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1. UVOD

Potaknuti sve veCom brigom kako za okoli§ tako i za vlastito zdravlje, sve se vise ljudi
okreé¢e biljnoj prehrani koja podrazumijeva konzumaciju minimalno procesiranog voca i
povrc¢a, mahunarki, bilja, zaCina, orasastih plodova i1 sjemenki te zitarica pri ¢emu su iz prehrane
iskljuene sve namirnice zivotinjskog porijekla kao Sto su perad, crveno meso, riba, jaja te
mlije¢ni proizvodi (Ostfeld, 2017). U usporedbi sa proteinima Zivotinjskog porijekla, proteini
biljnog porijekla imaju mnoge razliite ucinke na rizik nastanka kardiovaskularnih bolesti.
Odnos proteina i zdravlja prvi put je obraden 2010. godine u pregledu dokaza Savjetodavnog
odbora za smjernice o prehrani pri ¢emu je primarna preporuka Prehrambenih smjernica za
Amerikance bila ve¢i unos hrane biljnog porijekla, baziraju¢i se prvenstveno na cjelovite
zitarice, orasaste plodove, sjemenke, povrée te grah odnosno mahunarke, a sve su te skupine
namirnica izvor biljnih proteina. lako su se nekad biljni proteini smatrali nepotpunim izvorima
esencijalnih aminokiselina te manje hranjivima u odnosu na proteine Zivotinjskog porijekla,
danas su oni prihvacéeni kao zdrava opcija za zadovoljavanje dnevnih preporuka i potreba za

proteinima (Richter i sur., 2015).

Grah bob (Vicia faba L.) spada medu najstarije usjeve na svijetu te je trea najvaznija
mahunarka sto¢nog zrna nakon soje (Glycine max L.) i graska (Pisum sativum L.). Dobar je
izvor lizinom bogatih proteina i levadope (L-dopa) koja je prekursor dopamina koji pokazuje
potencijal u lijeCenju Parkinsonove bolesti. Bob predstavlja usjev koji, u teoriji, pokazuje
najbolje rezultate u scenariju ve¢ postoje¢ih klimatskih promjena i globalnog zatopljenja jer
ima sposobnost nadilazenja gotovo svih vrsta klimatskih uvjeta te vrlo dobru prilagodbu na tlo.
Unatoc€ svojim izvrsnim svojstvima kao hrana, u nekim je dijelovima svijeta, primjerice u Indiji,
bob jo$ uvijek nedovoljno iskoristen usjev iako se smatra agronomski odrzivom alternativom

zitarica (Singh i sur., 2013).

Cilj ovog rada bio je ispitati funkcionalna svojstva izolata proteina boba kako bi se, u blizoj
buduénosti, protein boba mogao uklopiti u odredene prehrambene proizvode te kako bi se

pokazao kao dobra alternativa proteinima zivotinjskog porijekla.



2. TEORIJSKI DIO
2.1. PORIJEKLO BOBA

Grah bob jednogodi$nja je mahunarka botanic¢kog naziva Vicia faba L. Spada medu
najstarije usjeve na svijetu te je tre¢a najvaznija mahunarka za sto¢nu hranu po proizvodnji i
povrsini uzgoja. Zelene mahune boba koriste se uglavnom kao povrée, no njegovi suhi
kotiledoni predstavljaju dobar izvor lizinom bogatih proteina za siromasne. Uz lizin, bob je
dobar izvor levadope, prekursora dopamina sa potencijalom koristenja u lije¢enju Parkinsonove

bolesti (Singh i sur., 2013).

Vjeruje se da bob potjece iz sjeverne Afrike i jugozapadne Azije, a sada pripada sredi$njim
azijskim, mediteranskim i juznoameri¢kim sredistima. KoriSten je u kineskoj prehrani prije
gotovo 5000 godina, Egip¢ani su ga uzgajali prije 3000 godina, Hebreji u biblijsko doba, a Grei
i Rimljani nesto kasnije. Pretpostavlja se da su ga u Indiju unijeli Europljani tijekom sultanskog
razdoblja (1206.-1555.) tijekom kojeg se spominje njegov uzgoj kao vrtne kulture. No ipak,
to¢no porijeklo graha boba jo§ uvijek je nepoznato. Postoji nekoliko divljih vrsta (Vicia
narbonensis L. i V. galilaea Plitmann i Zohary) koje su taksonomski povezane sa kultiviranim
usjevima, no broj kromosoma im se razlikuje — divlje vrste sadrze 2n = 14 kromosoma, a
kultivirani grah bob ima 2n = 12 kromosoma. lako se bob uglavnom svrstava u rod Vicia kao
grahorica, brojni je botanicari tretiraju kao zaseban monotipski rod — Faba sativa Moench
(Singh i sur., 2013).

