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1. UVOD

Porastom broja svjetske populacije raste i potreba za hranom. Problem koji vlada u svijetu
je ograniCenost resursa i neravnomjerna raspodjela istih izmedu bogatijih i siromasnijih zemalja
svijeta. Predvida se da u buducnosti nece biti dovoljno hrane za sve ako se broj svjetske populacije
1 dalje bude povecavao. Veliki udio svjetske populacije svoju prehranu temelji na hrani animalnog
porijekla, stoga znanstvenici Sirom svijeta teze pronalasku adekvatne zamjene namirnicama
animalnog porijekla. Neki znanstvenici zamjenu pronalaze u namirnicama biljnog porijekla ¢iji
nutritivni sastav donekle odgovara sastavu namirnica animalnog porijekla. Posebno se daje
vaznost biljnim proteinima koji po svojoj strukturi i funkcionalnim svojstvima mogu zamijeniti
proteine zivotinjskog porijekla. Jedna od namirnica biljnog porijekla koja bi mogla zadovoljiti

kriterije i djelomi¢no zamijeniti namirnice Zivotinjskog porijekla je bob.

Bob (Vicia faba L.) ili engl.(faba bean, broad bean, horse bean) je vrsta biljke iz porodice
Fabaceae i Cetvrta je najceSée uzgajana zimska mahunarka nakon graska, slanutka i le¢e (FAO,
2020). Bob je hranjiva mahunarka otporna na hladnocu, nasiroko se uzgaja diljem svijeta. Kina,
Etiopija, Velika Britanija, Australija i Francuska glavni su proizvodaci boba. Posljednjih godina
raste interes za zdravstvenim i prehrambenim prednostima boba i razvojem razlicite hrane
obogac¢ene biomolekulama s poboljSanom funkcionalnoS¢u, nutritivnom vrijednoSéu 1
zdravstvenim prednostima. Sjemenke boba su bogat izvor ugljikohidrata (51-68 %), a glavni
ugljikohidrat je $krob (22-45 %); (Hoover i Sosulski, 1991.). Prema jednom istrazivanju sjemenke
boba sadrze 35 % Skoba 1 36 % proteina (Ross 1 Davies,1992). Zbog veceg sadrzaja amiloze u
usporedbi sa Skrobnim Zitaricama, Skrobovi mahunarki pruzaju osebujna svojstva poput visoke
temperature geliranja, brze retro-gradacije, Skroba visoke otpornosti (RS) i vece elasti¢nosti gela

u prehrambenim sustavima (Ratnayake i sur., 2002).

Cilj ovog istrazivanja bio je analizirati slozeni sustav, Skrob/proteini, te kako dodatak
razli¢itih koncentracija Skroba iz boba utjeCu na funkcionalna svojstva (topljivost, pjenjenje,
sposobnost zadrzavanja vode, emulgiranje) izolata proteina iz boba sa svrhom moguceg koriStenja

u novim prehrambenim proizvodima.



2. TEORIJSKI DIO

2.1. BOB (Vicia faba L.)

Bob je jednogodisnja biljka razgranjena korijena te ima zeljastu i Suplju stabljiku visine 60
— 80 cm. Cvjetovi su bijele boje sa crnim Sarama, a nakon cvatnje razvijaju se mesnate debele
mahune, koje rastu postupno. Kada narastu do konacne veli¢ine, duZine su oko 30 c¢cm i u sebi
mogu imati 4 - 8 velikih zelenih zrna (Slika 1). Kako zore, mahune su isprva mekane, unutar
mahune je spuzvasto bijelo tkivo u kojem zriju sjemenke te postaju tvrde i mijenjaju boju iz zelene
u bijelo-zelenkastu boju. Sjemenke su izrazito velike, a beru se dok su jos zelene (Singh i sur.,
2013). Bob sadrzi mnogo vitamina B-skupine, fosfora i zeljeza. Od stabljike biljke mogu se dobiti
vlakna, a spaljene stabljike sadrze dosta kalija i mogu posluZiti za izradu sapuna. Sjemenke boba
sadrze tvari koje se koriste u lljecenju Parkinsonove bolesti te tvari zbog kojih je prirodna
alternativa Viagri. Ponegdje se konzumira i sirov, ali ne treba pretjerati s tim, jer moZze izazvati
opstipaciju i simptome sli¢ne Zutici. Bob je bogat izvor proteina bogatih lizinom, ugljikohidratima,
mineralima, vitaminima i brojnim bioaktivnim spojevima. Bob je dobar izvor L-3,4-
dihidroksifenilalanina (L-DOPA) koji je prekursor dopamina i moze se potencijalno Koristiti za
lijeCenje Parkinsonove bolesti (Cardador-Martinez i sur., 2012). Sjemenke boba mogu se
konzumirati suhe, pecene, namocene, kuhane, smrznute ili konzervirane. Medutim, brojni
antinutritivni spojevi kao Sto su fitinska kiselina, inhibitori tripsina, saponini, vicin i konvicin
(spojevi koji izazivaju favizam, genetski uzrokovan nedostatak glukozo-6-fosfat dehidrogenaze),
lektini i kondenzirani tanini negativno utje¢u na biolosku vrijednost boba. Za prosirenje upotrebe

boba u ljudskoj prehrani potrebno je uklanjanje ovih antinutrijenata (Sharma, 1992).



Slika 1. Vicia faba L. (Anonymus, 2020)

2.2. AGROEKOLOSKI UVJETI ZA UZGOJ BOBA

Bob je biljka dugog dana koja se najbolje razvija tijekom hladne sezone te se moZze rano
sijati. Usjev se uzgaja kao zimska jednogodiSnja biljka u umjereno toplim i suptropskim
podru¢jima. Tijekom sezone rasta bob zahtijeva malo topline; optimalne temperature za rast kre¢u
se od 18 do 27°C (65-85°F) (Link i sur., 2010; Duke, 1981). Do pocetka cvatnje biljka boba ima
skromne zahtjeve za vodom, ali nakon cvatnje dobra opskrba vodom bitna je za prinos mahuna i
zrna. Bob kasnije sazrijeva zbog svoje duze vegetacijske sezone. Usjevi koji ¢e se sijati nakon
berbe boba imati ¢e koristi jer ¢e iz tla apsorbirati hranjive tvari i zaostali dusik nastao fiksacijom

tijekom proslogodiSnje vegetacijske sezone boba .

2.3. SJETVA BOBA 1 UZGOJ

Za bob su najprikladnija srednje teska tla, dobre propusnosti za vodu 1 kapaciteta za zrak,
uz pHtla7 do 8. Bob najbolje raste na tlu koje je smjesa gline, pijeska i humusa, ali tolerira gotovo
sve vrste tla. Na laksim tlima, bob posijan u prolje¢e moze patiti od suse tijekom ranih ljetnih

mjeseci Sto moze Stetno utjecati na prinose. Nazalost, bob se ¢esto uzgaja na tlima slabije kvalitete



I uobi¢ajeno se smatra nizim prioritetom u sustavu usjeva od strane poljoprivrednika §to moze
dovesti do kasne sjetve, suSe uzrokovane nedostatkom vode, lose kontrole korova, kasne zZetve i
gubitka zrna. U podru¢jima poput Mediterana gdje temperature zimi nisu nize od -6 °C, bob se
moze sijati od pocetka listopada pa do kraja prosinca. U primorskom zaledu bob se sije u veljaci,
a u kontinentalnom podru¢ju u ozujku i po¢etkom travnja. Dubina na koju se sije je od 5— 10 cm,
ovisno o veli¢ini sjemena (PGRO, 2008; Duke, 1981)

2.4. BERBA I SKLADISTENJE BOBA

Za upotrebu u svjeZem stanju mladih mahuna ili mladog zrna bob se bere viSekratno. U
uvjetima navodnjavanja prinos mahuna moze doseci 30 t/ha, a bez navodnjavanja 6 — 12 t/ha. Bob
za preradu uz mehaniziranu berbu moze dati prinos zrna do 5 t/ha. Mahune boba mogu se skladistiti

do 2 tjedna pri temperaturi od 7 — 9 °C i relativnoj vlazi zraka 90 — 95 % (Lesi¢ i sur., 2002).

2.5. SVJETSKA PROIZVODNJA

Svjetska proizvodnja boba iznosila je 5,43 milijuna tona u 2019., §to je predstavljalo
povecanje od oko 25% u usporedbi s 4,35 milijuna tona iz 1990. U svijetu, Azija prednjaci s 33,55
% ukupne proizvodnje boba na globalnoj razini, a slijede Europa (EU) i Afrika, s 29,36 % odnosno
27,04 % ukupne proizvodnje (FAO, 2020). Kina je bila vodeci proizvodac boba u svijetu, a nakon
Kine Etiopija; ove dvije zemlje predstavljale su oko 50 % ukupne svjetske proizvodnje (FAO,
2020).

2.6. PROIZVODI OD BOBA

Bob se smatra vaZznom poljoprivrednom kulturom s ekoloskog, prehrambenog 1
ekonomskog stajalista (Xiao 1 sur., 2021). To je viSenamjenski usjev koji se uzgaja prvenstveno
kao izvor hrane za ljudsku populaciju koja Zivi u Aziji 1 Africi, kao sto¢na hrana i silaza u Europi
te kao usjev koji fiksira atmosferski dusik u tlu ¢ime se zna€ajno smanjuje primjena sintetskih
gnojiva u poljoprivredi (Zhou i sur., 2018). Bob se moze koristiti za proizvodnju razli¢itih

prehrambenih proizvoda bogatih hranjivim tvarima. Upotreba brasna boba, izolata proteina ili



Skroba bila je zabiljeZena u tjestenini (Rosa-Sibakov i sur., 2016; Tazrart i sur., 2016), Spagetima
(Giménez i sur., 2013), kruhu (Sozer i sur., 2019), tofuu (Jiang i sur., 2020; Zee i sur., 1987),
jogurtu (Jiang i sur., 2020), kao djelomi¢noj zamjeni za meso/mast u govedim pljeskavicama
(Sulaiman i sur., 2018), kao zamjena zumanjka u majonezi (Ouraji i sur., 2020) te mesnim

analognim proizvodima (Carmo i sur., 2021).

