne inhibitorne aktivnosti (ICso, mg/ml) i
rezultati ovih merenja prikazani su u Tabeli 9.13. Ovi rezultati su u skladu sa procentualnim
vrednostima izmerene aktivnosti neutralizacije ABTS * radikala svih hidrolizata. 1zmerene vrednosti
neutralizacije DPPH" prikazane su na Slici 9.6.2. Najvec¢a vrednost zabeleZena je u sluc¢aju hidrolizata
brasna HB 15,0% (w/w) nakon 15 min hidrolize, 43,88 £+ 7,12%, i ona je statisti¢ki znacajna (p <
0,05). Mozemo zakljuciti da najveéu sposobnost da donira atom vodonika ima upravo hidrolizat
brasna nakon 15 min, ¢me se moze stabilizovati/neutralisati reaktivni radikal i obezbediti
zaustavljanje lancane radikalske reakcije (Pazinatto, Gomes Malta, Pastore, & Netto, 2013).

Uocen je opadajuci trend u vrednosti sposobnosti neutralizacije DPPH radikala sa porastom
stepena hidrolize, Sto ukazuje na to da manji peptidi imaju manju sposobnost neutralizacije DPPH
radikala. 1zmerene vrednosti DPPH za polovinu maksimalne inhibitorne aktivnosti (1Cso, mg/ml)
pokazale su da nema statisticki znacajne razlike izmedu uzoraka. Sposobnost neutralizacije DPPH
radikala se nalazi u ve¢im peptidnim lancima, dok je najveca vrednost medu krajnjim hidrolizatima
zabeleZena u sluc¢aju HB 15,0% (w/w), 20,68 + 2,41%. Direktna povezanost izmedu antioksidativnih
aktivnosti izraZzenih preko sposobnosti neutralisanja slobodnih radikala i heliranja metalnih jona je
poznata i najcesce se ova dva parametra zajedno prate kako bi se bolje razumeo mehanizam delovanja
potencijalno pripremljenog antioksidansa (Slika 9.6.2). lako DPPH radikal nije bioloski relevantan
radikal, s obzirom da se rastvara u metanolu, i dalje ima Siroku primenu u odredivanju potencijalnih
antioksidativnih aktivnosti proteina i njihovih derivata prirodnog porekla (Pownall, Udenigwe, &
Aluko, 2010).
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Slika 9.6.2. Antioksidativne aktivnosti ABTS (%), MICA (%) i DPPH (%) sirovog brasna i
hidrolizata proteina brasna (Alkalaza, pH 8,0, T 60°C). Rezultati su izrazeni kao srednja vrednost +
standardna devijacija (n=3). Srednje vrednosti uzoraka sa razlicitim slovima u istoj koloni su
statisticki znacajno razlicite (p < 0,05).
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Metal helatna aktivnost ispracena je smanjenjem intenziteta obojenja kompleksa koji nastaje
u reakciji izmedu jona Fe?* i ferozina, pri éemu dobijeni bioaktivni peptidi glutena heliraju Fe?* jone
i time sprecavaju formiranje kompleksa sa ferozinom. Pri koncentraciji od 1,8 mg/ml hidrolizati
proteina bragna su pokazali zna¢ajan porast u vrednosti heliranja Fe?* jona (MICA) u poredenju sa
kontrolnim uzorkom (brasno). Svi potpuno hidrolizovani uzorci su pokazali aktivnost >80%, dok su
uzorci hidrolizata uzimani nakon 15, 30 i 45 min pokazali porast MICA vrednosti tokom vremena
hidrolize. Najveca vrednost helirajuée aktivnosti je zabelezena u slu¢aju HB 10,0% (w/w), 89,53 +
0,63%. Prema trenutno dostupnim literaturnim podacima, sa porastom vrednosti stepena hidrolize,
belezi se bolja metal-jon helatna aktivnost (Jamdar, et al., 2010). U poredenju sa kontrolnim uzorkom,
svi ispitani uzorci hidrolizata pokazuju znacajan porast vrednosti (p < 0,05) metal-jon helatne
aktivnosti. Polovina maksimalne inhibitorne koncentracije (ICso, mg/ml) svih uzoraka hidrolizata
pokazuju znacajno poboljSanje u izmerenoj vrednosti u poredenju sa kontrolnim uzorkom (brasno),
Ciji rezultati su prikazani u Tabeli 9.13. U cilju poredenja sa literaturnim podacima, I1Cso vrednosti
(mg/ml) helirajuce aktivnosti hidrolizata proteina semena drveta bozura hidrolizovanih Alkalazom,
Neutrazom i papainom su bile u opsegu 0,99-1,18 mg/ml, pri ¢emu su te vrednosti nize u poredenju
sa hidrolizatima proteina uljane repice i membrane ljuske jajeta. U istrazivanju Vanga (Wang) i
saradnika je pokazano da medu odabranim hidrolitickim enzimima Alkalaza pokazuje najveci
potencijal ka proizvodnji hidrolizata sa unapredenim heliraju¢im potencijalom (Wang, et al., 2021).
Na osnovu izloZenih podataka, upotreba Alkalaze se ispostavlja kao opravdana usled proizvodnje
hidrolizata smanjene alergenosti i evidetno unapredenih antioksidativnih svojstava.

Tabela 9.13. 1Cso (mg/ml) vrednosti antioksidativne aktivnosti ABTS (%), MICA (%) i DPPH
(%) sirovog brasna i hidrolizata proteina brasna (Alkalaza, pH 8,0, T 60°C).

Uzorak I1Cs0, mg/ml

ABTS MICA DPPH

Brasno 40,04 + 4,022 n.0.* n.0.*
HB 5% (w/w) 1,60+0,11°  1,07+0,00® 9,25+ 0,073
HB 10% (w/w) 1,72+0,14° 0,84 +0,05% 8,76 + 0,050
HB 15% (w/w) 2,19+0,22>  0,81+0,01% 7,78+ 1,957
HB 15% (w/w) —15min 2,66 +0,27°  0,74+0,03¢ 4,26 + 1,934
HB 15% (w/w) =30 min  224+0,14®>  120+0,09° 5,49 + 1,205
HB 15% (w/w) —45min  1,85+0,40° 0,84 +0,01% 7,22 +1,2743

Rezultati su izraZeni kao srednja vrednost = standardna devijacija (n=3). Srednje vrednosti
uzoraka sa razli¢itim slovima u istoj koloni su statisti¢ki znadajno razli¢ite (p < 0,05). n.o.* —
nije odredeno.

Primeceno je da hidrolizati glutena proizvedeni postupkom enzimske hidrolize pokazuju vece
vrednosti metal-jon helatne aktivnosti (%) u poredenju sa ABTS aktivnos¢u (%). Medu svim
ispitanim hidrolizatima dobijenih pomoc¢u Alkalaze, najve¢u sposobnost heliranja jona metala
pokazali su uzorci pripremljeni kao HB 10,0% (w/w), a nakon njih HB 5,0% i 15,0%. lako nijedan
od pripremljena tri hidrolizata ne pokazuje jaku sposobnost neutralisanja slobodnih ABTS * radikala,
ispoljavaju znadajno visoku sposobnost heliranja jona metala, u ovom slucaju jone Fe?*. Sa druge
strane hidrolizat pripremljen kao HB 5,0% (w/w), uprkos nizem stepenu hidrolize u poredenju sa HB
10,0% i 15,0% (w/w), pokazao je identi¢nu sposobnost neutralisanja slobodnih ABTS* radikala. Isti
uzorak u slu¢aju heliranja jona Fe?" se pokazao losijim, pri ¢emu je pokazano da svaki antioksidativni
test drugacije opisuje antioksidativnu aktivnost. Ove uocene razlike se mogu javiti usled razli¢itih
mehanizama delovanja primenom ABTS* radikala i heliranja metala. Takode, razlika u selektivnosti
i reaktivnosti izmedu jona metala i ABTS'* radikala, hemijskog sastava propratnih rastvora
koriS¢enih tokom analiza i hemijska struktura peptida antioksidanasa (duZina njihovih lanaca,
orijentacija, prisutni ostaci aminokiselina) mogu direktno uticati na ishod merenja. Kao $to je
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prikazano na Slici 9.6.2, sa porastom vremena trajanja hidrolize i sa povecanjem postignutog stepena
hidrolize, sposobnost hidrolizata da heliraju jone metala se pove¢ava. Naime, moze se re¢i da se
koli¢ina heliranih jona gvozda povecava linearno sa porastom sadrzaja slobodnih karboksilnih i
amino grupa, koje nastaju kao posledica delovanja endopeptidaze Alkalaze i raskidanja unutrasnjih
peptidnih veza na odredenim polozajima aminokiselina (histidin, aspartat, glutamat). Proces heliranja
jona metala u njihovom prelaznom obliku je vazan jer se time sprecavaju dalje reakcije lipidne
peroksidacije. Opste je poznato da na starenje organizma uti¢e vise faktora, nacin zivota, ishrana,
uslovi zivotne sredine, medutim glavni uzrok starenja je povezan sa reaktivnim kiseoni¢nim vrstama
1 slobodnim radikalima. Iako je kiseonik jedan od klju¢nih komponenata za funkcionisanje
organizma, neki njegovi oblici mogu imati Stetan efekat na zdravlje. Superoksid anjon i vodonik
peroksid nisu glavni reaktivni oblici kiseonika, medutim, direktno posreduju formiranju hidroksil
radikala. Reaktivni oblici kiseonika mogu izazvati lipidnu oksidaciju, oksidaciju proteina, a
posrednici su i u izazivanju mnogih malignih oboljenja. Joni metala u svom prelaznom obliku
ucestvuju u iniciranju i propagaciji same lipidne oksidacije. Sama reakcija je zavisna od prisustva
jona metala, Sto znaci da ukoliko bioaktivnom komponentom uspeS$no vezemo jone metala u svom
prelaznom obliku, direktno spre€avamo formiranje hidroksil radikala. Na ovaj na¢in se moze uticati
na smanjenje oksidativnog stresa u organizmu. Konzumiranjem hrane koja prirodno u sebi sadrzi
nutraceutike kao i suplemenata proizvedenih modifikacijom hrane mozemo uneti balans i dodatno
obezbediti zastitu naSem organizmu 0d $tetnih uticaja (Lee, Koo, & Min, 2004). Na kraju, mozemo
pretpostaviti da hidrolizati proteina brasna pokazuju veéu specificnost prema jonima metala, naspram
neutralisanja slobodnog ABTS radikalskog katjona. Stoga, pripremljeni hidrolizati, ta¢nije njihovi
slobodni ostaci aminokiselina imaju ve¢u sposobnost da ucestvuju u elektrostatickim interakcijama
nego da doniraju elektron.

U istrazivanju koje su sproveli Kong i sar. razli€iti biljni proteini (proteini zrna soje, proteini
oraha, proteini glutena) su hidrolizovani pomoc¢u Alkalaze. U toj studiji, hidrolizati glutena (frakcija
rastvorna u etanolu) su pokazali najvec¢i kapacitet za vezivanje jona gvozda (108,54 mg/g) u
poredenju sa ostalim hidrolizatima proteina (Kong, et al., 2021). Primenom izoelektri¢nog
autofokusiranja na enzimski hidrolizat glutena, Park 1 sar. su izdvojili frakcije koje ispoljavaju vece
sposobnosti heliranja jona Fe?* u poredenju sa ¢istim hidrolizatom, kada se koriste kao dodatak
prilikom pravljenja mesnih ¢ufti. Nasuprot ovome, Cist hidrolizat je imao bolju aktivnost prilikom
uklanjanja slobodnih radikala od izdvojenih frakcija (Park, Imazu, Matsumura, Nakamura, & Sato,
2012). U prehrambenoj industriji, masti i ulja koja se nalaze u proizvodu su izlozena riziku od
oksidacije. Primenom hidrolizata u formulacijama hrane moZe se sprec€iti oksidacija masti tako $to bi
peptidi reagovali sa slobodnim radikalima (Asrarkulova & Bulushova, 2018).