2.2. BOTANICKA OBILJEZJA

Viciafaba jednogodisnja je zeljasta biljka sa grubim i uspravnim stabljikama. Nerazgranata
je te moze narasti 0,3 — 2 metra visine. Ima naizmjenicne, peraste listove koji se sastoje od 2 do
6 listi¢a od kojih svaki moze biti duzine do 8 cm za razliku od vecine drugih ¢lanova tog roda.
Biljka posjeduje rudimentarne vitice ili je bez vitica. Sama biljka vrlo obilno cvjeta, no samo
mali broj nastalih cvjetova ima sposobnost stvaranja mahune. Cvjetovi su veliki, bijele su boje
sa tamnoljubiCastim oznakama te su smjeSteni na kratkim peteljkama u grozdovima od 1 do 5.
Iz svakog se cvjetnog grozda razvijaju 1 — 4 mahune (slika 1). U jednoj populaciji je oko 30%
biljaka unakrsno oplodeno, a kukci koji su glavni za opraSivanje su bumbari. V. faba je
diploidna te ima 12 kromosoma odnosno 6 homolognih parova od kojih je jedan metacentri¢an,

a ostali su akrocentricni (Singh i sur., 2013).



Slika 1. Vicia faba L. (Anonymus, 2022)

2.3. UPOTREBA BOBA
2.3.1. Upotreba boba u prehrani

U zemljama u razvoju, bob se koristi kao hrana za ljude dok se u industrijaliziranim
zemljama uglavnom Kkoristi kao sto¢na hrana za konje, svinje, perad i golubove. Moze se
konzumirati kao povrée — zeleno ili osuSeno te svjeze ili konzervirano. Na Bliskom istoku,
mediteranskoj regiji, Etiopiji i Kini, bob je uobicajena hrana za doru¢ak. Koristi se u izradi
mnogih jela od kojih su najpopularnija Medamis (pirjani bob), Falafel (duboko przena pasta od
kotiledona sa povréem i zaCinima), Bissara (tijesto od kotiledona) te Nabet juha (kuhani
proklijali bob). Bob ima visoku prehrambenu vrijednost te se na nekim podruc¢jima smatra
superiornijim od graska i ostalih mahunarki. Jedan je od najvaznijih zimskih usjeva koriStenih
za ljudsku prehranu na Bliskom istoku, a ponegdje se smatra i nadomjestkom za meso ili obrano
mlijeko. Kao povrce koriste se krupnosjemeni kultivari, dok se przene sjemenke boba u Indiji
jedu poput kikirikija. Osim upotreba u prehrambene svrhe, slama iz zetve boba moze se koristiti

za izradu cigle te kao gorivo u nekim dijelovima Sudana i Etiopije (Singh i sur., 2013).



2.3.2. Upotreba boba u medicini

Osobe oboljele od Parkinsonove bolesti ne mogu sintetizirati dopamin koji je odgovoran za
regulaciju motori¢kih stanica. Bob je dobar izvor levandope (L-dopa) koja je prekursor
dopamina te kao takav ima potencijal u lije¢enju osoba oboljenih od Parkinsonove bolesti. Osim
toga, L-dopa je i natriuretik te bi mogao pomo¢i u kontroli hipertenzije. Takoder, neki ljudi
koriste bob kao prirodnu alternativu lijekovima poput Viagre, povlace¢i paralelu izmedu
ljudskog libida te proizvodnje L-dope. Konzumacija nezrelog boba moze izazvati zatvor te

simptome sli¢ne Zutici pa se ne preporuca njihova konzumacija od strane male djece (Singh i

sur., 2013).

2.4. SASTAV I NUTRITIVNI PROFIL BOBA

Grah bob vazna je mahunarka bogata raznim hranjivim tvarima — lizinom bogatim
proteinima, dijetalnim vlaknima, slozenim ugljikohidratima, mnogim bioaktivnim spojevima
(antioksidansi, fenoli, y-aminomasla¢na kiselina), mikro- i makroelementima te mineralima. U

Tablici 1 prikazan je sastav kuhanog i sirovog te zrelog i nezrelog boba (Dhull i sur., 2021).