2.7.NUTRITIVNI SASTAV BOBA

Bob je vazan hranjivi sastojak mahunarke bogat na proteinima, posebno proteinima koji u
svom sastavu imaju aminokiselinu lizin. Osim proteina, bob u svom sastavu sadrZi i sloZene
ugljikohidrate, dijetalna vlakna, nehranjive sekundarne metabolite i bioaktivne spojeve
(antioksidansi, fenoli i y-aminomasla¢na kiselina) koji imaju pozitivan utjecaj na ljudsko zdravlje
(Liu i sur., 2022; Khazaei i sur., 2019). Bob je dobar izvor mnogih makro- i mikroelemenata,
ukljucujuci minerale (Rahate i sur., 2020.; Haciseferogullar i sur., 2003). Sastav sirovog i termicki

obradenog boba u nezreloj i zreloj fazi prikazan je u Tablici 1.

Tablica 1. Razlika nutritivnog sastava zrelog i nezrelog kuhanog i sirovog boba (USDA, 2021)

NEZRELI BOB ZRELI BOB
SASTOJAK | JEDINICA SIROVI KUHA'.\“ SIROVI KUHAI.\“
(sa soli) (sa soli)

Voda g 81 83,7 10,98 -
Energija kcal/kJ 72/301 62/259 341/1425 110/460
Proteini g 5,6 4.8 26,12 7,6
Lipidi g 0,6 0,5 1,53 0,4
Pepeo g 1,1 0,9 3,08 -
Ugljikohidrati g 11,7 10,1 58,29 19,6
Vlakna g 4,2 - 25 5,4
Vitamin C mg 33 19,8 1,4 0,3
Niacin mg 15 1,2 2,832 0,7
Folat ug 96 58 423 104,1
Vitamin A IU 350 270 53 15,0
Vitamin K ug - - 9 2,9
Kalcij mg 22 18 103 36,0
Zeljezo mg 1,9 1,5 6,7 1,5
Magnezij mg 38 31 192 43,0




Fosfor mg 95 73 421 1247
Kalij mg 250 193 1,062 268,2
Natrij mg 50 277 13 5,0
Cink mg 0,58 0,47 3,14 1,0

Nutritivno gledano, zrele sjemenke boba bogate su proteinima (26,1%), ugljikohidratima
(58,3%) i dijetalnim vlaknima (25,0%) (USDA [Ministarstvo poljoprivrede SAD-a], 2021.). Bob
sadrzi dvostruko vise proteina od Zitarica, a njihova koli¢ina ovisi o sorti, gnojidbi, mjestu sadnje
1 sezoni rasta. Aminokiselinski se sastav razlikuje kod zrelih 1 nezrelih sjemenki, a sadrzi
neesencijalne aminokiseline (prolin, serin, alanin, aparaginska kiselina, glutainska kiselina,
agrinin, glicin) kao i esencijalne aminokiseline (leucin, izoleucin, valin, histidin, metionin,
fenilalanin, tirozin, treonin, triptofan) (Dhull i sur., 2021). Bob sadrzi razne bioaktive spojeve
poput fenola i flavonoida koji imaju dokazano antioksidativno djelovanje (Valente i sur., 2018).
Uz nutritivno bogate spojeve bob sadrzi i neke nehranjive spojeve kao $to su lektini, saponini,
inhibitori tripsina, fitinske kiseline, kondenzirani tanini i spojevi koji izazivaju favizam. Navedeni
spojevi imaju negativan utjecaj na biolosku vrijednost mahunarke boba (Revilla, 2015).
Konzumacija boba moze uzrokovati bolest zvanu favizam—teski oblik hemoliticke anemije
(Minguez i Rubiales, 2021; Singh i sur., 2013). Hulse (1994) je izvijestio da je koncentracija
lektina (hemaglutinini) viSa u bobu nego u drugim mahunarkama. Bob sadrzi oligosaharide poput
stahioze i rafinoze (Toklu i sur., 2021) koji mogu fermentirati i stvarati nadutost uzrokujuci
nelagodu u trbuhu (Toklu 1 sur., 2021). Lektini se uniStavaju tijekom uobicajenih procesa kuhanja
zbog visoke topline. Labba i sur. (2021) i Singh i sur. (2013) izvijestili su da osim kuhanja, klijanje
smanjuje udio nutritivno Siromasnih spojeva u bobu ¢ime se poboljsava njegova nutritivna
kvaliteta za ljudsku prehranu. Bob je uobiCajena hrana za doru¢ak na Bliskom istoku,
Mediteranskoj regiji, Kini i Etiopiji. Najpopularnija jela od boba su Medamis (pirjani grah), Falafel
(duboko przena pasta od kotiledona s malo povréa i za¢ina), Bissara (umak od kotiledona) te nabet

juha pripremljena od kuhanih proklijalih zrna boba (Singh i sur., 2013).



2.8. MINERALI I VITAMINI U BOBU

ZabiljeZeno je da su u bobu prisutni razli¢iti minerali (natrij, kalij, kalcij, bakar, cink,
zeljezo, mangan, magnezij, fosfor i sumpor) (USDA, 2021; Nosworthy i sur., 2018; Luo i sur.,
2008; Khalil i Mansour, 1995). Visok sadrzaj kalija (1,062 mg/100 g) i nizak sadrZaj natrija (13
mg/100 g) u zrelom sjemenu boba optimalan je za osobe koje pate od hipertenzije i osobe koje su
na dijeti s malo natrija. Nasuprot tome, nezrele sjemenke boba imaju visi sadrzaj natrija i nizi
sadrzaj kalija, 50 mg/100g odnosno 250 mg/100 g (USDA, 2021.). Bob je dobar izvor folata,
esencijalnog kofaktora uklju¢enog u sintezu pirimidina, purina i aminokiselina (Hefni i sur.,
2015.). Vecina fosfora u bobu je nedostupna jer se nalazi u formi fitata koji su odgovorni za Stetne

ucinke na ljudsko zdravlje (Luo i sur., 2012).

2.9. SKROB I FIZIKALNO KEMIJSKA SVOJSTVA SKROBA BOBA

Skrob je polisaharid koji se sastoji od amiloze i amilopektina. Amiloza je ravni polimerni
lanac sastavljen od velikog broja glukoznih jedinica medusobno povezanih o(1-4) glikozidnim
vezama dok su kod amilopektina molekule glukoze medusobno povezane a(1-6) glikozidnim
vezama te tvore razgranate polimerne lance. Primjena Skroba mahunarki u hrani i prehrambenoj
industriji ovisi o njihovim fizikalno-kemijskim i strukturnim svojstvima. Skrob ima vaznu ulogu
u odrzavanju kvalitete prehrambenih proizvoda jer utjeCe na teksturu proizvoda, hidratacijska
svojstva, toplinsku stabilnost, pjenjenje te procesiranje tijekom prerade (Kaur i sur., 2013; Hoover
i sur., 2010). Zhang i sur., (2019) su utvrdili da se u izoliranom $krobu boba Cistoce 96,64 % nalazi
33,55 % amiloze, 0,30 % proteina, 0,38 % zaostalih masti i 0,07 % sadrzaja pepela. Amiloza i
amilopektin dvije su primarne molekule prisutne u Skrobnim granulama te sadrzaj; amiloze 1
duljine grana lanca amilopektina odreduju strukturna svojstva koja definiraju funkcionalnost
Skroba 1 njegovu probavljivost (Jane, 2006). Amilopektini prisutni u Skrobu boba sastoje se od
razli¢itih duljina lanaca molekula glukoze. Manji lanci izgradeni od 6 do 12 molekula glukoze ¢ine
21,5 % ukupnog amilopektina dok lanci izgradeni od 13 do 24 molekula glukoze ¢ine 56 %
ukupnog amilopektina. Prosjecna duljina lanaca amilopektina prisutnog u Skrobu boba iznosi 20,4
molekula glukoze u lancu (Li i sur., 2019). Topljivost Skroba ovisi o prisutnosti molekula koje su
topive u vodenim otopinama (Tester 1 Morrison, 1990). Topljivost S§kroba iz boba pri temperaturi

od 90 °C iznosila je samo 9,92 %. Razlog nize topljivosti posljedica su integracije Skrobnih granula
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1 medusobno jako povezivanje molekula unutar samog Skroba koje uzrokuju taloZenje i smanjuju
mo¢ bubrenja (Zhang i sur., 2019). Mo¢ bubrenja je sposobnost hidratacije Skroba pri odredenoj
temperaturi i odredenom sadrzaju vode. Veéa mo¢ bubrenja Skroba ukazuje na slabe
medumolekulske sile vezanja unutar samog Skroba (Hoover i Manuel, 1996). Zhang i sur. (2019)

dokazali su mo¢ bubrenja od 12,67 g/g za $krob izoliran iz mahunarke boba.

2.10. IZOLACIJA SKROBA 1Z BOBA

Tijekom izolacije Skrobne frakcije iz mahunarki boba, netopivi proteini i netopiva vlakna
taloze se sa Skrobom u obliku smedeg taloga te oteZavaju proces izolacije skroba (Ratnayake i sur.,
2002; Hoover 1 Sosulski, 1991). Za izolaciju Skroba mokro frakcioniranje je djelotvornije nego
suho frakcioniranje. Li i sur. (2019) koristili su alkalno frakcioniranje kao metodu za izolaciju
skroba iz boba. Postotak Cistoce Skrobne frakcije ovisi o samoj vrsti metode koja se koristi za
izolaciju Skroba te Skrobovi sa niskim sadrZajem proteina, pepela i zaostalih masti ukazuju na

visoku ¢isto¢u skrobne frakcije (Wang i sur., 2014).