9.6.3. Antioksidativna i funkcionalna svojstva hidrolizata proteina glutena modifikovanih
enzimskom hidrolizom u prisustvu Pronaze

Merenjem vrednosti za indeks emulgujuce aktivnosti (EAI) i emulgujuée stabilnosti (ESI) je
ispitana moguénost primene hidrolizata glutena kao emulgujuéeg agensa. U sistemima u kojima je
neophodno obloziti kapi uljane faze peptidima kako se one ne bi ponovo sjedinile, peptidi moraju biti
adsorbovani na povrsini kapljice. Vrednosti EAI i ESI pripremljenih hidrolizata prikazani su na Slici
9.6.3. Najvece unapredenje ESI vrednosti postignuto je primenom vecée koli¢ine Pronaze, a samim
tim 1 postignut veci stepen hidrolize. S obzirom da stepen hidrolize direktno uti¢e na funkcionalna
svojstva proteina, najveci porast vrednosti emulgujuéih svojstava zabelezen je u slucaju uzorka gde
je gluten tretiran najve¢om koli¢inom enzima (P10). EAl ovog uzorka je zna¢ajno unapreden u odnosu
na ostale uzorke, 44,05 + 0,68 m?/g. ESI vrednost istog uzorka je takode poboljsana u odnosu na
ostale uzorke, 1,39 + 0,63 h. Hidroliza Pronazom je poboljsala vrednosti emulgujucih svojstava za ~
4 puta, u poredenju sa netretiranim sirovim glutenom.
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Slika 9.6.3. Indeksi emulgujuce aktivnosti (EAI) i emulzione stabilnosti (ESI) hidrolizata
glutena Pronazom. Rezultati su izrazeni kao srednja vrednost + standardna devijacija (n=2). Srednje
vrednosti uzoraka sa razlicitim slovima u istoj seriji merenja su statisticki znacajno razlicite (p <

0,05).

Dalje, ispitani su kapacitet penjenja (FC, %) i stabilnost pene (FS, %). Rezultati ovih merenja
prikazani su na Slici 9.6.4. Sa porastom koli¢ine primenjenog enzima, a samim tim i stepena hidrolize,
kapacitet 1 stabilnost pena hidrolizata opada. Najve¢i kapacitet penjenja postignut je primenom 1
mg/ml enzima, 82,02 £ 0,16%, pri ¢emu se ovaj rezultat znacajno razlikuje od ostalih uzoraka.
Takode, najveca stabilnost pene od 79,83 + 0,24% izmerena je za isti uzorak. Ekstenzivnijom
hidrolizom doslo je do smanjenja duzine lanaca peptida, a samim tim i do smanjenja efikasnosti
formiranja stabilnih pena. Na osnovu rezultata ovih merenja moZemo zakljuciti da se Pronaza moze
primeniti za dobijanje peptida koji imaju sposobnost formiranja izuzetno stabilne pene visokog
kapaciteta (uzorak P1), pri ¢emu je smanjen alergeni potencijal.
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Slika 9.6.4. Kapacitet (FC) i stabilnost (FS) pene hidrolizata glutena Pronazom. Rezultati su
izrazeni kao srednja vrednost + standardna devijacija (n=2). Srednje vrednosti uzoraka sa razlicitim
slovima u istoj seriji merenja su statisticki znacajno razlicite (p < 0,05).

Bioaktivnim peptidima se smatraju bioaktivni sastojci poreklom iz hrane, duzine 3-20
aminokiselina. Ovi terapeutski sastojci ne ispoljavaju Stetne efekte i ostaju neaktivni dokle god se
nalaze u sastavu svog mati¢nog proteina. Ovi proteini se mogu osloboditi tokom postupka enzimske
hidrolize i tada mogu postati aktivni (Aluko, 2008; Korhonen & Pihlanto, 2003). Pripremljenim
hidrolizatima glutena P1, P2, P4 i P10 ispitana je sposobnost neutralisanja slobodnog ABTS™*
radikala, sposobnost doniranja vodonika slobodnom DPPH radikalu, kao i sposobnost heliranja jona
Fe?*. U slucaju neutralisanja slobodnog ABTS "* radikala, najveéu sposobnost pokazao je uzorak P10,
sa 69,07 = 4,12% (p < 0,05). Sa porastom koliine primenjenog enzima, raste i vrednost
antioksidativne aktivnosti uzoraka (Tabela 9.14). Svi uzorci su pokazali znacajno unapredenje
stepena neutralisanja ABTS radikalskog katjona u poredenju sa netretiranim glutenom. Primenom
Pronaze moguce je proizvesti peptide sa >50% ABTS aktivnosti koji imaju sposobnost da neutralisu
slobodni ABTS radikal. I1Cso vrednosti (mg/ml) su izmerene za sve uzorke, i na osnovu podataka
(Tabela 9.15) mozemo zakljuciti da nema znacajne razlike medu hidrolizatima. Na osnovu ovih
podataka mozemo zakljuciti da je i najmanja koli¢ina enzima bila dovoljna da se dobiju hidrolizati
koji mogu da neutralisu 50% prisutnih radikala u zadatom vremenu reakcije.

DPPH metodom je ispitano u kojoj meri hidrolizati imaju sposobnost doniranja jona vodonika
kako bi se DPPH" radikal preveo u redukovani, stabilan, DPPH-H oblik. Antioksidativna aktivnost
izmerena DPPH metodom imala je neSto nize vrednosti od one izmerene ABTS metodom. Medu
uzorcima nije zabeleZena znacajna razlika u aktivnosti (p > 0,05), stoga hidrolizati pri istoj
koncentraciji proteina pokazuju gotovo identi¢ne aktivnosti. Na osnovu rezultata (Tabela 9.14)
mozemo zakljuciti da nastali peptidi imaju istu antioksidativnu mo¢ bez obzira na postignuti stepen
hidrolize. Merenjem ICso vrednosti (mg/ml) (Tabela 9.15) dodatno je potvrdeno da medu uzorcima
nema znacajne razlike u afinitetu za doniranje jona vodonika.

Na kraju, merenjem aktivnosti heliranja jona metala Fe®* primeéene su razlike medu
uzorcima. Primena vece koli¢ine enzima rezultovala je i u vecoj helirajucoj aktivnosti. Helirajuca
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aktivnost > 50% zabelezena je kod uzoraka P4 i P10. ICso vrednosti (mg/ml) (Tabela 9.15) izmerene
za helatnu aktivnost, su pokazale da se uzorci P4 i P10 znacajno razlikuju od P1 i P2, dok su oni
medusobno jednaki. Na osnovu ovih podataka mogucée je zakljuciti da u slucaju proizvodnje
antioksidativnih peptida glutena pomocu Pronaze nije potrebno primeniti vise od 4 mg/ml enzima. U
slucaju antioksidativnih aktivnosti, visi stepen hidrolize ne garantuje i ve¢u sposobnost neutralizacije
slobodnih radikala i vezivanje jona metala.

Tabela 9.14. Antioksidativne aktivnosti ABTS (%), MICA (%) i DPPH (%) sirovog glutena i
hidrolizata glutena Pronazom.

Uzorak ABTS, % MICA, % DPPH, %
Gluten 7,52 +0,22° n.0.* n.0.*
P1 52,84 +1,37° 3217+1,38" 34,89 +6,24°
P2 62,27 +0,98%° 2921+057° 39,89 +1,15°
P4 62,97 £6,28% 64,49 +6,36° 37,68 + 1,48?
P10  69,07+4,12®° 5842+1,88"  3933+0,28°

Rezultati su izrazeni kao srednja vrednost + standardna devijacija (n=2).
Srednje vrednosti uzoraka sa razli¢itim slovima u istoj seriji merenja su
statisti¢ki znacajno razli¢ite (p < 0,05). n.0.* — nije odredeno.

Tabela 9.15. 1Cso (mg/ml) vrednosti antioksidativne aktivnosti ABTS (%), MICA (%) i DPPH
(%) sirovog glutena i hidrolizata glutena Pronazom.

ICs0, mg/ml
Uzorak ABTS MICA DPPH
Gluten 63,12 +20,85° n.0.* n.0.*

P1 3,101 +£0,359 3,957 +0,009° 5,93+ 0,911
P2 2,503 £0,493* 4,937 +£0,023* 6,18 +0,079°
P4 2,116 £ 0,294* 2,923 £0,408° 5,87 £0,020%
P10 2,249 +£0,072% 3,295 + 0,140 5,30 + 0,151?

Rezultati su izrazeni kao srednja vrednost + standardna devijacija (n=2).
Srednje vrednosti uzoraka sa razli¢itim slovima u istoj seriji merenja su
statisti¢ki znacajno razli¢ite (p < 0,05). n.0.* — nije odredeno.

9.7. Antimikrobna svojstva hidrolizata proteina glutena modifikovanih enzimskim postupcima i
mikrotalasnim pretretmanom

Proteini su svoju primenu nasli u formulacijama koje se primenjuju za spre¢avanje rasta i
razvoja patogenih mikroorganizama. Sa pojavom sve vece mikrobne rezistencije na postojece
preparate, savremena istrazivanja se usmeravaju i ka pronalazenju adekvatnih zamena ili suplemenata
za antimikrobne preparate u cilju daljeg sprecavanja njihovog rasta. Veliki broj postojecih proteinskih
derivata za koje je ustanovljeno da imaju antimikrobne aktivnosti i dalje nisu nasli primenu u krajnjim
proizvodima usled problema dostupnostu, toksi¢nosti i cene proizvodnje (Talapko, et al., 2022). Kao
naro¢it problem se izdvajaju patogeni sojevi E. coli, P. aeruginosa i S. aureus i drugi, za koje je
zabelezeno da su doprineli ukupnom broju od ¢ak 250000 smrtnih slucajeva (Murray, et al., 2022).

Antimikrobni peptidi se uglavnom sastoje od 10-60 aminokiselina ¢iji bo¢ni ostaci direktno
uticu na naelektrisanje 1 hidrofobnost, usled ¢ega antimikrobni peptidi razli¢ito mogu delovati na
¢elijske membrane bakterija (Huan, Kong, Mou, & Yi, 2020; Le, Fang, & Sekaran, 2017; Torres,
Sothiselvam, Lu, & Fuente-Nunez, 2019). Kao i u slucaju antioksidativnih aktivnosti, preterano
smanjena duZina peptidnih lanaca tokom postupka hidrolize moze dovesti do gubitka antimikrobnih
svojstava, Sto je u literaturi objasnjeno gubitkom sposobnosti da sekundarnom strukturom naruse
strukturu membrane (Luo, et al., 2017). Jedna od glavnih prepreka u primeni antimikrobnih peptida
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se ogleda u razli¢itim uslovima u kojima peptid treba da deluje, ta¢nije rezultati dobijeni in vitro se
realno mogu razlikovati od onih in vivo. S tim u vezi, sam postupak oralne primene ovih peptida se
dodatno poskupljuje, jer je potrebno izvrsiti kompletnu optimizaciju nacina isporucivanja peptida u
organizam (Vlieghe, Lisowski, Martinez, & Khrestchatisky, 2011). Ovi peptidi se jos uvek uglavnom
koriste za povrSinsku primenu. Medutim, u farmaceutskoj industriji je u porastu trend primene
nanotehnologija u cilju o¢uvanja stabilnosti antimikrobnih peptida za §iru primenu (Sajjad, et al.,
2023; Makowski, Silva, Do Amaral, Goncalves, & Santos, 2019). Film baziran na modifikovanom
glutenu u kombinaciji sa prahom breze je ispoljio antimikrobnu aktivnost i sposobnost ocuvanja
svezine voca 1 povrca, pri cemu je biodegradabilan, otporan na vodu, a s obzirom na ekonomsku
isplativost moze se u buduénosti razmatrati za neku $iru primenu (Chen, Li, Qin, Han, & Qi, 2022).
Hidrofilni filmovi napravljeni od nanovlakana rastvora glutena uz dodatak glicerol monolaurata su
pokazali unapredenu antimikrobnu aktivnost prema E. coli i S.aureus, i predlozeno je da se u daljim
istrazivanjima ispita mogucénost primene ovakvih filmova kao dodatak materijalima za pakovanje
hrane (Zhang, et al., 2020). U literaturi se teSko mogu naci podaci o antimikrobnim svojstvima
hidrolizata glutena, stoga je moguc¢nost poredenja sa literaturnim podacima ograni¢ena. Svim
hidrolizatima kojima su prethodno analizirane antioksidativne sposobnosti u poglavljima 8.6.1-3 je
odredena i antimikrobna aktivnost (Tabela 9.16) na 3 odabrana mikroorganizma, pri ¢emu je rezultat
izrazen u vidu prisustva (+) 1 odsustva (-) prozirnih zona inhibicije oko bunarci¢a u koji je sipan
uzorak. Zbog nepravilnog oblika dobijenih zona inhibicije rezultat je izrazen na ovaj nacin.