Tablica 1. Sastav boba

NEZRELI BOB ZRELI BOB
SASTOJAK | JEDINICA SIROVI KURANI SIROVI KURANI
(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 54
Vitamin C mg 33 19,8 1,4 0,3
Niacin mg 1,5 1,2 2,832 0,7
Folat g 96 58 423 104,1
Vitamin A U 350 270 53 15,0




Tablica 1. Sastav boba - nastavak

NEZRELI BOB ZRELI BOB

SASTOJAK | JEDINICA SIROVI KURANI SIROVI URANI

(sa soli) (sa soli)
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

2.4.1. Proteini

U usporedbi sa Zitaricama, bob sadrzi gotovo dvostruko vise proteina koji se kre¢e od 20 %
pa sve do 41 %. Velike varijacije mogu biti posljedica razlika u sortama, metodama gnojidbe,
sezoni rasta pa Cak 1 mjestu sadnje. Provedena su brojna istrazivanja o povecanju dostupnosti,
iskoristivosti te razgradivosti proteina boba u kojima je dokazano kako je ljustenje znacajno
poboljsalo sadrZaj proteina boba, a klijanje, namakanje i1 ekstruzija su imale minimalan utjecaj.
Od toplinskih obrada, najbolji postupak za poboljSanje razgradivosti proteina bilo je tostiranje
pod pritiskom. Sama toplinska obrada te obrada pod visokim pritiskom nisu imale utjecaja na
in vitro probavljivost proteina kao ni na njihovu kvalitetu. Ipak, obrada pod visokim pritiskom
rezultirala je neSto veCom Zelu€anom probavljivoséu od kontrole te veom ZeluCanom
proteolizom od toplinske obrade. Glavni skladi$ni proteini u bobu su legumin i vicilin, oboje
slozenih kemijskih struktura te velikih molekularnih masa. Njihov omjer ima vaznu ulogu u
fizioloSkim funkcijama 1 funkcionalnim svojstvima mahunarki. Zbog svojeg visokog sadrzaja
proteina, bob se koristi u prehrambenoj industriji za obogacivanje sadrzaja proteina u drugim

prehrambenim proizvodima (keksi, kruh, emulzije tipa ulje u vodi).

Aminokiselinski sastav boba znacajno varira izmedu zrelih 1 nezrelih sjemenki, a ukljucuje
esencijalne aminokiseline (izoleucin, leucin, lizin, metionin, tirozin, fenilalanin, valin, histidin,
triptofan i treonin) te neesencijalne aminokiseline (asparaginsku kiselinu, glutaminsku kiselinu,
alanin, arginin, glicin, prolin i serin). Osim o zrelosti sjemenke, aminokiselinski sastav boba

ponajviSe ovisi o sorti boba (Dhull i sur., 2021) (slika 2).
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Slika 2. Aminokiselinski sastav zrelih i nezrelih sjemenki boba

2.4.2. Ugljikohidrati (Seceri, skrob, prehrambena vlakna)

Udio ugljikohidrata u bobu je 51 % - 68 % od ¢ega najveci udio predstavlja skrob, 41 % -
58 %. Glavni topivi Seceri u bobu su oligosaharidi. Oni su odgovorni za nadutost te
ograniCavanje unosa boba sa gledista probave. Takoder, bob je vrlo bogat izvor Skroba (¢ije su
dvije glavne komponente amilopektin te amiloza), te topivih i netopivih prehrambenih vlakana.
Pronaden je veci udio prehrambenih vlakana u brasnu od boba u usporedbi sa brasnom od lima,
pinto i crvenog graha. Udio prehrambenih vlakana u bobu krece se izmedu 15 % i 30 % pri
¢emu je glavna komponenta hemiceluloza uz celulozu i lignin. U ovojnici boba pronadena je
veca kolicina prehrambenih vlakana nego u endospermu te se stoga preporuc¢a unos boba
zajedno sa omotacem sjemena jer on sadrZi, osim visokog udjela prehrambenih vlakana, veliku

koli¢inu fenolnih spojeva i mineralnih tvari (Dhull i sur., 2021).



2.4.3. Vitamini i minerali

Bob je dobar izvor velikog broja razli¢itih minerala prikazanih u tablici 1. Nizak udio natrija
uz visok udio kalija u sjemenu graha zrelog boba idealan je za osobe na dijeti sa niskim udjelom
natrija, a isto tako i za osobe koje pate od hipertenzije. Takoder, bob je dobar izvor folata koji
je nuzan za sintezu pirimidina, purina te aminokiselina. Vecina fosfora pronadenog u bobu
postoji u obliku fitata koji su odgovorni za Stetne ucinke na ljudsko zdravlje te je stoga kao

takav nedostupan (Dhull i sur., 2021).