2.11. OKUS BOBA I POBOLJSANJE OKUSA TOPLINSKOM OBRADOM

Bob koji se koristi za ljudsku ishranu moze biti loSeg okusa ako nisu sva zrna pravilno
termicki obradena. U jednom istrazivanju opisan je postupak toplinske obrade sjemenki boba.
Prethodnim zagrijavanjem boba u mikrovalnoj peénici u€inkovito se 1 brzo inaktiviralo enzime
peroksidazu 1 lipoksigenazu koji su nositelji nepoZeljnog "okusa po grahu" u zrnima. Mikrovalno
grijanje na 950W tijekom 90 sekundi bilo je dovoljno da se enzimi inaktiviraju i poboljsa kvaliteta
mljevenja boba. Vrijeme zagrijavanja mikrovalovima od 2 minute i viSe uzrokovalo je vece
smanjenje topljivosti proteina i smanjenje ljepljivosti braSna bez znacajnog poboljSanja kvalitete
mljevenja zrna boba. Konvencionalno grijanje u pec¢nici na temperaturi od 170 °C tijekom 30
minuta, takoder je inaktiviralo peroksidaze i lipoksigenaze. Sve toplinske metode u kojima se
koristi zagrijavanje stvarale su Skrobne proteinske agregate koji su bili netopivi u vodi. Utvrdeno
je da je mikrovalno zagrijavanje cijelih zrna boba na 950 W tijekom 90 sekundi optimalna metoda

za denaturaciju enzima povezanih s loSim okusom te optimalna metoda za poboljSanje tehnoloske



upotrebe hrane i njezinih svojstva kao $to su kvaliteta mljevenja i svojstva lijepljenja (Jiang i sur.,
2015).

2.12. FUNKCIONALNA SVOJSTVA

Pojam 'funkcionalnost' podrazumijeva razliCite koncepte za znanstvenike i1 ovisi o
njihovom podrucju interesa. Izraz se ¢esto koristi za ozna¢avanje bilo kojeg svojstva proteina koje
utjee na njegovu upotrebu, bilo kao pomocénog sredstva u proizvodu ili kao izravnog u
proizvodima. Funkcionalni zahtjevi sastojaka proteinske hrane ovise i o svojstvima zeljenog
proizvoda i o ponaSanju sastojaka tijekom odabranog procesa. Funkcionalna svojstva koja se
obi¢no povezuju s proteinima kao sastojcima hrane su: boja, okus, tekstura, glatkoc¢a, zamucenost,
topljivost, bubrenje, zeliranje, zadrzavanje vode, sinereza, viskoznost, emulgiranje, pjenjenje,
stabilizacija, elasticnost, zrnatost, sposobnost Zzvakanja, adhezija, formiranje vlakna 1

ekstrudabilnost (Kinsella, 1984).

2.12.1. Topljivost

Topljivost je vjerojatno najvaznije funkcionalno svojstvo proteina koje utjeCe na mnoga
druga funkcionalna svojstva poput pjenjenja, emulgiranja i geliranja. Topljivost proteina ovisi o
molekularnoj tezini, asocijaciji i disocijaciji, broju ionskih bo¢nih lanaca i hidrofobnosti. Kod
razlicite vrijednosti pH otopine proteini imaju razliitu topljivost. Razlog razli€ite topljivosti
proteina ovisi 0 aminokiselinama koje grade proteine i o njihovom protoniranom ili

deprotoniranom obliku ovisno o mediju (kiseli i alkalni) u kojem se nalaze (Kinsella, 1981).

2.12.2. Emulgiranje

Emulgiranje je najvazniji proces u proizvodnji mnogih prehrambenih proizvoda.
Prehrambene emulzije klasificiraju se kao makroemulzije s veli¢inom kapljica od 0,2 do 50 pm.
Emulzija predstavlja heterogenu smjesu masnih kuglica. Prehrambene emulzije mogu biti tipa ulje
u vodi ili voda u ulju. Razlika izmedu emulzija je u tome $to emulzija ulje u vodi obi¢no ima

kremastu teksturu, dok emulzija voda u ulju ima svojstva masne teksture (Nakai i Powerie, 1981).
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Emulgiraju¢a aktivnost proteina je sposobnost proteina da sudjeluje u stvaranju emulzije i
stabilizira novonastalu emulziju. Kapacitet emulgiranja je sposobnost otopine ili suspenzije
proteina da emulgira ulje. Svojstva emulgiranja korisna su funkcionalna svojstva koja imaju vaznu
ulogu u razvoju novih izvora biljnih proteinskih proizvoda za upotrebu u hrani. Proteini su
komponente koje dominiraju u veéini prehrambenih emulzija. Karakteristike koje se koriste za
opisivanje emulgiraju¢ih svojstava proteina su kapacitet emulgiranja, stabilnost emulzije i
emulgirajuca aktivnost. Kapacitet emulgiranja je koli¢ina ulja (mL) koja je emulgirana u
odredenim uvjetima s 1 g proteina. Kapacitet emulgiranja emulgatora ovisi 0 njegovoj sposobnosti
da formira adsorpcijske filmove oko kuglica i da smanji medufaznu napetost na granici ulje-voda
(Nakai i sur., 1980). Stabilnost emulzije je sposobnost kapljica emulzije da ostanu rasprSene bez
odvajanja. Emulzijska aktivnost je najveéa medufazna povrsina (cm?) po 1 g proteina stabilizirane
emulzije. U odredenim je namirnicama prirodni proteinski sastojak u¢inkovit stabilizator. Proteini
su ucinkoviti povrSinski aktivni agensi jer imaju sposobnost snizavanja medupovrSinske napetosti
izmedu hidrofobnih 1 hidrofilnih komponenti u hrani. Proteini sudjeluju u stvaranju emulzija ulja
u vodi i vode u ulju te stabiliziraju nastale emulzije. Stabiliziraju¢i uéinak proteina u emulzijskom
sustavu rezultat je stvaranja zastitne barijere oko kapljica masti, sprjecavajuci spajanje emulzije.
Sposobnost emulgiranja proteina ovisi 0 obliku, naboju i hidrofobnosti proteinskih molekula,
neutralnosti dipola, hidrataciji polarnih skupina. Stabilnost emulzije ovisi o jacini ovih interakcija
(Zayas, 1997). Za proizvodnju stabilnih emulzija potrebno je odabrati proteinski materijal koji je
topiv, ima sposobnost brze adsorpcije na medufaznoj granici, ima dobro rasporedene nabijene

skupine 1 ima sposobnost stvaranja snaznog kohezivnog filma.

2.12.3. Sposobnost / kapacitet zadrzavanja vode

Kapacitet zadrZzavanja vode hrane moze se definirati kao sposobnost zadrzavanja vlastite 1
dodane vode tijekom primjene sila, presanja, centrifugiranja ili zagrijavanja. Hermansson (1986)
je definirao sposobnost zadrzavanja vode kao fizikalno svojstvo i sposobnost strukture hrane da
sprijeci otpustanje vode iz trodimenzionalne strukture proteina. Razina hidratacije proteina i
viskoznost tekucih sustava u hrani medusobno su povezani. Najvaznija funkcionalna svojstva
proteina povezana su njihovom interakcijom s vodom. Posljedi¢no, interakcije protein-voda

odreduju funkcionalna svojstva proteina u hrani kao §to su vezanje i zadrzavanje vode, bubrenje,
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topljivost, svojstva emulgiranja, viskoznost, geliranje i sinereza. Kapacitet vezanja vode
ogranicavajuci je faktor u proteinskoj hrani. Zadrzavanje vode je preliminarni korak u mnogim
procesima proizvodnje hrane. Sposobnost zadrzavanja vode vazna je u formiranju teksture hrane,
posebno kod usitnjenih mesnih proizvoda i pecenih tijesta. Zadrzavanje vode u biljnim
bjelancevinama koje se koriste kao aditivi u raznim vrstama hrane utjece na karakteristike kvalitete
pripremljenih prehrambenih proizvoda. Na zadrzavanje vode u hrani snazno utjec¢e pH vrijednost.
U izoelektricnom podrucju gdje je neto proteinski naboj na proteinu jednak nuli, a interakcije

protein-protein su maksimalne, dolazi do taloZenja proteina i otpustanja vode (Zayas, 1997).

2.12.4. Pjenjenje

Svojstvo proteina da stvaraju stabilne pjene vazno je u proizvodnji raznovrsne hrane. Pjena
se moze definirati kao dvofazni sustav koji se sastoji od zrac¢nih ¢elija odvojenih tankim
kontinuiranim slojem tekuéine koji se naziva lamelarna faza. Pjene za hranu obic¢no su vrlo sloZeni
sustavi, ukljuéujuci smjese plinova, teku¢ina, krutih tvari i povr$inski aktivnih tvari (Zayas, 1997).
Raspodjela veli¢ine mjehuri¢a zraka u pjeni utjeCe na izgled pjenastog proizvoda i svojstva
teksture. Proteini u pjenama pridonose ravnomjernoj raspodjeli mjehurica zraka u strukturi hrane.
Najcesce koristena proteinska pjenila su: bjelanjak, Zelatine, kazein, ostali mlijecni proteini, sojini
proteini i gluten. Proteini se znacajno razlikuju u svojim svojstvima pjenjenja; serumski albumin
je izvrsno sredstvo za pjenjenje dok je procisc¢eni ovalbumin los. Proteinska pjenila trebaju imati
sljedeca svojstva; pjenila bi trebala stabilizirati pjene brzo i u¢inkovito pri niskim koncentracijama,
trebaju djelovati kao u¢inkovito sredstvo za stvaranje pjene u rasponu pH koji postoji u raznim
namirnicama, trebaju u¢inkovito djelovati kao sredstvo za stvaranje pjene u mediju s inhibitorima
pjene kao §to su mast, alkohol ili arome (Zayas, 1997). Najstabilnije pjene nastaju s topljivim
proteinima koji mogu medusobno djelovati 1 stvarati guste viskozne filmove. U nekim je studijama
utvrdena korelacija izmedu topljivosti proteina i njihovih svojstava pjenjenja. Teorijska
istrazivanja sugeriraju da kada se neto naboj proteina poveca, kapacitet pjenjenja je povecan
(Zayas, 1997). To je utvrdeno kada su kao sredstva za pjenjenje koriSteni sljedeci proteini:
bjelanjak jajeta, koncentrat ribljeg proteina, sojin protein i protein iz lista. Proteinske Cestice u

disperziji mogu stabilizirati pjene jer se nalaze na granici zrak/voda i sluze kao fizi¢ka prepreka
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spajanju mjehuriéa. Cvrste Cestice sudjelovale su u stabilizaciji pjene i njihovim uklanjanjem
smanjena je stabilnost pjene. Svojstva pjenjenja proteina ovise o njihovoj sposobnosti da tvore
fleksibilan, elastican, kohezivan medufazni film koji je sposoban uhvatiti i zadrzati zrak. Ovaj
proteinski film trebao bi zadrzati vlagu i trebao bi biti otporan na mehanicki stres tijekom stvaranja
pjene 1 skladistenja. Visoka povrSinska viskoznost ograni¢ava molekularnu fleksibilnost filma
tijekom stvaranja pjene kada je potrebna topljivost agensa za pjenjenje, pokretljivost i migracija
do sucelja. U pjenama stabiliziranim proteinima, kapljice plina su inkapsulirane visokoelasti¢nim
proteinskim filmom. Mehanizam stvaranja i stabilizacije pjene ukljucuje sposobnost proteina da
formiraju kohezivni proteinski film oko mjehuri¢a plina/zraka. Ovi proteinski filmovi trebaju biti
stabilni s dovoljnom mehanickom ¢vrstocom da sprijeCe pucanje pjene tijekom pjenjenja i
naknadne obrade i skladiStenja. Visokoelasti¢ni proteinski filmovi reagirat ¢e na mehanicki stres
jer se mogu Siriti 1 sabijati. Stabilnije pjene se dobivaju ako proteini tvore visokoelasti¢ne filmove
prije nego ako tvore visoko viskozne, ali krute filmove. Na stabilnost pjene utjecu
medumolekularne interakcije proteina koje utje€u na kohezivnost. Fleksibilni proteini tvore pjene
s velikim mjehuri¢ima i manjom stabilnos¢u dok uredeni proteini tvore stabilnije fine pjene