Tabela 9.16. Antimikrobne aktivnosti hidrolizata glutena.
Uzorak E. coli S.aureus C. albicans
Gluten - - -
Brasno - - -
GK45 - - -
GK90 - - -
GK135 - - -
GK - - -
GHMT45 - - -
GHMT90 - - -
GHMT135 - - -
GHMT - - -
HB 5% (w/w) - - -
HB 10% (w/w) - - -
HB 15% (w/w) - - -
HB 15% (w/w) — 15 min + - -
HB 15% (w/w) — 30 min - + -
HB 15% (w/w) — 45 min + - -
P1 - - -
P2 - - -
P4 - - -
P10 - - -

Zabelezeno je da polazne sirovine nisu imale antimikrobnu aktivnost kao ni hidrolizati glutena
sa i bez mikrotalasnog pretretmana. Hidrolizati proteina brasna su pokazali najve¢u antimikrobnu
aktivnost prema soju E. coli, zabelezeno za uzorke HB 15% (w/w) — 15 min i HB 15% (w/w) — 45
min. Osim toga za uzorak HB 15% (w/w) — 30 min je zabelezeno antimikrobno dejstvo prema S.
aureus. U slucaju delovanja na C. albicans nije bilo moguce sa sigurnos¢u utvrditi bistru zonu oko
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rasta kolonija, stoga je rezultat uzet kao negativan. Hidrolizati dobijeni Pronazom nisu pokazali
antimikrobne aktivnosti ni prema jednom od ispitivanih sojeva. Negativni rezultati se mogu objasniti
time da dobijeni peptidi nisu sac¢injeni od kombinacije aminokiselina koje imaju sposobnost da sprece
razvoj testiranih patogenih sojeva. U slucaju pozitivnih rezultata, pozitivno delovanje na inhibiciju
rasta se moze objasniti postojanjem odgovaraju¢e konformacije sekundarne strukture uz prisustvo
aminokiselina koje daju neophodno naelektrisanje i hidrofobnost. lako su pokazali odredeni nivo
aktivnosti, hidrolizatima za koje je zabelezen pozitivan rezultat na inhibiciju rasta patogenih sojeva
neophodno je dalje izvrsiti dodatne provere. Kao jedan od mogucih koraka u daljim ispitivanjima bi
se mogla primeniti ultrafiltracija kako bi se dodatno ispitale antimikrobne aktivnosti frakcija razli¢itih
molekulskih masa, ¢ime bi se ujedno izvrsilo i njihovo izdvajanje. Sve uzorke bi potom trebalo
testirati in vivo.

9.8. Modelovanje enzimske hidrolize primenom Box-Behnken eksperimentalnog plana

Studija optimizacije enzimske hidrolize u cilju dobijanja bioaktivnih peptida sa smanjenim
alergenim svojstvima izvedena je kako bi se detaljnije ispitali uticaji svih procesnih parametara na
stepen hidrolize i odabrana svojstva dobijenih bioaktivnih peptida poput sadrzaja glutena i
antioksidativne aktivnosti odredene na osnovu dve metode. U cilju optimizacije enzimske hidrolize
pomocu endopeptidaze Alkalaze, potrebno je varirati procesne parametre jedan po jedan, pri cemu
svi ostali moraju biti nepromenjeni. Pomocu statisticke metode odzivnih povrsina, ta¢nije Box-
Behnken modela, moZzemo do¢i do kvalitetne optimizacije procesa i objasSnjenja medusobne
povezanosti zadatih reakcionih parametara. Upotrebom ovog modela je moguée ispitati efekte
procesnih parametara na hidrolizu kao i njihove medusobne interakcije, §to je u ovom radu ispitano
modelom koji sadrzi 4 faktora sa 29 nezavisnih eksperimenata. U Tabeli 9.17 prikazane su emprijiske
jednacine odzivnih funkcija, dok su u Tabeli 9.18 detaljno prikazani svi eksperimentalni uslovi i
dobijeni eksperimentalni rezultati. Koli¢ina supstrata (S) izraZena je preko koli¢ine unetih proteina,
dok su merenja antioksidativne i heliraju¢e aktivnosti izvedene pri 3,6 mg/ml. U Tabeli 9.19 dati su
statistiCki podaci koji se odnose na odzivne funkcije Y1-4, kao Sto su koeficijent determinacije,
Fiserov test, greske u fitovanju i drugo.

Tabela 9.17. Odzivne funkcije odabranih svojstava hidrolizata proteina brasna, izrazene

reko kodiranih vrednost odabranih faktora.
Odzivna
funkcija

Empirijska jednacina polinoma drugog reda sa znac¢ajnim faktorima

Y, =419+ 036 XA+ 025XB+1,69XxC—017xD —0,14 X A X B + 0,047 x A X C
DH, % +0,16 X AXD —0,030 X B X C + 0,029 X B X D + 0,085 X C X D
—0,12x A% — 0,10 X B> — 1,26 X C2 — 0,21 x D?

Relativni
dr¥ai elut Y, = 2448 + 2,24 X A — 427 x B— 13,20 X C + 1,05 x D — 15,14 X A X C
Sa rzajo/g utena, —638XBXC+633%xCxD+12,40 x C2
0

Y; =48,44+436 X A+0,3341 xB+11,73 xC—-112%xD +0,6013 X AX B
ABTS, % —0,7289 X AXC+219XAXD —2,46 XxBXC—0,6742 %X B x D
—0,9840 x C x D — 1,49 X A> — 1,80 X B> — 8,41 x C?> — 1,01 x D?
Y, =6785+3367xA+595%xB+3088xC+0,8022xD+0,5773 xAXB
MICA, % +1882XAXC+385XAXD—-304XxBXC—818%XB XD
—2,79%x C xD —14,75 X A> + 0,9128 x B2 — 19,00 X C2? — 3,03 x D?
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Tabela 9.18. Eksperimentalna postavka Box-Behnken modela sa 3 nivoa i 4 odziva.

Eksperimentalne varijable

Eksperimentalni odzivi

BIOJ oH T.oc E/S,% S,g DH 9  RelativnisadrZaj o pre o0 vica o
glutena, %
1 7 50 5,5 2 8,67 11,11 38,70 2,21
2 9 50 5,5 2 18,32 34,55 41,98 81,21
3 7 60 5,5 2 16,24 23,74 42,71 8,61
4 9 60 5,5 2 | 2314 10,73 48,40 89,92
5 8 55 1,0 1 1,58 14,46 25,36 6,79
6 8 55 10,0 1 | 20,04 16,19 52,33 75,09
7 8 55 1,0 3 0,70 14,26 23,25 5,06
8 8 55 10,0 3 19,69 26,14 46,28 62,21
9 7 55 5,5 1 15,50 21,77 45,41 6,25
10 9 55 5,5 1 19,29 15,85 54,66 79,44
11 7 55 5,5 3 8,07 35,15 34,33 4,16
12 9 55 55 3 15,43 28,66 52,33 92,77
13 8 50 1,0 2 1,08 35,53 24,13 1,80
14 8 60 1,0 2 1,55 21,33 30,32 16,86
15 8 50 10,0 2 18,34 58,47 52,55 79,92
16 8 60 10,0 2 19,07 20,31 48,91 82,82
17 7 55 1,0 2 0,97 21,29 24,34 2,12
18 9 55 1,0 2 1,45 22,63 33,82 5,45
19 7 55 10,0 2 19,38 27,49 47,67 14,99
20 9 55 10,0 2 23,14 25,89 54,23 93,62
21 8 50 55 1 13,48 25,48 46,65 39,66
22 8 60 55 1 17,53 27,31 43,51 75,18
23 8 50 55 3 12,94 35,04 52,04 62,53
24 8 60 5,5 3 | 17,87 33,35 46,21 65,31
25 8 55 55 2 21,10 52,60 48,32 70,92
26 8 55 55 2 14,24 25,56 54,15 61,88
27 8 55 55 2 18,99 34,85 47,67 67,56
28 8 55 5,5 2 | 15,82 61,48 46,06 51,73
29 8 55 55 2 17,60 77,53 45,99 57,15
Tabela 9.19. Rezultati dobijeni statistickom obradom podataka pomoéu ANOVA metode.
- Fiserov -
Odzivna dKoefl(.:”er!JF Verovatnoca test Kc_)_e flc.:”em. Greskau | Adekvatna
funkcija etermlznacue (p—vrednost) (F- el el st fitovanju | preciznost
R vrednost) €
Y1 - DH 0,9785 <0,0001 45,52 7,84 4,90 21,011
Y2 -
Relativni 0,6945 0,0008 5,68 34,43 2,45 9,977
sadrzaj
glutena
Y3 - ABTS 0,9014 < 0,0001 9,14 10,05 1,95 10,3086
Y4 — MICA 0,9449 <0,0001 17,15 24,08 2,60 15,8612
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9.8.1. Uticaj ispitanih procesnih parametara na stepen hidrolize pSeni¢nog brasna

Na osnovu podataka dobijenih pomoc¢u metode odzivnih povrsina, jednacina drugog reda data
je kao Y1 u Tabeli 9.18. Odziv za Y1 sadrzi u sebi pH, temperaturu, E/S odnos i sadrzaj proteina,
grafic¢ki prikazano na Slikama 9.8.1 i 9.8.2. Na osnovu eksperimentalnih podataka, najveci stepeni
hidrolize od 23,14% postignuti su pri pH 91 55 °C, kada je E/S odnos bio 10,0%, a takode i pri pH 9,
60 °C i 5,5% E/S. Na osnovu modela, zakljucuje se da na stepen hidrolize bitno utic¢u ulazni faktori,
i to pH, E/S odnos i temperatura. Takode, za modelovanje je bitno ista¢i da vrednost kvadrata E/S
odnosa ima znacajan uticaj na model, dok izmedu parametara nema znacajne interakcije.