2.4.4. Bioaktivne komponente

U bobu je identificirano viSe razli¢itih bioaktivnih komponenti kao $to su fenolni spojevi,
lignani, flavonoidi te terpenoidi. Od fenolnih spojeva prisutni su i slobodni i esterificirani oblici,
npr. protokatehuinska kiselina, ferulinska kiselina, vanilin kiselina, sinapinska kiselina, cis- i
trans-p-kumarinska kiselina i druge. U ekstraktu mahuna boba razli¢itih sorti, ukupni sadrzaj
fenola bio je u rasponu od 4,8 do 13 mg ekvivalenata galne kiseline (GAE/g) s time da koli¢ina
fenolnih spojeva varira u pojedinim dijelovima boba. Tako primjerice cijelo zrno boba sadrzi
2,9 mg GAE/g ukupnih fenola, dok ih u ovojnici sjemena ima 22,5 mg GAE/g. Bioaktivni
spojevi flavonoidi imaju antidijabeti¢ka 1 protuupalna svojstva. Antioksidativna aktivnost
takoder varira ovisno o dijelu boba. Tako je antioksidativna aktivnost u cijelom sjemenu boba
tek 1,8 mg Trolox ekvivalenta (TE/g) dok ovojnica pokazuje aktivnost od 22,9 mg TE/g (Dhull
i sur., 2021).

2.5. PROIZVODI OD BOBA

Bob ima Siroku upotrebu u prehrani. Osim §to se sam moze konzumirati kao hrana, moze
se i koristiti u proizvodnji nekih drugih proizvoda bogatih hranjivim tvarima. Tako se primjerice
brasno od boba te izolati proteina i Skroba mogu koristiti u proizvodnji tjestenine, kruha, tofua,
jogurta, a moze sluziti 1 kao zamjena za meso u pljeskavicama ili kao zamjena Zumanjka u
majonezi. Bob je zbog svojeg visokog udjela proteina preferiran u odnosu na ostale mahunarke,
a to proizvoda¢ima omogucava da proteinski prah od boba ili brasno od boba iskoriste u
proizvodnji drugih prehrambenih proizvoda sa dodatkom proteina, tako se brasno od boba
pokazalo kao odli¢no u proizvodnji tjestenine, peciva i kruha zbog povecanja udjela proteina u
gotovom proizvodu. Ako se u proizvodnji kruha pSeni¢no braSno zamijeni sa 30 % brasna od

boba, dolazi do porasta udjela proteina za 11,6 — 16,5 %, a jednaka situacija je i prilikom



proizvodnje tjestenine gdje se, osim koncentracije proteina, poveca i udio vlakana $to povoljno
utjeCe na fizikalno-kemijska te senzorska svojstva. Proteini boba imaju izvrsna ekspanzivna
svojstva §to ih ¢ini pogodnima za proizvodnju ekstrudiranih proizvoda, Zitarica za dorucak te
Cipsa (Chiremba i sur., 2018).

2.5.1. Tjestenina

Tazrart i sur. (2016) pripremili su svjezu tjesteninu od krupice obogacenu sa 10 %, 30 % i
50 % brasna od boba. Takva je tjestenina pokazala kra¢e vrijeme kuhanja u odnosu na
neobogacenu tjesteninu, ali je uoCen veci gubitak suhe tvari. U tjestenini obogacenoj braSnom
od boba uocen je porast razine proteina, vlakana i minerala (kalcij, cink, Zeljezo). U drugom
istrazivanju provedenom iste godine, Rosa-Sibakov i sur. (2016) proucavali su ucinke
preradenog brasna od boba na senzorska, strukturna te teksturna svojstva tjestenine bez glutena
pripremljene od braSna od boba, frakcije brasna od boba bogate Skrobom ili fermentiranog
brasna od boba. U usporedbi sa kontrolnom tjesteninom od griza, tjestenina pripremljena od
fermentiranog brasna od boba ili brasna od boba pokazala je veé¢i gubitak prilikom kuhanja te
manju apsorpciju vode. Sto se ti¢e teksture, tekstura tjestenine sa brasnom od boba bila je
usporediva sa teksturom kontrolne tjestenine, dok je fermentacija nepovoljno utjecala na

teksturu tjestenine te je uzrokovala vecu tvrdoc¢u i smanjenu sposobnost Zvakanja.