(Cherry i McWatters, 1981).
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3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. MATERIJALI

3.1.1. Uzorak

Za provedeno istrazivanje koristen je izolat proteina boba (Vicia faba L.) koncentracije iznad 85

% te Skrob dobiven iz boba, oboje dobiveno od strane tvrtke NutriS d.o.0., Novi Senkovac,

Hrvatska.

3.1.2. Kemikalije

o

klorovodi¢na kiselina, 37 %-tna (Carlo Erba Reagents S. A. S., Val de Reuil Codex,

Francuska)

klorovodi¢na kiselina, 1 M
Priprema: 20,77 mL 37%-tne klorovodi¢ne kiseline (Carlo Erba Reagents S. A. S.,
Val de Reuil Codex, Francuska) prenese se u odmjernu tikvicu od 250 mL te se
nadopuni destiliranom vodom do oznake

natrijeva luZina, 1 M (Lach-Ner, Neratovice, Ceska)
Priprema: 9,99925 g krutog natrijevog hidroksida odvaze se i kvantitativno prenese
u odmjernu tikvicu od 250 mL te se nadopuni destiliranom vodom do oznake

otopina reagensa A
Priprema: 5 g natrijevog karbonata (T.T.T., Sveta Nedelja, Hrvatska) i 1 g
natrijevog hidroksida (Lach-Ner, Neratovice, Ceska) odvazu se u papirnoj ladici za
vaganje i kvantitativno se prenesu u odmjernu tikvicu od 250 mL te se nadopuni
destiliranom vodom do oznake

otopina reagensa B
Priprema: 0,05 g bakrovog (I1) sulfata pentahidrata (Lach-Ner, Neratovice, Ceska)
i 0,1 g kalij, natrij-tartarata (Lach-Ner, Neratovice, Ceska) odvazu se u papirnoj
ladici za vaganje i1 kvantitativno se prenesu u bocicu od 10 mL te se nadopuni
destiliranom vodom do oznake

otopina reagensa C
Priprema: 50 mL reagensa A pomijeSa se sa 1 mL reagensa B

Folin-Ciocalteu komercijalni reagens (Kemika, Zagreb, Hrvatska)
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Priprema: komercijalni Folin-Ciocalteu reagens raazrijedi se destiliranom vodom

u omjeru 1:2

o suncokretvo ulje (Zvijezda plus d.o.o., Zagreb, Hrvatska)

o destilirana voda

3.1.3. Aparatura

O

analiticka vaga (NBL-254i, Nimbus Analytical Balances, Oxford, SAD)
vortex mijeSalica (Dlab, MX-S, Peking, Kina)

pH metar (MA 5740, Iskra, Ljubljana, Slovenija)

magnetska mijeSalica (Dlab, MS-H-S, Peking, Kina)

UV/VIS spektrofotometar (UV-2600i, SHIMADZU, Zagreb, Hrvatska)
ru¢ni mikser (Delimano, Family magic mix, Ljubljana, Slovenija)
centrifuga (EPPENDORF 5430, EPPENDORF, Hamburg, Njemadka)

3.1.4. Pribor

Laboratorijske ¢ase (100 mL, 250 mL)
Odmjerne tikvice (10 mL, 25 mL, 50 mL, 100 mL)
Menzure (100 mL)

Epruvete

Staklene pipete

Stakleni lijevci

Metalna Spatula

Metalna Zli¢ica

Metalne posude za miksanje

Papirne ladice za vaganje

Plasti¢ne kivete

Automatska pipeta
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3.2. METODE
3.2.1. Ispitivanje topljivosti proteina te odredivanje ukupnih proteina metodom po Lowryju

Za odredivanje koncentracije proteina potrebno je izraditi bazdarni dijagram na temelju uzoraka
proteina poznatih koncentracija. Za provodenje pokusa potrebno je pripremiti otopine reagensa A,
reagensa B i reagensa C te Folin-Ciocalteu reagensa. Reagens A priprema se od 2 % Na.COzu 0,1
M natrijevoj luzini, reagens B priprema se od 5 % CuSO4x5H20 pomijesano u 1 % K, Na —
tartaratu, a reagens C priprema se od 50 mL reagensa A i 1 mL reagensa B. Folin-Ciocalteu reagens
je komercijalni reagens Kkoji se razrjeduje s vodom u odnosu 1:2. U staklene epruvete doda se 0,8
mL pripremljene otopine proteina ( koncentracije 0,02 do 0,1 mg/mL) i 4 mL reagensaa C te se
otopina promijesa protresanjem i ostavi stajati 10-15 minuta nakon cega se otopini naglo dodaje
Folin-Ciocalteu reagens. Ta se otopina promije$a na vortex mijesalici i ostavi stajati 40-60 minuta.
Dobivenim se otopinama mjeri apsorbancija na UV/VIS spektrofotometru na 740 nm. Mjerenja se

ponove za 4 razli¢ite pH vrijednosti: 3,5, 719.

3.2.2. Odredivanje svojstava emulgiranja proteina

Dvokomponentni sustavi (proteini/Skrob) pripravljeni su u omjerima 90:10. 70:30 te 50:50

3.2.2.1.0mjer proteini:skrob = 90:10

U ¢asu od 250 mL izvaze se 5,4 g proteina boba te 0,6 g Skroba boba te se nadopuni deioiziranom
vodom do oznake ¢ime se dobije 3 %-tna suspenzija. Dobivenoj suspenziji podesi se pH vrijednost
(3, 5, 7, 9) dodatkom 1 M NaOH, odnosno 1 M HCI uz konstantno mijeSanje na magnetskoj
mijesalici. Dobivena suspenzija podijeli se u dvije paralele od po 100 mL te se svakoj doda po
50mL suncokretovog ulja (Zvijezda plus d.o.0., Zagreb, Hrvatska). Suspenzija se mijesa mikserom
na najvec¢oj brzini 90 sekundi te se dobivenoj emulziji mjeri apsorbancija na UV/VIS
spektrofotometru na 500 nm u kiveti debljine 1 cm. Kao slijepa proba koristi se 100 mL
deionizirane vode pomijesane sa 50 mL suncokretovog ulja (Zvijezda plus d.o.0.). Za odredivanje
stabilnosti emulzije dobivene se emulzije ostave stajati na sobnoj temperaturi 10 min te im se

nakon toga ponovo mjeri apsorbancija. Mutno¢a emulzije izraCunava se po sljedecoj formuli:
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T = 2,303 *‘7‘ 1/

pri ¢emu je T = mutnocéa, A = apsorbancija pri 500 nm i | = debljina kivete.

Indeks aktiviteta emulzije izratunava se pomocu jednadzbe:

JAE = 24 12/

Vy*C%1000

pri ¢emu je T= mutnoc¢a, Vy= volumni udio uljne faze, C= masa proteina u jedinici volumena,

vodene faze prije pripreme emulzije, A= apsorbancija pri 500 nm te r= faktor razrjedenja.

Indeks stabilnosti emulzije racuna se po sljedecoj formuli:

T*At

ISE = T

13/

pri ¢emu je T= mutnoéa odredena na pocetku, At= vremenski interval (10 min = 0.167 h) te

AT=promjena mutnoce u vremenskom intervalu od 10 minuta.

3.2.2.2. Omjer proteini:skrob = 70:30

U ¢asu od 250 mL izvaze se 4,2 g proteina boba te 1,8 g Skroba boba te se nadopuni deioiziranom
vodom do oznake ¢ime se dobije 3 %-tna suspenzija. Dobivenoj suspenziji namjesti se pH
vrijednost (3, 5, 7, 9) dodatkom 1 M NaOH, odnosno 1 M HCI uz konstantno mijeSanje na
magnetskoj mijesalici. Dobivena suspenzija podijeli se u dvije paralele od po 100 mL te se svakoj
doda po 50mL suncokretovog ulja (Zvijezda plus d.o.0.). Suspenzija se mijeSa mikserom na
najvecoj brzini 90 sekundi te se dobivenoj emulziji mjeri apsorbancija na UV/VIS
spektrofotometru na 500 nm u kiveti debljine 1 cm. Kao slijepa proba koristi se 100 mL
deionizirane vode pomijesane sa 50 mL suncokretovog ulja (Zvijezda plus d.o.0.). Za odredivanje
stabilnosti emulzije dobivene se emulzije ostave stajati na sobnoj temperaturi 10 min te im se

nakon toga ponovo mjeri apsorbancija.
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3.2.2.3.0mjer proteini:skrob = 50:50

U caSu od 250 mL izvaze se 3,0 g proteina boba te 3,0 g Skroba boba te se nadopuni deioiziranom
vodom do oznake ¢ime se dobije 3 %-tna suspenzija. Dobivenoj suspenziji podesi se pH vrijednost
(3, 5, 7, 9) dodatkom 1 M NaOH, odnosno 1 M HCI uz konstantno mijeSanje na magnetskoj
mijesalici. Dobivena suspenzija podijeli se u dvije paralele od po 100 mL te se svakoj doda po
50mL suncokretovog ulja (Zvijezda plus d.0.0.). Suspenzija se mije$a mikserom na najvecoj brzini
90 sekundi te se dobivenoj emulziji mjeri apsorbancija na UV/VIS spektrofotometru na 500 nm u
kiveti debljine 1 cm. Kao slijepa proba koristi se 100 mL deionizirane vode pomijeSane sa S0 mL
suncokretovog ulja (Zvijezda plus d.0.0.). Za odredivanje stabilnosti emulzije dobivene se
emulzije ostave stajati na sobnoj temperaturi 10 min te im se nakon toga ponovo mjeri

apsorbancija.