Najlosiji stepen hidrolize 0,70% postignut je pri pH 8, 55 °C 1 1,0% E/S, pri ¢emu treba istaci
da su skoro podjednako loSi rezultati stepena hidrolize bili i pri ostalim kombinacijama ulaznih
faktora pH (7-9) i temperature (50-60 °C) sa 1,0% E/S. Ve¢i uticaj na enzimsku hidrolizu u pogledu
procesnih parametara ispoljila je pH vrednost u poredenju sa temperaturom. Razlog za navedeno
najverovatnije lezi u ¢injenici da se pri razlacitim pH vrednostima u osegu 7 do 9 pSeni¢no brasno
drugacije ponasa, da se strukturna mreza glutena na razli¢it na¢in razvija i time omogucava drugaciji
pristup endopeptidazi Alkalazi peptidnim vezama. Takode, analizirane temperature nisu znacajno
uticale na samu proteinsku sirovinu, §to se moZe pripisati jednakom ponaSanju skroba na
temperaturama od 50 do 60 stepeni. Najoptimalnija temperatura za hidrolizu modelom je oznacena
kao 55 stepeni. Povecanje E/S odnosa uslovljava vece vrednosti stepena hidrolize, u ¢itavom opsegu
reakcione pH. Povec¢anjem koncentracije supstrata evidentno je da pri povecanju koncentracije enzma
(E/S odnosa) pri najve¢im vrednostima dolazi do blagog pada ostvarenog stepena hidrolize.
Navedeno je najverovatnije rezultat inhibicije enzima supstratom u viSku, zbog ¢eka se srednja
vrednost supstrata od 2 g moze smatrati najadekvatnijom.

Statisticka p-vrednost je manja od 0,0001, Sto implicira da je primenjeni model statisticki
podoban. Znagajni faktori za empirijsku jedna¢inu modela stepena hidrolize su A, B, C, D i C2. Na
osnovu F vrednosti od 45,52 se takode zakljuCuje da je model znacajan. Vrednost za gresku u
fitovanju od 4,90 ukazuje na to da postoji 6,96% Sanse da taj nedostatak fitovanja poti¢e od Suma.
Vrednost koeficijenta determinacije, R?, iznosi 0,9785 na osnovu ega se takode moze zaklju¢iti da
je model odgovarajuci.

Design-Expert® Software
Factor Coding: Actual
Original Scale

DH

aZS 14
0.7

Xi= A: pH
X2 = C:EIS

Actual Factors
B: T=55.00
D:S=1.99

DH

1.00 7.00

Slika 9.8.1. Prikaz odzivne povrsine stepena hidrolize hidrolizata proteina brasna: uticaj pH
reakcije 1 E/S.
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Design-Expert® Software
Factor Coding: Actual
Original Scale

DH
I23,14

0.7
X1=C:EIS
X=D:S
Actual Factors

A: pH=8.03
B: T=55.00

DH

1.00 1.00

Slika 9.8.2. Prikaz odzivne povrsine stepena hidrolize hidrolizata proteina brasna: uticaj E/S
odnosa i sadrZaja supstrata (S).

9.8.2. Uticaj ispitanih procesnih parametara na alergenost pSeni¢nog braSna

Na osnovu podataka dobijenih pomoc¢u modela, empirijska jednacina odziva za alergenost,
(Y2), data je u Tabeli 9.18. Na osnovu podataka o stepenu hidrolize postignutim pod odredenim
uslovima (pH, T) moguce je izvesti odredene zakljucke koji se odnose na sadrzaj alergenih epitopa u
uzorku. Nema znacajne interakcije izmedu samih ulaznih parametara, znacajni faktori za
modelovanje su C, AC i C? (A — pH reakcije, C — E/S odnos).

Na osnovu eksperimentalnih podataka, zakljuCuje se da najveci uticaj na smanjenje
alergenosti, ispitano na Box-Behnken modelu, imaju pH i E/S odnos (Slika 9.8.3). Najvece smanjenje
alergenosti postignuto je pri pH 9,0 i pri 10,0% E/S.

Na osnovu podataka iz tabele 6. vrednost R? (0,6945) je niska §to ukazuje na lose fitovanje
modela. Sam model je znacajan, §to se vidi na osnovu F—vrednosti (5,68), jer postoji samo 0,08%
Sansi da ova vrednost modela vodi poreklo od Suma. Vrednost greske u fitovanju iznosi 2,45, pri
¢emu ta vrednost nije znacajna, stoga mozemo zakljuciti da model valjano fituje eksperimentalne
rezultate. Medutim, prediktovana vrednost R? iznosi -0,0309, $to ukazuje na to da je predikcija koju
daje model neadekvatna i da je potencijalno bolje koristiti sveobuhvatnu srednju vrednost.

Design-Expert® Software Relativni sadrZaj glutena, %
10.00

Relativni sadrzaj glutena r
# Design Points
I 77.5345

107282

75

X1=ApH
X2=CES
Actual Factors 5.50
B:T=55.00
D:5=200

C: E/S

__-_l-—-

|
=

325

1.00

7.00 7.50 8.00 8.50 9.00

Slika 9.8.3. Prikaz odzivne povrsine alergenosti hidrolizata proteina brasna: uticaj pH
reakcije (A) i E/S odnosa (C).
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9.8.3. Uticaj ispitanih procesnih parametara na antoskidativnu aktivnost pSeni¢nog brasna

U Tabeli 9.18 jednacinama Y3 i Y4 su date empirijske jednacine odzivnih povrSina za ABTS i
MICA aktivnosti. Kada je ispitivana sposobnost hidrolizata proteina brasna da neutraliSe ABTS
radikalski katjon, izveden je zakljucak da su medusobne interakcije izmedu ulaznih parametara pH i
temperature znacajne, kao i da su faktori A, C i C? znacajni za model (A — pH reakcije, C — E/S
odnos). Kod metal-jon helatne aktivnosti, postoji ipak viSe znacajnih interakcija medu parametrima.

Znacajne interakcije medu parametrima kod ABTS antioksidativne aktivnosti su A, C i C2
F—vrednost modela od 9,14 ukazuje na to da je model znacajan, 1 da postoji tek 0,01% moguénosti
da ova vrednost modela potice od Suma. Nedostatak fitovanja u vrednosti od 1,95 ukazuje na to da
nedostatak nije zna¢ajan, $to je u skladu sa tim da model treba adekvatno da fituje eksperimentalne
rezultate.

Zna&ajne interakcije medu parametrima kod metal-jon helatne aktivnosti su A, C, AC, A? i
C2. F—vrednost modela od 17,15 ukazuje na to da je model znacajan, i da postoji tek 0,01%
mogucénosti da ova vrednost modela poti¢e od Suma. Vrednost nedostatka fitovanja od 2,60 ukazuje
na to da nedostatak fitovanja nije znacajan, $to znaci da je model adekvatan za opisivanje zavisnosti
metal-jon helatne aktivnosti od navedenih parametara.

Reakcioni uslovi imaju direktan uticaj na krajnje osobine hidrolizata. Dobijene odzivne
povrsine prikazane na Slici 9.8.4 ukazuju na to da se pri temperaturama reakcije nizim od optimalne
I pri niskim enzim-supstrat (E/S) odnosima ne mogu proizvesti bioaktivni peptidi sa
zadovoljavaju¢im antioksidativnim svojstvima. pH reakcije hidrolize i E/S odnos imaju direktan
uticaj na antioksidativne aktivnosti dobijenih hidrolizata (Slika 9.8.5). Reakcioni uslovi koji
podrazumevaju visoke pH i E/S vrednosti veoma pogoduju nastanku bioaktivnih peptida sa visokim
antioksidativnim aktivnostima (ABTS i MICA), sto je u saglasnosti sa dobijenim rezultatima za
stepen hidrolize (Slika 9.8.1). Opseg pH vrednosti od 7 do 9 pri malim vrednostima E/S odnosa hema
pozitivan uticaj na proizvodnju bioaktivnih peptida koji imaju sposobnost neutralisanja ABTS
radikala.

Za razliku od neutralisanja ABTS radikala, proizvodnja peptida za heliranje jona metala Fe?*
je jos specificniji postupak. U ovom slucaju izuzetna kombinacija vrednosti E/S odnosa i pH reakcije
(Slika 9.8.5b) omogucavaju da se tokom enzimske reakcije produkuju bioaktivni peptidi sa velikim
potencijalom prema heliranju jona metala Fe?*. Veéi stepen hidrolize dobijen pod odgovarajuéim pH
reakcije i pri visokom E/S odnosu u direktnoj je korelaciji sa aktivnijim bioaktivnim peptidima. Kao
§to je prethodno prikazano na Slici 9.8.3, najvece smanjenje alergenosti medu hidrolizatima glutena
je postignuto takode prilikom primene visokih pH vrednosti reakcije 1 E/S odnosa. Na osnovu ovih
rezultata mozemo zakljuciti da E/S odnos 1 pH reakcione smeSe u najve¢oj meri vrse uticaj na
proizvodnju bioaktivnih peptida sa smanjenim alergenim svojstvima. Na osnovu odzivnih povrsina
prikazanih na Slici 9.8.6 vidi se o¢igledan uticaj i vaznost E/S odnosa na antioksidativne aktivnosti
peptida.

Za razliku od metal-jon helatne aktivnosti, sposobnost dobijenih peptida da uklone radikalski
katjon pri istoj koncentraciji proteina je kod svih uzoraka iznad 10%. S obzirom da su sve vrednosti
u opsegu 23-54% aktivnosti, znacajno je istaci da je primenom Alkalaze moguce dobiti bioloski
aktivne peptide koji poseduju moguénost uklanjanja radikalskog katjona. Na osnovu dobijenih
odzivnih povrsina na Slici 9.8.7, ABTS aktivnost dobijenih hidrolizata nije u tolikoj meri uslovljena
reakcionim uslovima pod kojim su proizvedeni (pH i temperatura), za razliku od helatne aktivnosti
hidrolizata ¢ija je aktivnost direktno uslovljena reakcionim uslovima. Povecanjem pH reakcije i
koli¢ine supstrata postizu se vece vrednosti MICA aktivnosti peptida. Uticaj pH reakcije 1 koli¢ine
supstrata ima uticaja na MICA aktivnost hidrolizata. Povec¢anjem vrednosti pH reakcije i koli¢ine
unetog supstrata u sistem postize se proizvodnja peptida sa veCom sposobnosScu heliranja jona metala
(Slika 9.8.8).

Na osnovu eksperimentalnih podataka i rezultata, prikazanih u Tabeli 9.18, mozemo
zakljuciti da pH 7 u potpunosti ne odgovara proizvodnji bioaktivnih peptida koji imaju sposobnost
heliranja jona metala, bez obzira na ostale reakcione uslove. Na proizvodnju bioaktivnih peptida sa
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visokom metal-jon helatnom aktivno$¢u (> 80%) pozitivno deluju pH vrednosti 8 i 9, kao i
temperature 55 i 60 °C. Proizvodnja peptida sa relativno visokom metal-jon helatnom aktivnoséu je
veoma zavisna od pH i temperature pri kojima se odvija enzimska hidroliza, $to nas dovodi do
zakljucka da je proizvodnja peptida sa ovim svojstvima veoma osetljiv postupak. Sa napretkom u
polju enzimske industrije, moguce je pazljivim odabirom enzimskog preparata proizvesti odredene
tipove peptida koji poseduju bioaktivna svojstva (Aluko, 2008). U cilju dobijanja hidrolizata glutena,
postupkom hidrolize proteina pseni¢nog brasna, sa oredenim Zeljenim antioksidativnim svojstvima
neophodno je odabrati pogodne reakcione uslove za njihovu proizvodnju.
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Slika 9.8.4. Prikaz odzivne povrsine stepena a) inhibicije ABTS radikala i b) heliranja jona
metala, hidrolizata proteina brasna: uticaj temperature reakcije hidrolize i E/S odnosa.
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Slika 9.8.5. Prikaz odzivne povrsine stepena a) inhibicije ABTS radikala i b) heliranja jona
metala, hidrolizata proteina brasna: uticaj pH reakcije hidrolize i E/S odnosa.
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Slika 9.8.6. Prikaz odzivne povrsine stepena a) inhibicije ABTS radikala i b) heliranja jona
metala, hidrolizata proteina brasna: uticaj sadrzaja supstrata (S) i E/S odnosa.
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Slika 9.8.7. Prikaz odzivne povrsine stepena a) inhibicije ABTS radikala i b) heliranja jona
metala, hidrolizata proteina brasna: uticaj T i pH reakcije.
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Slika 9.8.8. Prikaz odzivne povrsine stepena heliranja jona metala, hidrolizata proteina
brasna: uticaj pH reakcije hidrolize i sadrzaja supstrata (S).

9.9. Miksolab analiza

9.9.1. Analiza uticaja dodatka hidrolizata proteina brasna na reoloske osobine heljdinog
integralnog brasna

Miksolab je uredaj koji je kreiran u cilju analize svojstava testa pri simultanom dejstvu
mesanja i temperature. Standardni protokol koji je kreiran za potrebe analize pSeni¢nog brasna koji u
sebi sadrzi gluten podrazumeva da je za validnu analizu neophodno posti¢i konzistenciju od 1,1 *
0,05 Nm, koja se uzima kao referentna vrednost (Banu & Aprodu, 2022). Medutim, kod brasna koje
u sebi ne sadrzi gluten (heljdino integralno brasno) postizanje ovog parametra nije obavezno s
obzirom na to da se tehnologije pripreme bezglutenskih proizvoda razlikuju. Medutim, kako bi
rezultati reoloSkih merenja bili uporedivi, poZeljno je da se ispuni ovaj uslov. Kako bi se postigla
zadata konzistencija, stepen hidracije bezglutenskog brasna treba da se podesi za svaki uzorak.
Ukoliko uporedimo termo-mehanicki profil pSeni¢nog brasna (Slika 7.1.) i heljdinog integralnog
brasna (Sa i bez supstitucije, Slika 9.9.1.) moZemo uociti znacajne razlike u profilima i vrednostima
izmerenih parametara. Naime, do modifikacije standardnog protokola je moralo doé¢i usled
nemogucnosti izvodenja analize do kraja primenom heljdinog integralnog brasna. Do prekida u
merenju je dolazilo usled zdrzavanja formiranog testa na lopaticama i posledi¢no odsustva merenja
momenta torzije (Nm). Ovo opaZanje, a potom 1 modifikacija protokola, su u skladu sa zakljuc¢cima
koje su izneli (Torbica, Hadnadev, Doki¢, & Sakac¢, 2008). Razlike u profilima su posledica
hemijskog sastava brasna, kao i1 stepena hidracije neophodnog za postizanje zeljene konzistencije,
kao 1 ponaSanja testa tokom zagrevanja/hladenja i meSanja. Heljdino integralno brasno je odabrano
zarad s obirom na to da je bogato vitaminima B grupe, ima visok sadrzaj proteina koji pozitivno uticu
na ljudsku ishranu, bogato je aminokiselinama (lizin, metionin i triptofan), mineralima, kao i
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nutrijentima koji su prepoznati kao bioaktivni (Cotovanu & Silvia, 2021). S obzirom na odsustvo
glutena i nemoguénosti formiranja glutenske mreze, od interesa je bilo obogatiti ovo integralno
brasno hidrolizatima proteina bra$na sa smanjenim sadrzajem alergenih epitopa. Ovo je radeno u cilju
oplemenjivanja heljdinog integralnog brasna u vidu dodatka hidrolizata proteina pSeni¢nog brasna
kojima je potvrdeno prisustvo bioaktivnih komponenti.

Rezultati prikazani u Tabeli 9.20. su pokazali da je neophodna koli¢ina vode za postizanje
zeljene konzistencije znacajno razli¢ita medu uzorcima. Naime, heljdino integralno brasno je
zahtevalo veci stepen hidracije nego heljdino integralno brasno supstituisano sa 5% hidrolizata
proteina brasna (HB 15% (w/w)). Niska vrednost mehani¢kog slabljenja proteina (MSP) povezana je
sa ve¢om vrednoS¢éu izmerenog momenta torzije nakon 8 minuta meSanja, $to ukazuje na vecu
stabilnost testa tokom mesanja (Banu & Aprodu, 2021). Smanjena vrednost MSP zabeleZena je kod
heljdinog integralnog brasna supstituisanog sa 5% hidrolizata proteina brasna 15% (w/w), 9,57%, §to
ukazuje na prisustvo razli¢itih vrsta proteina brasna i njihove osobine. Stabilnost testa je definisana
kao vreme tokom kog testo uspeSno pruza otpor tokom mesSanja nakon postizanja maksimalnog
momenta torzije, C1 (Cingdz, Akpinar, & Sayaslan, 2023).

Tabela 9.20. Rezultati Miksolab analize heljdinog integralnog brasna i heljdinog integralnog
brasna supstituisanog sa hidrolizatom proteina brasna HB 15% (w/w) (Modifikovani Chopin +
rotokol).

Uzorak HIB HIB + 1% HIB + 5%
HB 15% (w/w) | HB 15% (w/w)

Stepen hidracije (b14%), % 60,2 59,9 53,8
Vreme razvoja testa, min 4,8 58 0,7
Stabilnost testa, min 8,3 8,6 8,9
Amplituda, Nm 0,028 0,022 0,149

CS 0,958 0,939 1,021

Cc2 0,386 0,396 0,433

C3 0,822 0,848 0,848

C4 0,582 0,601 0,803

C5 0,694 0,771 0,996

a, Nm/min -0,088 -0,056 -0,072

£, Nm/min 0,170 0,202 0,134

y, Nm/min 0,000 0,022 -0,014
C1-C2, Nm 0,762 0,672 0,696
C3-C2, Nm 0,436 0,452 0,415
C3-C4, Nm 0,240 0,247 0,045
C5-C4, Nm 0,112 0,17 0,193

MSP, % 16,55 12,08 9,57

TMSP, % 49,83 50,84 52,08
Stabilnost skrobne paste 0,71 0,71 0,95
PRS, % 16,14 22,05 19,38

HIB — heljdino integralno brasna, HIB + 1% HB 15% (w/w) — heljdino integralno brasno supstituisano
sa 1% HB 15% (w/w), HIB + 5% HB 15% (w/w) — heljdino integralno brasno supstituisano sa 5% HB
15% (wiw)

Tokom druge faze analize, sa porastom temperature dolazi do smanjenja vrednosti momenta
torzije do vrednosti C2, tj. dolazi do smanjenja konzistencije testa (Hadnadev, Torbica, & Hadnadev,
2011; Cingoz & Yoriikoglu, 2022). Tokom ovog koraka grejanja zamese, proteini su podvrgnuti
promenama u sekundarnoj, tercijarnoj i kvarternernoj strukturi (Schmiele, Felisberto, Clerici, &
Chang, 2017). Smesa heljdinog integralnog brasna supstituisana sa 5% hidrolizata proteina brasna
HB 15% (w/w) pokazala je manje smanjenje u vrednosti C2 u odnosu na ostale uzorke, §to je
pokazatelj da je doslo do manjeg slabljenja proteinske strukture u testu, $to je pozeljno (Cingoz,
Akpinar, & Sayaslan, 2023). Na kraju druge faze se ocitava vrednost brzine slabljenja proteinske
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strukture (¢, Nm/min), koja predstavlja nagib izmedu poslednje tacke u prvoj fazi i poslednje tacke
(C2) u drugoj fazi. Smanjenje vrednosti nagiba je pokazatelj da je brzina propadanja proteinske
strukture veca.

U trec¢oj fazi analize skrobne materije preuzimaju glavnu ulogu, dok promene koje se desavaju
u strukturi proteina nemaju vise toliko uticaja na vrednost izmerenog momenta torzije. Povecanje
vrednosti momenta torzije je pokazatelj bubrenja prisutnih skrobnih granula usled apsorpcije vode.
Izmerene vrednosti C3 za odabrane uzorke nisu pokazale znacajne razlike medu njima, iako su
vrednosti za uzorke delom supstituisanih sa hidrolizatima proteina brasna pokazale neSto vecu
vrednost u odnosu na kontrolu. Sto su izmerene vrednosti brzine geliranja skroba (8, Nm/min) bliZze
1, to je veca viskoznost testa, tacnije testo je tvrde (Cingdz & Yoritkoglu, 2022). Ova vrednost je bila
najvisa kod heljdinog integralnog braSna supstituisanog sa 1% hidrolizata brasna HB 15% (w/w),
0,202 Nm/min, dok je kod heljdinog integralnog brasna supstituisanog sa 5% hidrolizata brasna HB
15% (w/w) vrednost bila 0,134 Nm/min. Na osnovu ovoga mozemo zakljuéiti da povecana koli¢ina
dodatih hidrolizata proteina brasna negativno uti¢e na brzinu geliranja skroba.

Heljdino integralno brasno
Heljdino integralno brasno + 1% HB 15% (w/w) ——— Temperatura bloka
15— Heljdino integralno brasno + 5% HB 15% (w/w) Temperatura testa — 100

1,4 -
1,3
1,2
1,1 -
1,04
0,9
0,8 -
0,7
0,6
0,5
0,4 [ o5
0,3 2
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0,0|l||l|ll||||ll|||ll|||lll|l|ll|||ll|l||l|ll|l 0
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Slika 9.9.1. Mixolab® krive ispitanog heljdinog integralnog brasna, heljdinog integralnog
brasna supstituisanog sa 1% HB 15% (w/w) i heljdinog integralnog brasna supstituisanog sa 5% HB
15% (w/w). Ciljana vrednost konzistencije zamese postavljena je na C1=1,1 + 0,0 Nm.

Smanjenje vrednosti momenta torzije u cetvrtoj fazi (C4) analize je rezultat fizickog oStecenja
1 propadanja skrobnih granula usled simultanog delovanja meSanja i poviSene temperature
(Hadnadev, Torbica, & Hadnadev, 2011). U ovoj regiji skrobni gel zadrzava stabilnost i smatra se
regijom koja daje podatak o amilolitickoj aktivnosti enzima. SmeSa heljdinog integralnog braSna
supstituisana sa 5% hidrolizata braSna HB 15% (w/w) je pokazala znacajno viSe vrednosti momenta
torzije (C4=0,803 Nm) u poredenju sa kontrolnim heljdinim integralnim brasnom (C4=0,582 Nm).
S obzirom na manju razliku u vrednosti izmedu parametara C3 1 C4 kod heljdinog integralnog braSna
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supstituisanog sa 5% hidrolizata proteina brasna HB 15% (w/w), mozZemo zakljuditi da je kod ovog
uzorka manja aktivnost Amilaza (Hadnadev, Torbica, & Hadnadev, 2011). Dodatak hidrolizata ¢ini
se da uti¢e na strukturu geliranog skroba $to mu omogucava da duzi period zadrzi svoju stabilnost.
Povecanje vrednosti gama ukazuje na potencijalno smanjenje aktivnosti Amilaza, a time i smanjenje
brzine degradacije enzima (Cingtz, Akpinar, & Sayaslan, 2023).