3.2.3. Kapacitet i stabilnost pjenjenja
3.2.3.1.0mjer proteini:skrob = 90:10

Na analiti¢koj vagi izvaze se 18 grama proteina boba te 2 grama Skroba. Smjesa proteina i
Skroba otopi se u 200 mL deionizirane vode. Potrebno je izvagati 4 takva uzorka te svakom od
njih podesiti pH vrijednost (3, 5, 7, 9) nakon ¢ega se svaka otopina podijeli na 2 dijela od 100
mL. Suspenzije se potom mijeSaju mikserom 15 minuta na najvecoj brzini pri ¢emu se u
intervalima od po 5 minuta uzima 100 mL dobivene pjene koja se vaze. Nakon vaganja pjena
se vraca u posudu za miksanje te se nastavlja miksati ponovo 5 minuta. Miksanje i vaganje se
ponavlja dok se ne izvrSe tri uzastopna mjerenja nakon ¢ega se racuna postotak povecanja

volumena. Postotak povecanja volumena ra¢una se pomocu sljedece jednadzbe:

m (100 mL suspenzije proteina)—m (100 mL pjene)

% povetanja = * 100 141

m (100 mL pjene)

Stabilnost pjene mjeri se na nacin da se 100 mL 10 %-tne suspenzije proteina mijesa 15 minuta
mikserom na najvecoj brzini nakon ¢ega se 100 mL pjene prebaci u stakleni lijevak koji je uronjen
u menzuru od 100 mL te se ostavi na sobnoj temperaturi 15 minuta. Nakon 15 minuta odredi se

koli¢ina izdvojene tekuc¢ine pomocu jednadzbe:

M = (mu + Mme) — (Mm + M) /5/
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pri ¢emu je m — masa ocijedene tekucine iz pjene, mji — masa lijevka, mmt — masa menzure s

ocijedenom tekué¢inom te mm — masa menzure.

Nakon §to se pjena prebaci u lijevak, zabiljezi se vrijeme pada prve kapi tekuc¢ine. Time je odreden
indeks stabilnosti pjene. Vrijeme potrebno da se ocijedi sva pjena predstavlja minimalnu stabilnost
pjene.

3.2.3.2.0mjer proteini:skrob = 70:30

Na analiti¢koj vagi izvaze se 14 grama proteina boba te 6 grama Skroba. Smjesa proteina i Skroba
otopi se u 200 mL deionizirane vode. Potrebno je izvagati 4 takva uzorka te svakom od njih
podesiti pH vrijednost (3, 5, 7, 9) nakon ¢ega se svaka otopina podijeli na 2 dijela od 100 mL.
Suspenzije se potom miksaju mikserom 15 minuta na najvec¢oj brzini pri ¢emu se u intervalima od
po 5 minuta uzima 100 mL dobivene pjene koja se vaze. Nakon vaganja pjena se vraca u posudu
za miksanje te se nastavlja miksati ponovo 5 minuta. Miksanje i vaganje se ponavlja dok se ne

izvrSe tri uzastopna mjerenja nakon ¢ega se racuna postotak povecanja volumena.

3.2.3.3.0mjer proteini:skrob = 50:50

Na analitickoj vagi izvaze se 10 grama proteina boba te 10 grama Skroba. Smjesa proteina i Skroba
otopi se u 200 mL deionizirane vode. Potrebno je izvagati 4 takva uzorka te svakom od njih
podesiti pH vrijednost (3, 5, 7, 9) nakon Cega se svaka otopina podijeli na 2 dijela od 100 mL.
Suspenzije se potom miksaju mikserom 15 minuta na najvecoj brzini pri ¢emu se u intervalima od
po 5 minuta uzima 100 mL dobivene pjene koja se vaze. Nakon vaganja pjena se vraca u posudu
za miksanje te se nastavlja miksati ponovo 5 minuta. Miksanje i vaganje se ponavlja dok se ne

izvrSe tri uzastopna mjerenja nakon ¢ega se raCuna postotak povecanja volumena.
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3.2.4. Odredivanje kapaciteta vezanja vode
3.2.4.1.0mjer proteini:skrob = 90:10

U c¢asu od 50 mL izvaZze se 1,5 g proteina boba i 0,1667 g Skroba te se doda 50 mL deionizirane
vode. Dobivenim otopinama podesi se pH vrijednost te se otopine odredenog pH preliju u kivete
od 50 mL koje se ostave stajati na sobnoj temperaturi 30 minuta. Kivete se potom centrifugiraju
na 8000 okretaja/min u vremenu od 20 minuta nakon ¢ega se iz njih izdvoji supernatant, a kivete
sa ostatkom se vazu. Kapacitet vezanja vode (water holding capacity - WHC) racuna se prema

izrazu:

M;—My
My

WHC = 16/

pri ¢emu je Mo= masa uzorka, M:= kiveta sa suhim uzorkom te M,= kiveta sa uzorkom nakon

centrifugiranja.

3.2.4.2.0mjer proteini:skrob = 70:30

U ¢asu od 50 mL izvaze se 1,1667 g proteina boba i 0,5000 g skroba te se doda 50 mL deionizirane
vode. Dobivenim otopinama podesi se pH vrijednost te se otopine odredenog pH preliju u kivete
od 50 mL koje se ostave stajati na sobnoj temperaturi 30 minuta. Kivete se potom centrifugiraju
na 8000 okretaja/min u vremenu od 20 minuta nakon ¢ega se iz njih izdvoji supernatant, a Kivete

sa ostatkom se vazu.

3.2.4.3.0mjer proteini:skrob= 50:50

U ¢aSu od 50 mL izvaZze se 0,8335 g proteina boba 1 0,8335 g Skroba te se doda 50 mL deionizirane
vode. Dobivenim otopinama podesi se pH vrijednost te se otopine odredenog pH preliju u kivete
od 50 mL koje se ostave stajati na sobnoj temperaturi 30 minuta. Kivete se potom centrifugiraju
na 8000 okretaja/min u vremenu od 20 minuta nakon ¢ega se iz njih izdvoji supernatant, a kivete

sa ostatkom se vazu.
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3.2.5. Obrada podataka

Za obradu podataka koristen je Microsoft Office programski paket. Za obradu teksta; pisanje i
oblikovanje teksta, oblikovanje stila i veli¢ine fonta, dodavanje tablica, slika 1 grafikona koriSten
je program Microsoft Word. Za izradu tabli¢nih proracuna koristen je program Microsoft Excel.

Za statisticku obradu podataka koriSten je alat za analizu ANOVA (Microsoft Excel).
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4. REZULTATI | RASPRAVA

Cilj ovog rada bio je analizirati u¢inak skroba na funkcionalna svojstva izolata proteina boba

pri razlicitim pH vrijednostima.

Na Slici 2. prikazane su vrijednosti apsorbancija izolata proteina boba pri razli¢itim pH
vrijednostima sa pripadaju¢im koncentracijama (mg/mL). Slika 3. prikazuje vrijednosti
apsorbancije emulzija izmjerenih na 500 nm pri rali¢itim pH vrijednostima u sluc¢aju kada je omjer
proteina i Skroba 90:10. Slika 4. predstavlja graficki prikaz rezultata izra¢unate mutnoce emulzija
kod razlicitih pH vrijednosti za omjer proteina i Skroba 90:10. Slika 5. prikazuje izrac¢unate indekse
aktiviteta emulzije pri Cetiri razliCite pH vrijednosti za omjer 90:10. Slika 6. prikazuje izglede
emulzija kod razli¢itih pH vrijednosti za omjer proteina i $kroba 90:10. Slika 7. prikazuje
vrijednosti apsorbancija emulzija pri razli¢itim pH vrijednostima za omjer proteina i Skroba 70:30.
Slika 8. prikazuje vrijednosti mutnoca izracunatih za omjer 70:30 pri svakom od cetiri pH. Slika
9. prikazuju indeks aktiviteta emulzije za omjer proteina i Skroba 70:30 pri razlicitim pH
vrijednostima.Na Slici 10. vidljivi su izgledi emulzija kod razli¢itih pH za omjer 70:30. Slika 11.
prikazuje vrijednosti apsorbancija emulzija za omjer proteina i $kroba 50:50 izmjerene pri Cetiri
razli¢ita pH. Slika 12. prikazuje izracunate vrijednosti mutnoca za omjer proteina i Skroba 50:50.
Slika 13. prikazuje indekse aktiviteta emulzija pri razli¢itim pH vrijednostima kod omjera 50:50.
Na Slici 14. vidljivi su izgledi emulzija pri razli¢itim pH vrijednostima za omjer proteina i $kroba
50:50. Slika 15. prikazuje usporedbu utjecaja razlicitih koncentracija Skroba na vrijednosti
apsorbancija mjerenih na 500 nm pri Cetiri pH vrijednosti. Slika 16. prikazuje postotak povecanja
volumena pjene pri razli¢itim pH vrijednostima i pri razli¢itim vremenima miksanja (5, 10, 15
min) za omjer proteina i $kroba 90:10. U Tablici 2. prikazane su vrijednosti indeksa stabilnosti te
minimalne stabilnosti pjene za omjer 90:10. Na Slici 17. prikazani su izgledi pjena nakon 15
minuta miksanja pri pH 3 (a), pH 5 (b), pH 7 (c) i pH 9 (d) kod omjera 90:10. . Slika 18. prikazuje
postotak povecanja volumena pjene pri razli¢itim pH vrijednostima i pri razliitim vremenima
miksanja (5, 10, 15 min) za omjer proteina i Skroba 70:30. U Tablici 3. prikazane su vrijednosti
indeksa stabilnosti te minimalne stabilnosti pjene za omjer 70:30. Na Slici 19. prikazani su izgledi
pjena nakon 15 minuta miksanja pri pH 3 (a), pH 5 (b), pH 7 (¢) i pH 9 (d) kod omjera 70:30. Slika

20. prikazuje postotak povecanja volumena pjene pri razli¢itim pH vrijednostima i pri razli¢itim
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vremenima miksanja (5, 10, 15 min) za omjer proteina i Skroba 50:50. U Tablici 4. prikazane su
vrijednosti indeksa stabilnosti te minimalne stabilnosti pjene za omjer 50:50. Na Slici 21. prikazani
su izgledi pjena nakon 15 minuta miksanja pri pH 3 (a), pH 5 (b), pH 7 (c) i pH 9 (d) kod omjera
50:50. Slika 22. prikazuje usporedbu utjecaja razlicitih koncentracija Skroba na postotak povecanja
volumena pjene pri razli¢itim pH vrijednostima (3, 5, 7, 9). Slika 23. predstavlja grafic¢ki prikaz
rezultata kapaciteta vezanja vode kod razli¢itih pH vrijednosti za omjer proteina i Skroba 90:10.
Slika 24. prikazuje kapacitete vezanja vode kod razlicitih pH vrijednosti za omjer proteina i $kroba
70:30. Slika 25. prikazuje kapacitet vezanja vode za omjer proteina i Skroba 50:50. Slika 26.
prikazuje usporedbu sposobnosti odnosno kapaciteta vezanja vode pri razli¢itim pH vrijednostima

te pri razli¢itim omjerima proteina i Skroba.
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4.1. ISPITIVANJE TOPLJIVOSTI PROTEINA TE ODREDIVANJE UKUPNE
KOLICINE PROTEINA METODOM PO LOWRYJU

Topljivost proteina
0,45
0,4
0,35
0,3
0,25 02075
0,2 0,975
0,15
0,1

0
’ ==0-08835
0,05 C'GA\U'QQ:,T ’

pH 3 pH 5 pH7 pHS

0,843
P28

=@=koncentracija (mg/mL) apsorbancija (740 nm)

Slika 2. Graficki prikaz apsorbancije sa pripadaju¢om koncentracijom proteina pri razli¢itim pH
vrijednostima

Topljivost proteina odredena je metodom po Lowryju u 0,5 %-tnim otopinama izolata
proteina pri Cetiri razli¢ita pH: 3, 5, 71 9. pH otopine podesen je dodavanjem 1 M klorovodi¢ne

kiseline odnosno 1 M natrijeve luZine u otopinu proteina.

Topljivost podrazumijeva sposobnost neke tvari da se otopi u odredenom otapalu, a to je
najéesS¢e ulje ili voda (Awuchi i sur., 2019). Topljivost najviSe ovisi o jacini protein-voda
interakcija — $to su one jace i §to je vise protein-voda interakcija u odnosu na protein-protein
interakcije, to ¢e topljivost biti veca, odnosno veca koli¢ina proteina ¢e biti otopljena u otapalu.
Osim toga, topljivost ovisi i 0 molekularnoj masi proteina, aminokiselinskom sastavu, povrS§inskim
karakteristikama proteina, pH vrijednosti, temperaturi i ionskoj jakosti (Haque i sur., 2016).
Proteini imaju najmanju topljivost u izoelektri¢noj tocki. Izoelektriéna tocka je pH vrijednost kod
koje je vrijednost elektricnog naboja neke molekule jednaka nuli. Pri tom pH dominiraju protein-

protein interakcije te se proteini vrlo Cesto taloze u otopini (Haque i sur., 2016). 1z dobivenih
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rezultata vidljivo je da je koncentracija otopljenih proteina najveca kod pH 3 (0,0704 mg/mL) te
kod pH 9 (0,05885 mg/mL), a najmanja kod pH 5 (0,02235) zbog blizine izoelektricnog pH

podrugja te velikog talozenja proteina.

4.2. ODREDPIVANJE SVOJSTAVA EMULGIRANJA PROTEINA

4.2.1. Omjer proteini:skrob = 90:10

B Apsorbancija, 500 nm B Apsorbancija, 500 nm — nakon 10 min
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Slika 3. Usporedba vrijednosti apsorbancija izmjerenih u vremenskom razmaku od 10 minuta

24



B Mutno¢a ® Mutnoca nakon 10 min
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Slika 4. Usporedba vrijednosti mutnoéa izmjerenih u vremenskom razmaku od 10 minuta

7 PH 9

Slika 5. Usporedba vrijednosti indeksa aktiviteta emulzije izmjerenih u razmaku od 10 minuta
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o~
)}
(\T |
-
PH

PH 3 PH 5

556,78
614,75
719,41
669,23
707,26
686,52

483,18
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Slika 6. Izgledi emulzija pri razli¢itim pH vrijednostima kod omjera proteina i $kroba 90:10
(Vlastita fotografija)

4.2.2. Omijer proteini:skrob = 70:30

B Apsorbancija, 500 nm B Apsorbancija, 500 nm — nakon 10 min
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Slika 7. Usporedba vrijednosti apsorbancija izmjerenih u vremenskom razmaku od 10 minuta
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B Mutno¢a ® Mutnoca nakon 10 min

PH 3 PH 7 PH 9

PH 5
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Slika 8. Usporedba vrijednosti mutnoéa izmjerenih u vremenskom razmaku od 10 minuta

mIAE ® IAE (10min)
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Slika 9. Usporedba vrijednosti indeksa aktiviteta emulzije izmjerenih u vremenskom razmaku od
10 minuta
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Slika 10. Izgledi emulzija pri razli¢itim pH vrijednostima kod omjera proteina i Skroba 70:30
(Vlastita fotografija)

4.2.3. Omijer proteini:skrob = 50:50

B Apsorbancija, 500 nm B Apsorbancija, 500 nm — nakon 10 min
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Slika 11. Usporedba vrijednosti apsorbancija izmjerenih u vremenskom razmaku od 10 minuta
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B Mutno¢a ® Mutnoca nakon 10 min
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Slika 12. Usporedba vrijednosti mutnoca izmjerenih u vremenskom razmaku od 10 minuta
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Slika 13. Usporedba vrijednosti indeksa aktiviteta emulzije izmjerenih u vremenskom razmaku
od 10 minuta
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Slika 14. Izgledi emulzija pri razli¢itim pH vrijednostima kod omjera proteina i $kroba 50:50
(Vlastita fotografija)
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Slika 15. Usporedba utjecaja razlicitih koncentracija Skroba na indeks stabilnosti emulzija

Svojstva emulgiranja proteina odreduju se mjerenjem apsorbancije emulzija na UV/VIS
spektrofotometru na 500 nm. Na temelju dobivenih rezultata izratuna se mutnoca dobivenih

emulzija. Indeks aktiviteta emulzije (IAE) predstavlja sposobnost proteina da sprjecavaju
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flokulaciju i ponovno povezivanje Cestica ulja brzom adsorpcijom na granici ulje/voda, a indeks
stabilnosti emulzije (ISE) predstavlja spososbnost proteina da u nekom vremenskom periodu

odrzavaju stabilnu emulziju (Lam i Nickerson, 2014).

Kapacitet emulgiranja i stabilnost emulzije ovise o svojstvima samih proteina, ali i 0 uvjetima
emulgiranja, temperaturi, ionskoj jakosti te o pH vrijednosti. U istrazivanju koje je proveo Zayas
(1997) zabiljezena je korelacija izmedu topljivosti proteina, utjecaja pH i sposobnosti stvaranja
emulzije. Najmanja sposobnost stvaranja emulzija zabiljezena je u izoelektricnom podrucju
proteina jer kod izoelektri¢ne to¢ke dolazi do smanjenog odbijanja koje se dogada izmedu kapljica

masti te dolazi do destabilizacije emulzije i stvaranja flokula (Zayas, 1997).

Cista amiloza i amilopektin nemaju nabijene skupine i neutralne su makromolekule. Pode$avanje
suspenzija ¢iste amiloze ili amilopektina na vrlo niske ili vrlo visoke pH vrijednosti uzrokuje
dehidraciju i enolizaciju hidroksilnih skupina glukoze, ¢ime makromolekule poprimaju negativan
naboj. Dahle (1971) je proveo sustavnu studiju interakcija proteina hrane i $kroba koristeci sustav
proteina i $kroba pSenice. Dahle je odredio vezanje protein-skrob mjerenjem $kroba preostalog u
otopini nakon talozenja kompleksa protein-Skrob. Istrazivao je u¢inak pH na sposobnost proteina
da ulaze u interakcije sa skrobom. Maksimalna interakcija proteina i $kroba dogodila se pri pH
6,5. Vezanje je bilo nesto slabije od maksimuma u kiselom podrucju pri pH 6,5, ali mnogo slabije
od maksimuma u alkalnom podrucju. Ovi rezultati, ovisnosti vezanja o pH mogu se objasniti
¢injenicom da su protein i $krob koloidi suprotnog naboja pri kiselom pH. Pri alkalnijem pH,
protein postaje manje pozitivno nabijen i manje je vjerojatno da ¢e stvoriti kompleks s negativno

nabijenim Skrobom.