Tokom pete faze analize, koja podrazumeva postupak hladenja, dolazi do retrogradacije
skroba (rekristalizacija i reasocijacija molekula skroba (Gujral, Sharma, & Khatri, 2018)), i samim
tim se povecava vrednost momenta torzije C5. Uzorak heljdinog integralnog brasna supstituisanog sa
5% hidrolizata proteina brasna HB 15% (w/w) je pokazao najvecu vrednost C5 (0,996 Nm) kao i
najvisu vrednost za retrogradaciju skroba. Kontrolno brasno je pokazalo najnize vrednosti C5.
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10. Zakljucak

Glavni cilj ove doktorske disertacije je bio pronalazenje odgovaraju¢eg enzimskog preparata
u postupku hidrolize glutena ¢ijim delovanjem bi se smanjila alergenost, poboljsala funkcionalna i
antioksidativna svojstva. Osim enzimskog tretmana, bilo je neophodno ispitati i mogué¢nost primene
pretretmana u cilju poboljSanja samog postupka enzimske hidrolize. Kori§¢eni enzimski preparati su
odabrani na osnovu u¢inka u preliminarnim istrazivanjima. Primena komercijalne endopeptidaze
Alkalaze se pokazala kao najucinkovitija u studiji sprovedenoj za potrebe izrade ove disertacije.
Rezultati su pokazali da medu testiranim enzimima, ovaj enzim ima najvec¢i potenicjal za hidrolizu
proteina glutena. Primena mikrotalasnog pretretmana je imala za cilj da ispita da li dejstvom
mikrotalasa u mikrotalasnom reaktoru dolazi do strukturnih promena u proteinima glutena i/ili do
njihove razgradnje. Osim model sistema gde je koriS¢en komercijalno dostupni gluten, Alkalaza je
primenjena i u realnom sistemu u kom su hidrolizovani proteini pSeni¢nog brasna, gde su istovremeno
bili prisutni proteini pSenice koji grade gluten kao i ugljeni hidrati, skrob pre svega. Na kraju je
izvedena studija pomoc¢u metode odzivnih povrsina od ukupno 29 nezavisnih eksperimenata gde je
primenjena Alkalaza u postupku hidrolize brasna da bi se utvrdili optimalni uslovi sa aspekta
smanjenja alergenosti. Hidrolizatu brasna sa detektovanim najmanjim sadrzajem toksi¢nih epitopa
glutena ispitana je mogucnost primene u realnom sistemupri formulisanju bezglutenskog proizvoda
od heljdinog brasna. Tacnije ispitan je uticaj dodatka hidrolizata brasna na reoloSke osobine
integralnog heljdinog brasna na Miksolabu. Osim Alkalaze, ispitano je i dejstvo enzima Pronaze na
moguénost hidrolizovanja proteina glutena u model sistemu. Kao i kod Alkalaze, hidrolizatima
dobijenim dejstvom Pronaze su takode ispitana sva funkcionalna svojstva, alergenost i strukturne
promene. Ovaj deo istrazivanja izveden je sa ciljem da se teorijski ispita moguénost primene jo$
nekog enzima na proteine glutena, a koji se ¢esto ne srece u literaturi.

Prva istrazivanja sprovedena su sa ciljem pronalaska inovativnog neinvazivnog fizickog
tretmana koji bi se upotrebio zarad modifikacije molekula proteina glutena i kao pretretman za
olaksano i pobaljsano delovanje endopeptidaza. U drugom delu istrazivanja, gluten je podvrgnut
postupku enzimske hidrolize pomoc¢u enzima Alkalaze i Pronaze. U tom delu je u slu¢aju Alkalaze
ispitana moguénost primene mikrotalasnog pretretmana u cilju poboljSanja dejstva enzima tokom
hidrolize. Takode Alkalaza je primenjena i u sistemu gde su ostale prirodno prisutne skrobne materije
medu proteinima glutena. Hidroliza Pronazom izvrSena je na model sistemu. Glavni zakljucci koji se
mogu istaci su sledeci:

= Primena mikrotalasnog zra¢enja razli¢ite snage u opsegu 200-800 W na proteine
glutena, rezultovala je u smanjenoj detekciji sadrzaja glutena u svim tretiranim
uzorcima u poredenju sa netretiranim uzorkom polazne sirovine.

= Mikrotalasni tretman sproveden pomocu snage od 200 W rezultovao je u najvecem
smanjenju detektovanog relativnog sadrzaja glutena, pri ¢emu su ti uzorci zadrzali
39,65 + 1,69% svog pocetnog alergenog sadrzaja. Ova snaga mikrotalasa je odabrana
za vrSenje pretretmana za potrebe dalje enzimske hidrolize i Smanjenja alergenosti.

= U slucaju uzorka gde je primenjena snaga od 400 W pretpostavlja se da je do vece
vrednosti alergenog sadrzaja doslo usled promena u konformaciji proteina, tacnije
odredeni epitopi glutena postali su dostupniji antitelima koja se koriste u ELISA testu.
Povecana snaga mikrotalasa moze rezultovati u drugacijim strukturnim promenama za
koje se, osim potencijalnog razaranja i izlaganja eptiopa, pretpostavlja da ukljucuju
agregaciju i smanjenu rastvorljivost.

= Primenjene snage mikrotalasa 200-800 W, kao pretretmani za potrebe hidrolize
glutena pomoc¢u Alkalaze (pH 8,0, T 60 °C), imali su pozitivan uticaj na unapredenje
postupka hidrolize. Naime, svi pretretmani doveli su do znacajnog povecanja
postignutog stepena hidrolize (p < 0,05), pri ¢emu je najveéi stepen hidrolize postignut
sa mikrotalasnim pretretmanom od 600 W (DH 32%). Moze se zakljuditi da
mikrotalasni tretman dovodi do promena u strukturi proteina, ¢ime oni postaju lako
dostupni enzimu. Zabelezene vrednosti alergenih svojstava medutim ne prate trend
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porasta postignutog stepena hidrolize. Naime, statisti¢ki znacajno veci (p < 0,05)
sadrzaj alergenih epitopa zabelezen je kod hidrolizata pretretiranog sa 600 W.
Pretretman snagom od 200 W je u blagoj meri doprineo smanjenju sadrzaja proteina
glutena u dobijenom hidrolizatu u poredenju sa kontrolnom hidrolizom.

Primena Alkalaze u postupku hidrolize realnog supstrata, pSeni¢nog brasna, u sistemu
u kom su prisutne skrobne materije, rezultovalo je u postignutim stepenima hidrolize
od 18,41 £ 0,73% do 23,49 = 0,64%, u zavisnosti od koncentracije pripremljene
suspenzije. Kod svih uzoraka zebeleZeno je smanjenje sadrzaja detektovanih alergenih
epitopa u poredenju sa polaznom sirovinom.

Prisustvo skrobnih materija nije dovelo do ometanja postupka enzimske hidrolize u
poredenju sa kontrolnom hidrolizom glutena, naprotiv, prisustvo skrobnih materija se
pokazalo kao odli¢no sredstvo protiv umrezavanja proteina glutena i samim tim
omogucen je lak$i pristup enzimu peptidnim lancima. Povecana koncentracija
skrobnih materija u suspenziji glutena iste zapremine nije pozeljna usled smanjene
dostupnosti vode, pri ¢emu se teSko izdvajaju hidrolizovani proteini. Maksimalna
optimalna koncentracija suspenzije utvrdena je da je 15%.

Primena enzima Pronaze na model sistemu glutena rezultovala je u porastu stepena
hidrolize sa povecanjem koli¢ine primenjenog enzima, pri ¢emu se detektovani
alergeni sadrzaj glutena smanjuje sa povec¢anjem postignutog stepena hidrolize.

Nakon izvrSenih pretretmana i/ili enzimskih hidroliza, svim uzorcima su ispitane strukturne
promene u cilju daljeg objasnjenja uticaja pretretmana i enzimske hidrolize. Primenom FTIR
spektroskopije, SDS-PAGE elektroforeze, RP-HPLC hromatografije i merenjem veli¢ina i raspodele
Cestica bilo je moguce detaljnije utvrditi do kojih promena u strukturi je doslo primenom prethodno
pomenuth metoda modifikacije. Neki od zakljucaka su sledeci:

Dekonvolucijom Amid I trake glutena, svih mikrotalasno tretiranih i mikrotalasno
pretretiranih hidrolizovanih uzoraka moguce je dobiti uvid u promenu sadrzaja delova
sekundarne strukture proteina. Mikrotalasni pretretman je sa povecanjem snage
mikrotalasa 200800 W uticao na promenu sadrzaja pristunih a-heliksa, pri ¢emu je
najmanji sadrZaj zabeleZen kod uzorka pretretiranog mikrotalasnog snagom od 200 W
(16,6%). Znacajno povecan sadrzaj produzenih fS-ploca zabeleZen je kod uzoraka
tretiranih sa 400-800 W $to je u saglasnosti sa rezultatima koji se odnose na formiranje
disulfidnih veza, dok je kod uzorka tretiranog sa 200 W jedino zabelezena promena u
sadrzaju intermolekulskih f-plo¢a. Kod hidrolizata pretretiranih sa 200 1 400 W
zabeleZzena je reorganizacija u ukupnom sadrzaju a-heliksa. Kod svih uzoraka
(mikrotalasno pretretirani 1 mikrotalasno pretretirani hidrolizati) zabeleZeno je
smanjenje intenziteta traka u Amid V1 regiji na 560 cm u poredenju sa kontrolnim
netretiranim uzorkom glutena. S obzirom da se vibracije S-S veza detektuju na ovoj
talasnoj duzini, zakljucuje se da mikrotalasni pretretman zaista dovodi do promena u
broju disulfidnih veza i da deluje u vidu povecanja/smanjenja sadrzaja sulfhidrilnih
grupa u molekulima proteina glutena. SDS-PAGE elektroforeza mikrotalasno
tretiranih uzoraka glutena pokazala je da mikrotalasi nemaju uticaj na primarnu
strukturu proteina glutena. Razlike u elektroforetskim profilima zabeleZzene su kod
mikrotalasno (200 W) pretretiranog hidrolizata, gde je zabelezeno potpuno odsustvo
frakcija gliadina i glutenina u opsegu molekulskih masa 25-50 kDa. Za isti hidrolizat
zabelezena vrednost Zeta potencijala (-31,03 £ 2,18 mV) ukazuje na dobru fizicku
stabilnost. Hromatogrami hidrolizata glutena pokazali su razlike u koli¢ini prisutnih
polarnih frakcija polipeptida.

FTIR spektri hidrolizata brasna (HB), nakon dekonvolucije, pokazali su da je doslo do
promena u sekundarnoj strukturi. Pove¢an sadrzaj S-ploca zabeleZen je kod svih
hidrolizata u poredenju sa polaznom sirovinom, najveci sadrzaj a-heliksa kao i
najmanji sadrzaj jezgara (17,20% 1 43,27%, respektivno) medu uzorcima hidrolizata
zabelezen je kod uzorka HB 15% (w/w). SDS-PAGE elektroforezom pokazano je da
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su hidrolizom uklonjene sve frakcije peptida veée od 40 kDa, i da je povecano
prisustvo peptida manjih od 25 kDa kod svih hidrolizata. Naelektrisanje svih uzoraka
hidrolizata je znaCajno promenjeno, medutim izmerene vrednosti potencijala ukazuju
na to da ovi hidrolizati ne formiraju stabilne rastvore. Hromatogrami zabelezeni za sve
uzorke isticu razlike u polarnosti dobijenih hidrolizata.

Hidrolizati Pronaze su pokazali promene u sekundarnoj strukturi primenom razlicite
koncentracije enzima, a najveta promena zabeleZena je u sadrzaju f-ploca. Sa
povecanjem koli¢ine primenjenog enzima, Pronaza ima dobar uc¢inak u uklanjanju
frakcija glutena veli¢ine 15-40 kDa, medutim na frakcije manje od ~20 kDa nije imala
zabelezen uticaj. Uzorak sa najveéim stepenom hidrolize pokazao je najvece
naelektrisanje, i znacajnu promenu u hromatografskom profilu u poredenju sa ostalim
uzorcima.

Funkcionalna svojstva hidrolizata glutena (GK) i mikrotalasno pretretiranog
hidrolizata glutena (GHMT) su unapredena u odnosu na polaznu sirovinu. Najveéi
indeks emulgujuce aktivnosti zabelezen je kod GHMT posle 135 min hidrolize (50,66
+ 3,10 m?g), dok je najve¢a emulgujuéa stabilnost mikrotalasno pretretiranog
hidrolizata zabeleZena nakon 45 min hidrolize (3,06 + 0,42 h). Uzorak krajnjeg
hidrolizata je pokazao najveéu emulgujuéu stabilnost (3,30 + 0,31 h). Kapacitet
penjenja je kod oba hidrolizata pokazao maksimalnu vrednost nakon 45 min hidrolize
(60%), dok se stabilnost formiranih pena razlikuje, i to nepretretirani hidrolizat je
maksimalnu vrednost stabilnosti pene pokazao nakon 45 min hidrolize, dok je kod
mikrotalasno pretretiranog hidrolizata maksimum zabelezen nakon 135 min hidrolize.
U oba slucaja, ekstenzivnom hidrolizom su zna¢ajno smanjeni kapacitet formiranja (<
50%) i stabilnost (< 20%) formirane pene. Mikrotalasni pretretman je znacajno (p <
0,05) smanjio kapacitet penjenja krajnjeg hidrolizata u poredenju sa kontrolnom
hidrolizom.

Ispitivanjem antioksidativnih i metal jon helatnih aktivnosti, mikrotalasno pretretirani
hidrolizat glutena je pokazao statisticki znacajnu razliku u aktivnosti heliranja jona
metala. Medutim, oba hidrolizata su pokazala relativno visok stepen sposobnosti
neutralizacije ABTS radikala (> 60%), dok su za neutralizaciju DPPH radikala
zabelezene aktivnosti od 30-50%. Metal-jon helatne aktivnosti svih uzoraka bile su
1zuzetno visoke, ¢ime se ovo svojstvo hidrolizata glutena izdvaja u odnosu na ostala.
Mikrotalasni pretretman je imao svoj znacajni doprinos u smanjenju 1Cso vrednosti
(mg/ml) hidrolizata glutena prilikom merenja sposobnosti neutralizacije DPPH
radikala.

Detaljnijim ispitivanjem frakcija hidrolizata glutena sa 1 bez pretretmana pomocu
ultrafiltracije, pokazano je da mikrotalasni pretretman zaista ima znac¢ajan doprinos za
proizvodnju peptida manjih molekulskih masa 3—-10 kDa sa veé¢im afinitetom za
heliranje jona Fe?*. Medu frakcijama oba hidrolizata nisu zabeleZena znacajnija
odstupanja u aktivnostima frakcija prema ABTS radikalu, medutim, neznatno
poboljsanje u aktivnosti prema DPPH radikalu su ispoljile frakcije mikrotalasno
tretiranog hidrolizata veli¢ine 3—10 kDa.

Mikrotalasni pretretman se moze koristiti u svrhe proizvodnje hidrolizata glutena sa
unapredenim funkcionalnim 1 antioksidativnim svojstvima uz smanjenu alergenost.
Emulgujuca svojstva brasna znacajno su unapredena postupkom hidrolize, pri ¢emu
je najveca vrednost zabelezena kod hidrolizata brasna HB 10% (w/w) (129,58 + 18,10
m?/g), §to znaci da je dovoljna koli¢ina hidrolizata adsrbovana na povrsini uljanih
kapi. Stabilnosti emulzija dobijenih pomocu hidrolizata brasna su unapredene, mada
ne znacajno. Pra¢enjem hidrolize uzorka sa najmanjom zabelezenom alergenoscu,
zabeleZeno je da kapacitet i stabilnost pene opadaju sa protokom vremena hidrolize. S
tim u vezi, najve¢i doprinos je zabelezen nakon 15 min hidrolize pSeni¢nog brasna,
¢ime je postignuto da kapacitet penjenja bude unapreden preko 30% u odnosu na
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pocetni  uzorak, dok se ista razlika belezi 1 za stabilnost pene. Kontrolisanim
postupkom hidrolize moguée je proizvesti hidrolizate sa unapredenim funkcionalnim
svojstvima.
= U poredenju sa polaznim uzorkom, za sve hidrolizate je zabelezena unapredena
aktivnost prema neutralisanju ABTS radikala, pri ¢emu je najveca aktivnost
zabelezena kod uzorka HB 15% (w/w) nakon 45 min hidrolize (72,67 £ 1,16%).
Analizom uzoraka tokom vremena nije zabelezena znacajna razlika u ABTS aktivnosti
nakon 15 min hidrolize. Merenjem DPPH aktivnosti maksimum je zabelezen takode
kod uzorka HB 15,0% (w/w) nakon 15 min hidrolize, 43,88 + 7,12%, dok je kod ostalih
uzoraka zabelezen pad aktivnosti. Ovime je potvrdeno da manji peptidi nemaju veliku
sposobnost neutralisanja DPPH radikala. Merenjem aktivnosti heliranja jona metala,
pokazano je da afinitet prema jonu Fe?* raste sa porastom stepena hidrolize, tj sa
smanjenjem duzine peptidnih lanaca. Maksimum vrednosti je zabeleZzen kod HB
10,0% (w/w), 89,53 + 0,63%. Polovina maksimalne inhibitorne koncentracije uzoraka
prema jonu Fe?* je u rangu rezultata dobijenih za hidrolizate glutena sa i bez
mikrotalasnog pretretmana. Ovim se potvrduje da prisustvo skrobnih materija ne
ometa proces enzimske hidrolize u pogledu proizvodnje bioaktivnih peptida smanjene
alergenosti 1 unapredenih svojstava. Takode, interesantno je ista¢i da je do razlike
izmedu ICsp (mg/ml) vrednosti hidrolizata brasna i hidrolizata glutena sa i bez
pretretmana doslo prilikom merenja ABTS i DPP aktivnosti. Svi hidrolizati brasna su
pokazali priblizno dva puta vecu ICso (mg/ml) vrednost za ABTS u poredenju sa
hidrolizatima glutena, dok je jedino za hidrolizat brasna HB 15,0% (w/w) nakon 15
min hidrolize zabeleZena skoro ista 1Csg (mg/ml) vrednost od 4,26 + 1,934 mg/ml, kao
kod hidrolizata glutena.
= Za hidrolizate glutena dobijenih pomocu Pronaze zabelezeno je unapredenje
funkcionalnih svojstava sa poveéanjem stepena hidrolize. Emulgujuéa svojstva su
unapredena, pri ¢emu je najveca vrednost emulgujuce aktivnosti kao i stabilnosti
zabeleZena kod uzorka sa najve¢im postignutim stepenom hidrolize (P 10). Kapacitet
1 stabilnost pene opadaju sa porastom stepena hidrolize, pri ¢emu je maksimalna
vrednost kapaciteta penjenja zabeleZena za uzorak P1, i to 82,02 £ 0,16%. Primenom
Pronaze pod kontrolisanim uslovima hidrolize mogu se dobiti peptidi dovoljno velikih
duzina da formiraju stabilne pene.
= Kao iu slucaju mikrotalasno pretretiranog i netretiranog hidrolizata glutena dobijenih
pomocu Alkalaze, i kod hidrolizata dobijenih Pronazom zabeleZen je isti trend
antioksidativnih i metal-jon helatnih aktivnosti. Najveci stepen hidrolize rezultovao je
u najvecoj i znacajno razlicitoj aktivnosti prema ABTS radikalu, 69,07 £ 4,12% (p <
0,05). DPPH aktivnost nije znac¢ajno unapredena sa porastom stepena hidrolize
primenom Pronaze. U poredenju sa ostalim hidrolizatima dobijenih pomoc¢u Alkalaze,
ICso (mg/ml) vrednosti ovih uzoraka ne pokazuju znacajna odstupanja. Na osnovu
ovoga mozemo zakljuciti da se Pronaza moZe primeniti u proizvodnji bioaktivnih
peptida, i da se moze postiéi isti u¢inak kao i primenom Alkalaze. Sa porastom stepena
hidrolize unapredena je i aktivnost prema heliranju jona Fe?*, $to je u relaciji sa do
sada objaSnjenim rezultatima za sve prikazane hidrolizate. Smanjena vrednost 1Cso
(mg/ml) prema heliranju jona metala je pokazatelj da je Pronaza manje efikasna u
proizvodnji bioaktivnih peptida sa afinitetom prema heliranju jona Fe?*.
= Antimikrobne aktivnosti svih pomenutih uzoraka su odredene u eksperimentu sa tri
patogena soja. Antimikrobne aktivnosti prema E. coli pokazali su uzorci HB 15,0%
(w/w) nakon 15 i 45 min hidrolize, dok je uzorak HB 15,0% (w/w) — 30 min pokazao
aktivnost prema S. aureus.
Optimizacija postupka enzimske hidrolize proteina brasna izvrSena je primenom metode
odzivnih povrS$ina, pri ¢emu su ispitani parametri pH, temperatura, E/S odnos i koli¢ina supstrata S
(g proteina). Na osnovu dobijenih odzivnih povrS$ina, izvedeni su slede¢i zakljucci:
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e pH 9, temperature od 55-60 °C, i E/S odnosi od 5,5-10% su operativni uslovi
neophodni za postizanje visokih stepena hidrolize.

e Najvedi uticaj na smanjenje alergenosti dobijeno tumacenjem ovog modela imaju pH
1 E/S odnos. Najvece smanjenje alergenosti zabeleZeno je pri pH 9 1 E/S od 10,0%.

e Na antioksidativne aktivnosti (ABTS i MICA) hidrolizata najveci uticaj imaju pH i
E/S odnos, pri ¢emu mali E/S odnos ne pogoduje nastanku bioaktivnih peptida,
nezavisno od pH.

e Proizvodnja bioaktivnih peptida specifi¢nih prema jonima Fe?* direktno je uslovljena
kombinacijom E/S odnosa i pH reakcije. Znacajan doprinos ima i koli¢ina supstrata
koja se koristi u postupku hidrolize. pH vrednosti 8 i 9 pozitivno deluju na proizvodnju
bioaktivnih peptida.

U cilju ispitivanja prakti¢ne primene dobijenih hidrolizata za potrebe formulisanja novih
proizvoda sa smanjenim sadrzajem glutena, hidrolizat brasna je dodat u integralno heljdino brasno i
izvrSena je kompletna analiza dobijene zamese testa pomoc¢u Miksolaba. Ispitan je uticaj hidrolizata
proteina glutena na termo-mehanicka svojstva supstituisanog heljdinog integralnog brasna. Na
osnovu sprovedenih merenja, isticu se sledeci zakljucci:

e Dodatak hidrolizata braSna sa smanjenim sadrzajem toksi¢nih epitopa glutena
pozitivno deluje na ocuvanje formirane proteinske mreze tokom zagrevanja testa.
Dodatak hidrolizovanih proteina glutena ojacava proteinsku strukturu zamese i €ini
testo stabilnijim.

e Zamesa heljdinog integralnog brasna supstituisana sa 5% HB 15% (w/w) pokazala je
smanjenu aktivnost Amilaza, kao i ve¢u stabilnost geliranog skroba.

e Tokom faze retrogradacije skroba, najvece vrednosti parametara izmerene su kod
heljdinog integralnog brasna supstituisanog sa 5% HB 15% (w/w).