U suspenziji,- $krob i proteini boba mogu stupati u razlicite: vodikove veze (prisustvo vodika i
elektronegativnih atoma sa slobodnim eletronskim parom), slabe Van der Waalsove sile
(interakcija elektriénih dipola) i ionske veze (povezivanje pozitivno i negativho nabijenih
molekula). Molekule $kroba postaju negativno nabijene udaljavajuéi se od svoje izoelektricne
tocke dok molekule proteina mogu biti i pozitvno i negativno nabijene ovisno o pH vrijednosti
suspenzije u kojoj se nalaze. Izoelektri¢na toCka proteina boba iznosi oko 5 i kod te pH vrijednosti
netto naboj molekule iznosi 0. Pri pH vrijednostima iznad izoelektri€ne tocke protein postaje
negativno nabijen dok kod pH vrijednosti ispod izoelektri¢ne toc¢ke protein ima viSe pozitivnog
naboja (Dahle, 1971).
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U rezultatima je vidljivo kako je pri pH 5 kod sva tri omjera proteina i Skroba (90:10, 70:30, 50:50)
najniza vrijednost indeksa aktiviteta emulzije nakon 10 minuta (ISEg0:10=12,92, ISE70:30=16,04,
ISEs0:50=14,20) $to je u skladu s rezultatima dobivenim odredivanjem topljivosti proteina.
Takoder, pri pH 5 su mutnoc¢e kod sva tri omjera najmanje nakon 10 minuta (Mgo:10=108,30;
M70:30=112,79; Ms0:50=85,65), a samim time su i indeksi stabilnosti emulzija za pH vrlo niski
(ISEg0:10=0,20; 1SE70:30= 0,21; ISE50:50=0,20). Takvi rezultati su bili oc¢ekivani ve¢ pri samom
provodenju eksperimenta jer su se na pH 5 ve¢ nakon nekoliko minuta slojevi ulja i vode odvojili.
Kod pH 3 su nakon 10 minuta izmjerene vece apsorbancije odnosno veée mutno¢e emulzija nego

prilikom prvog mjerenja te su zbog toga vrijednosti indeksa stabilnosti emulzije negativne.

U paralelno provedenom istraZivanju, izmjerene mutno¢e emulzija nakon 10 minuta bile su puno
nize od prvotno izmjerenih mutnoca, a dobivene emulzije su se razdvojile te su samim time i
indeksi stabilnosti emulzija bili niski. U rezultatima je vidljivo da dodatak $kroba utjece na
stabilnost emulzija, odnosno djeluje kao stabilizator osim pri pH 5 gdje je talozenje proteina
preveliko. Kod omjera proteina i Skroba 90:10, najveca prvotna mutno¢a emulzije izmjerena je pri
pH 7 (859,13) te kod pH 9 (851,85) nakon ¢ega slijede pH 5 (792,01) te pH 3 (702,27). Nakon 10
minuta, najve¢a mutnoca zabiljeZena je kod pH 9 (839,20) te kod pH 7 (828,62), a najmanja kod
pH 5 (108,30), dok je kod pH 3 mutnoc¢a nakon 10 minuta (755,76) bila ve¢a nego prvotna mutnoca
(702,27). 1z tog je razloga indeks stabilnosti emulzije pri pH 3 negativan (-6,07). Najve¢i indeks
stabilnosti emulzije za omjer 90:10 izracunat je pri pH 9 (76,94), a najmanji (ne racunajuci
negativan rezultat kod pH 3) kod pH 5 (0,20). Kod omjera proteina i Skroba 70:30, najveca
izmjerena pocetna mutnoca bila je kod pH 9 (792.,48) te kod pH 7 (784,86) nakon Cega slijede pH
5 (663,31) te pH 3 (646,78). Nakon 10 minuta, najve¢a mutnoca izmjerena je kod pH 7 (768,29)
te kod pH 9 (764,74) dok je kod pH 3 mutnoca nakon 10 minuta (680,65) ponovo bila veca nego
pocetna mutnoca (646,78). Najmanja mutnoc¢a nakon 10 minuta izmjerena je kod pH 5 (112,79).
Zbog manje pocetne mutnoce u odnosu na onu nakon 10 minuta, indeks stabilnosti emulzije pri
pH 3 ponovo ima negativan predznak (-3,43). Najveci indeks stabilnosti emulzija je imala pri pH
7 (12,77), a najmanji ponovo pri pH 5 (0,21). Kod omjera proteina i Skroba 50:50, najveca
izmjerena pocetna mutnoca bila je kod pH 9 (786,68), a najmanja kod pH 3 (656,50). Nakon 10
minuta, najve¢a mutnoca izmjerena je takoder kod pH 9 (720,74), a najmanja kod pH 5 (86,65),
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dok je kod pH 3 mutnoc¢a nakon 10 minuta (680,49) ponovo vi$a nego pocetna mutnoca (656,50)
te je ponovo indeks stabilnosti emulzije za pH 3 negativan (-4,80). Najveci indeks stabilnosti
emuzija je imala pri pH 7 (15,64), a najmanji ponovo kod pH 5 (0,20). Najveca svukupna mutnoca
izmjerena je kod pH 7 za omjer proteina i Skroba 90:10 (859,13), a najveéi indeks stabilnosti
emulzije zabiljeZen je kod pH 9 za omjer 90:10 (76,94), dok su vece koncentracije Skroba (70:30;
50:50) bolje ucinke na stabilizaciju emulzija imale pri pH 7 (12,77, 15,64).

Kod najmanje koncentracije Skroba (omjer proteina i Skroba 90:10) najve¢i indeks stabilnosti
emulzije bio je pri pH 9. Razlog tome je velika udaljenost te pH vrijednosti od izoelektri¢ne tocke
proteina pri ¢emu mala koli¢ina dodanog Skroba nema gotovo nikakav utjecaj na stabiliziranje,
odnosno destabiliziranje emulzije i slabe su interakcije izmedu $kroba i proteina. U istrazivanju
koje je proveo Dahle pri pH vrijednosti 6,5 uo¢ene su najjace interakcije izmedu proteina i $kroba.
Poveéanjem koncentracije $kroba ( omjeri proteina i Skroba 70:30 i 50:50) najveéi indeks
stabilnosti bio je kod pH vrijednosti 7 koja nije daleka od 6,5 i kod koje su i dalje interakcije $kroba
i proteina jake. Kod vecih koncentracija Skroba smanjio se indeks stabilnosti kod pH 9 u usporedbi
s manjom koncentracijom dodanog Skroba u suspenziju ( omjer proteina i $kroba 90:10) kod koje

je indeks stabilnosti emulzija bio najveci.
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4.3. KAPACITET | STABILNOST PJENJENJA

4.3.1. Omjer proteini:skrob = 90:10

H%5min m% 10 min % 15 min

636,2068

PH 3

Slika 16. Prikaz postotka povecanja volumena pjene pri razli¢itim pH vrijednostima te pri

542,475
539,3214
454,6201
493,9207
526,3516
541,5358
458,5498

418,704
342,5546

296,777
263,349

PH 5 PH 7 PH 9

razli¢itim vremenima miksanja

Tablica 2: Stabilnost pjene kod omjera proteina i $kroba 90:10

pH 3 pH 5 pH 7 pH 9
Mt 10,0184 g 17,7217 g 19,4840 g 28,1684 g
Indeks 40" 20" 2,5" 5,5"
stabilnosti
Minimalna 45' 5' 13 5'
stabilnost

34



a) b) c) d)
Slika 17. Usporedba izgleda pjena nakon 15 minuta mijesanja pri a) pH 3, b) pH
5,c) pH 7id) pH 9 (Vlastite fotografije)

4.3.2. Omijer proteini:skrob = 70:30

H%5min ®% 10 min % 15 min

519,3385

]
<
o L 0 N o
3 ©Q o oo N o o 23
3 =} N Q noool @ ©
L < S — h .
a S — N ) o -y [N
) Vo) ~ < < o ~
§ o L 7o) 3 D e
N ¥ < < R
> o
B‘ n a
- L
< ¥ ®
P
PH 3 PH 5 PH 7 PH 9

Slika 18. Prikaz postotka povecanja volumena pjene pri razli¢itim pH vrijednostima te pri

razli¢itim vremenima miksanja
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Tablica 3: Stabilnost pjene kod omjera proteina i Skroba 70:30

pH 3 pH5 pH 7 pH 9
Mt 12,2980 g 16,2333 g 18,5660 g 20,7857 g
Indeks 35,5" 1" 2" 8"
stabilnosti
Minimalna 38 4'35" 15' 9'25"
stabilnost

a) b) c)

Slika 19. Usporedba izgleda pjena nakon 15 minuta miksanja pri a) pH 3, b) pH 5, ¢) pH 7 i d)

pH 9 (Vlastite fotografije)
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4.3.3. Omijer proteini:S8krob = 50:50

PH 3

Slika 20. Prikaz postotka povecanja volumena pjene pri razli¢itim pH vrijednostima te pri

W%5min M % 10 min &M % 15 min

570,6812
576,8105
518,4251
468,6261
418,6769
471,0243
651,2
610,812
597,1859
553,7311
440,0345
452,6059

PH 5 PH 7 PH 9

razli¢itim vremenima miksanja

Tablica 4: Stabilnost pjene kod omjera proteina i $kroba 50:50

pH 3 pH5 pH 7 pH 9
Mt 16,6024 g 14,4095 g 15,1200 g 18,7081 g
Indeks 0,5" 0,5" 11" 11"
stabilnosti
Minimalna 15' 18' 23,5 15'
stabilnost
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a) b) c) d)
Slika 21. Usporedba izgleda pjena nakon 15 minuta miksanja pri a) pH 3, b) pH 5, ¢) pH 7 i d)

pH 9 (Vlastite fotografije)

700 1 90:10 70:30 50:50

600
500
400
300
200
100
0

%5min %10 %15 %5min %10 %15 %5min %10 %15

min min min min min min

EpH3 MWpHS pH7 EpH9

Slika 22. Usporedba utjecaja razlicitih koncentracija $kroba na postotak povecanja volumena
pjene

Sposobnost pjenjenja ovisi 0 moguénosti proteinskih lanaca da se razmotaju i usmjere na
medupovrsinu tekucina/zrak (Amagliani 1 sur., 2017). Konformacijskim promjenama na
proteinima dolazi do veceg izlaganja hidrofobnih dijelova molekula. Time dolazi do povezivanja
proteinskih lanaca i stvaranja kontiuiranog kohezivnog filma oko mjehuric¢a zraka. pH okoline i
ovdje igra veliku ulogu. U izoelektricnoj je tocki elektrostatsko privlacenje izmedu proteina

najvece. Zbog toga dolazi do smanjenja medufazne napetosti zbog veceg apsorbiranja proteina na
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povrsinu pa su takvi filmovi najdeblji 1 imaju najvecu elasti¢nost. Osim toga, kod te je pH
vrijednosti najmanje odbijanje izmedu molekula proteina §to omogucéuje lakSe adsorbiranje
proteina na granici. 1z tog je razloga stabilnost pjene najvisa u izoelektricnom podrucju (Zayas,
1997). Time potvrdujemo rezultate dobivene ovom analizom gdje je najmanja sposobnost
pjenjenja te najmanja stabilnost pjene zabiljeZena pri pH 9 gdje su protein-protein interakcije na

najmanjoj razini, a dominiraju protein-voda interakcije.

Kod omyjera proteina i Skroba 90:10, najveci postotak povecanja pjene nakon 5 minuta zabiljezen
je kod pH 3 (542,4750 %) te pH 7 (541,5358 %), a najmanji kod pH 9 (342,5546 %). Nakon 10
minuta miksanja doslo je do smanjenja volumena pjene kod svih pH vrijednosti, osim kod pH 5
(454,6201 %; 493,9207 %). Nakon 15 minuta miksanja, najveci zabiljezeni postotak povecanja
volumena pjene bio je pri pH 3 (636,2068 %), a najmanji pri pH 9 (263,3490 %). Takoder, kod
pH 3 i pH 5 je nakon 15 minuta miksanja doSlo do porasta postotka povecanja volumena pjene,
dok su postoci izmjereni kod pH 7 1 pH 9 manji nego nakon 10 minuta. Najveci izmjereni indeks
stabilnosti imala je otopina sa pH 3 (40"), a najmanji otopina sa pH 7 (2,5"). Kod omjera proteina
i Skroba 70:30, nakon 5 minuta miksanja najveci postotak povecanja volumena pjene zabiljezen je
kod pH 7 (481,5780 %), a najmanji kod pH 5 (457,4771 %). Iz Slike 18 vidljivo je da su nakon 5
minuta miksanja postoci povecanja volumena pjene otopina podjednaki $to se moZze pripisati nesto
vecoj koncentraciji dodanog Skroba. Nakon 10 minuta pri pH 5 dolazi do porasta postotka
povecanja volumena pjene (500,2528 %), dok sve ostale vrijednosti padaju. Najmanji postotak
povecanja volumena pjene nakon 10 minuta miksanja zabiljezen je kod pH 9 (374,5041 %). Nakon
15 minuta miksanja, postotak povecanja volumena pjene pri pH 5 nastavlja rasti (519,3358 %), a
dolazi i do porasta vrijednosti kod pH 3 (461,4046 %) te pH 9 (381,9780 %), dok postotak
povecanja volumena pjene pri pH 7 konstantno pada (450,8793 9%). Najveci indeks stabilnosti
pjene zabiljezen je kod pH 3 (35,5"), a najmanji kod pH 5 (1"). Kod omjera proteina i Skroba 50:50,
najveci sveukupni postotak povecanja pjene zabiljeZen je kod pH 7 (5 min: 651,2790 %, 10 min:
610,8125 %, 15 min: 597,1859 %) te je u blagom padu nakon svakih 5 minuta miksanja. Pri pH 5
19 nakon 10 minuta vidljiv je pad postotka povecanja pjene u odnosu na prvo mjerenje te ponovni
rast nakon 15 minuta miksanja, dok je kod pH 3 najveci zabiljeZeni postotak povecanja pjene
zabiljezen nakon 10 minuta miksanja (576,8105 %). Pri pH 7 i pH 9 zabiljeZeni su najve¢i indeksi
stabilnosti (11"), dok su indeksi stabilnosti za pH 3 i pH 5 vrlo niski (0,5"). Usporedivsi sva tri

omjera proteina i Skroba, najveci sveukupni postotak povecanja pjene zabiljezen je pri pH 7 za
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omjer 50:50 nakon 5 minuta miksanja (651,2790 %). Pri toj pH vrijednosti suspenzije interakcije
izmedu proteina i $kroba su najjace (Dahle, 1971) te zrak koji ostaje zarobljen unutar mjehuric¢a
suspenzije proteina i Skroba teSko difundira iz suspenzije €ine¢i pjenu stabilnom. Kod manjih
omjera proteina i Skroba (90:10) veca stabilnost pjene uocena je blize vrijednosti izoelektricne
tocke proteina jer su kod te vrijednosti najjace protein-protein interakcije i najjace je vezanje plina

unutar protein-protein kompleksa ¢ime se stabilnost i stvaranje pjene povecaju.

4.4. ODREDIVANJE KAPACITETA VEZANJA VODE

4.4.1. Omijer proteini:skrob = 90:10

WHC

3,5

2,5 2,3

WHC
N

1,5
0,5

pH3 pH 5 pH 7 pH9
AXIS TITLE

Slika 23. Sposobnost vezanja vode pri razli¢itim pH vrijednostima kod odnosa proteina i $kroba
90:10
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4.4.2. Omijer proteini:S8krob = 70:30

WHC

25 2,6#885
2 2[
S}
15 737
; ZIU5
1
0,5
0
pH 3 pH5 pH7 pH9
AXIS TITLE

Slika 24. Sposobnost vezanja vode pri razli¢itim pH vrijednostima kod odnosa proteina i §kroba
70:30

4.4.3. Omijer proteini:Skrob = 50:50

WHC

47
2
1,8
% 1,5
’ 1
; 1,285
1
0,5
0
pH3 pHS5 pH7 pH9
AXIS TITLE

Slika 25. Sposobnost vezanja vode pri razli¢itim pH vrijednostima kod odnosa proteina i §kroba
70:30
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Slika 26. Usporedba sposobnosti vezanja vode pri razli¢itim pH te pri razli¢itim omjerima
proteina i Skroba

Sposobnost vezanja vode opisuje se kao sposobnost neke tvari da zadrzi vlastitu, ali i
dodanu vodu tijekom centrifuge, zagrijavanja, presanja ili neke druge tehnoloske operacije. Ono
ima vaznu ulogu prilikom formiranja teksture hrane te je jedno od vaznijih fizikalnih svojstava
hrane. Sposobnost vezanja vode ovisi 0 protein-voda te protein-protein interakcijama. Sto su
protein-voda interakcije jace, manje ¢e biti otpuStanje vode iz takvog proizvoda. pH vrijednost
takoder ima veliki utjecaj na sposobnost vezanja vode. Naime, u izoelektricnom su podrucju
protein-voda interakcije najslabije, odnosno dominiraju protein-protein interakcije te ¢e u tom pH
podrucju sposobnost proteina da vezu vodu biti najmanja. Promjenom pH dolazi do rastvaranja ili
zatvaranja molekule proteina ¢ime se mjesta za vezanje vode otkrivaju odnosno sakrivaju. Dakle,
Sto je pH okoline dalji od izoelektricnog podrucja, to ¢e sposobnost proteina da vezu vodu biti
veca. To je vidljivo i u dobivenim rezultatima: najveca sposobnost vezanja vode (WHC) je pri pH
9 (WHCg0:10=3,3777, WHC70:30=2,61885, WHCs0:50=2,4470), a najmanja pri pH 5
(WHCg0:10=1,4196, WHCg0:10=1,2903, WHCg0:10=1,2339). Takoder, na Grafu 19 vidljivo je da

veca koncentracija Skroba smanjuje sposobnost proteina da vezu vodu. Dakle, Skrob ne mijenja
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sposobnost proteina da vezu vodu pri razlicitim pH vrijednostima, ve¢ umanjuje sveukupnu

sposobnost proteina da vezu vodu (Zayas, 1997).
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5. ZAKLJUCCI

Na temelju dobivenih rezultata moze se zakljuciti sljedece:

1. Topljivost proteina u velikoj mjeri ovisi o pH suspenzije u kojoj se nalaze zbog utjecaja
pH vrijednosti na povrsinski naboj molekule proteina te na jacinu protei-protein, odnosno
protein-voda interakcija. Iz rezultata je vidljivo da je najveca topljivost proteina pri pH 3
(c=0,0704 mg/mL; A= 0,313), a najmanja pri pH 5 (c= 0,02235 mg/mL; A= 0,175) zbog
jakih protein-protein interakcija u blizini izoelektri¢ne toc¢ke.

2. Indeks stabilnosti emulzije (ISE) predstavlja sposobnost proteina da u odredenom
vremenskom periodu odrze stabilnu emulziju. Najveci indeks stabilnosti emulzije
zabiljezen je pri pH 9 kod omjera proteina i Skroba 90:10 ( 76,94), pri istom omjeru kod
pH 7 ISE iznosi 4,79, a kod pH 5 ISE iznosi 0,20. Kod ostala 2 omjera proteina i $kroba
(70:30 i 50:50) veca koncentracija Skroba pokazala se kao dobra za stabilizaciju emulzija
kod pH 7 (12,77; 15,64). 1z rezultata je vidljivo da veéa koncentracija $kroba ima pozitivan
ucinak na stabilnost emulzije ¢ija je pH vrijednost bliska izoelektricnoj tocki proteina.
Udaljavajuci se od vrijednosti izoelektriéne tocke, stabilnost emulzija bila je veca kod

manjih koncentracija Skroba u kombinaciji sa izolatom.

3. Sposobnost stvaranje pjene i stabilnost pjene bolje su §to su protein-protein interakcije jace,
a protein-voda interakcije slabije, odnosno u blizini izoelektri¢ne tocke. 1z rezultata je
vidljivo da je dodatak vece koli¢ine Skroba (omjer proteini $krob 50:50) u otopinu imao
bolji u€inak na postotke povecanja volumena pjene pri svim pH vrijednostima jer su gotovo
sve vrijednosti u porastu u odnosu na vrijednosti dobivene za omjer 90:10. S druge pak
strane, §to je koncentracija Skroba bila veca, to su indeksi stabilnosti bili nizi, odnosno
Skrob naruSava stabilnost pjene. Veca koli¢ina Skroba (omjer proteini Skrob 50:50)
proporcionalna je postotku poveéanja volumena pjene, a obrnuto proporcionalna indeksu

stabilnosti pjene.

4. Sposobnost vezanja vode ovisi 0 protein-protein i protein-voda interakcijama. U
izoeletricnom podrucju, gdje su protein-voda interakcije najslabije, sposobnost proteina da
vezu vodu bila je najmanja. Iz rezultata je vidljivo da dodatak Skroba ne mijenja

sposobnost proteina da vezu vodu pri odredenom pH, npr.ne poboljSava vezanje vode pri
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pH 5. Dodatak vec¢ih koncentracija Skroba (omjeri 70:30 te 50:50) umanjuje sveukupnu

sposobnost proteina da vezu vodu.
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