Pregledom rezultata dobijenih tokom eksperimentalnih istrazivanja sprovedenih za potrebe
izrade ove disertacije dat je uvid u delovanje mikrotalasnog zracenja na strukturu proteina glutena,
njegova alergena i funkcionalna svojstva. Ujedno, primena ovakvog pretretmana predstavlja novinu
u sferi istrazivanja koja se bave glutenom i samim tim daje doprinos tom nau¢nom polju. Hidrolizati
proteina dobijeni pomocu enzimskih preparata pokazali su da je ostvareno unapredenje funkcionalnih
svojstava. Primenom enzimske hidrolize u realnom sistemu poput pseni¢nog brasna u kom su proteini
glutena prisutni zajedno sa skrobnim materijama, moguce je ostvariti ustede prilikom izdvajanja
modifikovanih proteina glutena. Ovako modifikovane proteine glutena moguce je uzeti u razmatranje
prilikom kreiranja novih proizvoda sa smanjenim alergenim svojstvima kao i sa unapredenim
funkicionalnim svojstvima.
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Slika P 4. FTIR spektri a) netretiranog glutena i mikrotalasno tretiranog glutena, b)
netretiranog glutena, kontrolnog hidrolizata glutena i mikrotalasno pretretiranih hidrolizata glutena
(Alkalaza, pH 8, 60 °C).
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Dokaz o placenoj naknadi za koriséenje usluge BioRender

Invoice

Invoice number 27D429BC-0001
Date of issue  July 31, 2023
Date due July 31, 2023

Science Suite Inc. DBA BioRender
49 Spadina Avenue

Suite 200

Toronto Ontario M5V 21

Canada

+1844-970-3616
support@biorender.com

$39.00 USD due July 31,2023

Bill to
Ilvana Gazikalovi¢

Belgrade

11070

Serbia
igazikalovic@tmf.bg.ac.rs

bioRender

Ship to
Ivana Gazikalovi¢

Belgrade
1070
Serbia

Pay online

Description Qty Unit price Amount

Academic Individual Plan Monthly {Charged in USD) (per seat) 1 $39.00 $39.00

Jul 31 - Aug 31, 2023
Subtotal $39.00
Total $39.00
Amount due $39.00 USD

Wire Payment (ACH) Information:

Please send wire payments to: SCIENCE SUITE INC.

ABA/Routing Number: 026013958

Beneficiary Account Number: 665857182

Wire Payment Information:

Swift Code: CINAUSEL (International)

Bank Name: City National Bank, Bank Address: 1140 Avenue of the Americas, New York, NY 10036

27D429BC-0001 - $39.00 USD due July 31, 2023 Page 10f 1
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Biografija autora

Ivana V. Gazikalovi¢ rodena je 21.06.1992. godine u Beogradu, Republika Srbija, gde je
zavr$ila osnovnu Skolu i1 gimnaziju. Osnovne studije na TehnoloSko-metalurSkom fakultetu,
Univerziteta u Beogradu, studijski program Biohemijsko inZenjerstvo i biotehnologija upisala je
Skolske 2011/12 godine, a diplomirala je 2015.godine. Master studije na Tehnolosko-metalur§kom
fakultetu, Univerziteta u Beogradu, studijski program Biohemijsko inzenjerstvo i biotehnologija
upisala je Skolske 2015/16 godine i zavrs$ila 2016. godine. Doktorske studije je upisala Tehnolosko-
metalurSkom fakultetu, Univerziteta u Beogradu, studijski program Biohemijsko inzenjerstvo i
biotehnologija skolske 2016/17 godine pod mentorstvom prof. dr. Zorice Knezevi¢-Jugovié. Bila je
stipendista-doktorand Ministarstva prosvete, nauke i tehnoloskog razvoja u okviru projekta I11 46010
od aprila 2017.godine. U junu 2018.godine je prema javnom pozivu za ukljucivanje mladih
istrazivaca na projekte Ministarstva stekla zvanje istrazivac pripravnik i zaposlena u Inovacionom
centru Tehnolosko-metalurskog fakulteta. Ucesnik je projekata III 46010, Eurcka E!13082
BIOFLOSBAKE - LAVGLU, COST — PHOENIX, AmnioPrintCare PROMIS 2023, nekoliko
inovacionih vaucera i sajmova.

Ivana V. Gazikalovi¢ je, kao autor i koautor do sada u¢estvovala u izradi 1 rada u vrhunskom
medunarodnom casopisu (M21), 3 rada u istaknutim medunarodnim ¢asopisima (M22) i 1 rada u
medunarodnom casopisu (M23), vise konferencijskih radova (M30, M60 kategorije), 1 tehnickog
reSenja i 1 prijave domaceg patenta.
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Izjava o autorstvu

Ime i prezime autora Ivana V. Gazikalovi¢
Broj indeksa 4016/2016

Izjavljujem

da je doktorska disertacija pod naslovom

Enzimska modifikacija pSeni¢nog glutena u cilju smanjenja njegove alergenosti i
poboljsanja funkcionalnih svojstava

e rezultat sopstvenog istrazivackog rada;

e da disertacija u celini ni u delovima nije bila predloZena za sticanje druge diplome
prema studijskim programima drugih visoko$kolskih ustanova;

e da su rezultati korektno navedeni i

e da nisam krsio/la autorska prava i koristio/la intelektualnu svojinu drugih lica.

U Beogradu, Potpis autora L
07.03.2024. Vaua Gazixalov o
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Izjava o istovetnosti Stampane i elektronske verzije doktorskog rada

Ime i prezime autora [vana V. Gazikalovi¢

Broj indeksa 4016/2016
Studijski program Biohemijsko inZenjerstvo i biotehnologija

Naslov rada Enzimska modifikacija pSeni¢nog glutena u cilju smanjenja njegove alergenosti i
poboljSanja funkcionalnih svojstava

Mentor Prof. dr Zorica KneZevié-Jugovié, redovni profesor Univerziteta u Beogradu.
Tehnolosko-metalurski fakultet

Izjavljujem da je Stampana verzija mog doktorskog rada istovetna elektronskoj verziji
koju sam predao/la radi pohranjivanja u Digitalnom repozitorijumu Univerziteta u
Beogradu.

Dozvoljavam da se objave moji litni podaci vezani za dobijanje akademskog naziva
doktora nauka, kao $to su ime i prezime, godina i mesto rodenja i datum odbrane rada.

Ovi liéni podaci mogu se objaviti na mreZnim stranicama digitalne biblioteke, u
elektronskom katalogu i u publikacijama Univerziteta u Beogradu.

U Beogradu, Potpis autora :
07.03.2024. Ko Gazikalore
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Izjava o koriScenju

Ovlaséujem Univerzitetsku biblioteku ,Svetozar Markovi¢“ da u Digitalni repozitorijum
Univerziteta u Beogradu unese moju doktorsku disertaciju pod naslovom:

Enzimska modifikacija pSeni¢nog glutena u cilju smanjenja njegove alergenosti i

poboljsanja funkcionalnih svojstava
koja je moje autorsko delo.

Disertaciju sa svim prilozima predao/la sam u elektronskom formatu pogodnom za
trajno arhiviranje.

Moju doktorsku disertaciju pohranjenu u Digitalnom repozitorijumu Univerziteta u
Beogradu i dostupnu u otvorenom pristupu mogu da koriste svi koji postuju odredbe sadrzane
u odabranom tipu licence Kreativne zajednice (Creative Commons) za koju sam se odlucio/la.

1. Autorstvo (CC BY)
2. Autorstvo - nekomercijalno (CC BY-NC)
utorstvo - nekomercijalno - bez prerada (CC BY-NC-ND)
4. Autorstvo - nekomercijalno - deliti pod istim uslovima (CC BY-NC-SA)
5. Autorstvo - bez prerada (CC BY-ND)
6. Autorstvo - deliti pod istim uslovima (CC BY-SA)
(Molimo da zaokruzite samo jednu od Sest ponudenih licenci.
Kratak opis licenci je sastavni deo ove izjave).

U Beogradu, Potpis autora -
07.03.2024. Haya Gazizaloro

1. Autorstvo. Dozvoljavate umnoZzavanje, distribuciju i javno saopsStavanje dela, i
prerade, ako se navede ime autora na nacin odreden od strane autora ili davaoca licence, ¢ak i
u komercijalne svrhe. Ovo je najslobodnija od svih licenci.

2. Autorstvo - nekomercijalno. Dozvoljavate umnoZavanje, distribuciju i javno
saopStavanje dela, i prerade, ako se navede ime autora na nacin odreden od strane autora ili
davaoca licence. Ova licenca ne dozvoljava komercijalnu upotrebu dela.

3. Autorstvo - nekomercijalno - bez prerada. Dozvoljavate umnoZavanje, distribuciju
i javno saopsStavanje dela, bez promena, preoblikovanja ili upotrebe dela u svom delu, ako se
navede ime autora na nacin odreden od strane autora ili davaoca licence. Ova licenca ne
dozvoljava komercijalnu upotrebu dela. U odnosu na sve ostale licence, ovom licencom se
ogranicava najveci obim prava kori$éenja dela.

4. Autorstvo - nekomercijalno - deliti pod istim uslovima. Dozvoljavate
umnoZzavanje, distribuciju i javno saops$tavanje dela, i prerade, ako se navede ime autora na
nacin odreden od strane autora ili davaoca licence i ako se prerada distribuira pod istom ili
sli¢nom licencom. Ova licenca ne dozvoljava komercijalnu upotrebu dela i prerada.

5. Autorstvo - bez prerada. Dozvoljavate umnozavanje, distribuciju i javno
saopstavanje dela, bez promena, preoblikovanja ili upotrebe dela u svom delu, ako se navede
ime autora na nacin odreden od strane autora ili davaoca licence. Ova licenca dozvoljava
komercijalnu upotrebu dela.

6. Autorstvo - deliti pod istim uslovima. Dozvoljavate umnoZzavanje, distribuciju 1
javno saopstavanje dela, i prerade, ako se navede ime autora na nacin odreden od strane autora
ili davaoca licence i ako se prerada distribuira pod istom ili slicnom licencom. Ova licenca
dozvoljava komercijalnu upotrebu dela i prerada. Slicna je softverskim licencama, odnosno
licencama otvorenog koda.
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OLEHA U3BEIITAJA O ITPOBEPU OPUTMHAJIHOCTH JIOKTOPCKE JVUCEPTAIIM]E

Ha ocuosy [lpaBusHMKa O NOCTYIKY §pOBepe OPUIMHAJIHOCTH JOKTOPCKHUX
AUcepTanuja Koje ce 6paHe Ha YHuBepsuTety y Beorpany u nanasa y ussemrajy us nporpama
iThenticate kojuM je u3BpLIeHa TPOBEpa OPHTHHATHOCTH AOKTOpcKe guceprauyje ,EH3uMcKa
MoAudUKaNKja MIEHUYHOT IMYyTeHa ¥ IM/by CMarberba Hherose aJepreHoCTH U N06o/blIamka
¢yHknMOHaMHUX cBojcTaBa’, ayropa Wpane T'asmkanosuh, KOHCTaTyjeM Ja yTBpheHo
nopynapawe Texcra usHocu 10%. OBaj cremeH nojyZapHOCTH Hocaeulia je ymoTpebe
ONIITHX MECTa, CTPYyYHUX TePMMHA, HAa3MBA METO/la, XeMHKa/luja U HUXOBUX CKpaheHHIa,
omMca CTaHJApJHUX eKCMePUMEHTA/NHUX NponeAypa H MeToAa, objallmera IOjMOBa H
ofipeheHux 6pojyaHUX BPeJHOCTH Koje Ce Hajlase Y Te3H, JUYHUX MMEHa, bubauorpadckor
dopmara uUTHpaHe JMTEpAType ¥ TEKCTy AucepTanuje (IpesHMe W MMe ayTopa, TrojuHa),
ny0JMKOBaHMX pesy/TaTa JAOKTOPAHAOBHX MCTPAXKHBaH-a KOjH Cy MPOUCTEKIM U3 H-eroBe
AUcCepTanyje, WTO je y CKaafy ca uiaHoM 9. [IpaBunHuKa.

Ha ocHoBy cBera usHeTor, a y ckJafy ca 4wiaHoM 8. cras 2. [IpaBUIHKKA 0 [IOCTYIKY
IIpOBEpe OPUTMHAIHOCTH AOKTOPCKHUX JAMCEpTaluja Koje ce GpaHe HA YHUBEP3UTETY Y
Beorpazy, usjasibyjeM a usBeITaj ykasyje Ha OpUTHHAIHOCT JOKTOPCKE AucepTalyje, Te ce
NIPONMCaHM NOCTYNaK MpUNIPeMe 3a lbeHy 0A6paHy MOXKe HaCTaBUTH.

28.03.2024. rogune MeHTOp

/g))/d/-awcw

'3op1/1ua Kuexesuh-Jyrosuh