2.5.2. Kruh

Kod pripreme kruha bez glutena, ispitivan je ucinak fermentacije mlije¢ne kiseline kao
proces povecanja hranjivih tvari u brasnu od boba pri ¢emu je kvaliteta takvog kruha
usporedivana sa kvalitetom kruha od sojinog brasna (Sozer i sur., 2019). U usporedbi sa kruhom
od sojinog brasna, i fermentirani i nefermentirani kruh od brasna od boba imali su vecu
poroznost. Sto se ti¢e senzorskih procjena, pokazalo se kako je fermentacija imala minimalan
ucinak na elasti¢nost krusnih mrvica, mrvljivost te ravnomjernost veli¢ine pora, no zato je

nutritivni indeks povecan sa 33 na 36.

2.5.3. Tofu i jogurt

Jiang i sur. (2020.) su pripremili dvije emulzijske gel namirnice na bazi proteina od boba,
odnosno analogne proizvode od jogurta i tofua. Takvi proizvodi zahtijevali su prethodnu obradu



zrna boba, a ona je ukljucivala termic¢ku prethodnu obradu zrna, ljustenje, mljevenje, dodavanje
biljnog ulja, homogenizaciju, sprjeCavanje geliranja Skroba te induciranje geliranja proteina.
Metode korisStene za sprjecavanje geliranja Skroba bile su uklanjanje Skroba te hidroliza Skroba
te su obje koristene metode dale tofu odnosno jogurt sa tipi¢nim svojstvima emulzijskog gela.
Kod proizvodnje jogurta, nesto boljom metodom se ipak pokazala hidroliza Skroba buduci da
hidrolizati poboljsavaju ¢vrstocu gela i viskoznost proizvoda. S druge strane, u proizvodnji
tofua se uklanjanje Skroba pokazalo kao bolja opcija jer su hidrolizati smanjili kapacitet

zadrZzavanja vode i ja¢inu gela tofua.

2.5.4. lzolati proteina i drugi proizvodi

Singhal i sur. (2016.) pripremili izolate proteina boba sa udjelom proteina od 94%. Izolati
su pripremljeni koriStenjem alkalne ekstrakcije i izoelektri¢nog talozenja iz sedam genotipova.
Potom su analizirana neka funkcionalna svojstva izolata — topljivost, stabilnost emulgiranja,
kapacitet pjenjenja, stabilnost emulzije te kapacitet zadrzavanja ulja te je dokazano da se
funkcionalna svojstva izolata proteina boba mogu usporedivati sa funkcionalnim svojstvima

komercijalno dostupnih izolata iz graska, soje, jaja ili sirutke.

2018. godine Felix i suradnici pripremili su proteinske koncentrate pogodne za razvoj
prehrambenih emulzija ¢ija je mikrostruktura ovisna o pH. Najbolji rezultati (mala veli¢ina
kapljica i velika visokoelasti¢na svojstva) postignuta su pri pH od 2,5 zbog razvoja
odgovarajuce proteinske mreze pri ovom pH. S druge strane, pri pH 8,0 opaZen je vrlo 10§
reoloski odgovor zbog niske topljivosti proteina pri visokom pH. Pri pH 5,0 rezultati raspodjele
veli€ine kapljica pokazali su nedostatak povrSinskog naboja proteina te je to dovelo do visokog

indeksa zgrusavanja (Dhull i sur., 2021).

2.6. PROTEINI

Jedan od najvaznijih sastojaka ljudske prehrane su proteini iz hrane zbog svog nutritivnog
doprinosa te ostalih specificnih funkcija. U zemljama u razvoju, znacajnu ulogu igraju biljni
proteini buduéi da je prosjecni unos proteina u tim zemljama manji od potrebnog. Proizvodi od
biljnih proteina u zadnje vrijeme imaju sve veci znacaj u cijelome svijetu, a konacni uspjeh u
njihovom koriStenju u prehrambenim proizvodima ponajvise ovisi o okusu i drugim

karakteristikama koje daju hrani. (Mao i Hua, 2012).



Suvremenim trziStem trenutno dominiraju proteini mlijeka, pSenice i soje no zbog sve vece
potraznje te nesigurne opskrbe proteinima iz konvencionalnih izvora, sve se viSe istrazuju razni
nekonvencionalni izvori proteina u pogledu samog sadrzaja proteina, njihove funkcionalnosti
te potencijalne primjene. Nekoliko je razli¢itih cimbenika koji odreduju stvarnu potraznju za
novim funkcionalnim proteinima, a to su cijena, dostupnost, njihova prikladnost da budu
ugradeni u nove proizvode, no ono najvaznije su njihova funkcionalna svojstva. Raznolika
funkcionalnost proteina u najveéoj je mjeri povezana sa njihovom heterogenom strukturom i
vrstama interakcija sa drugim komponentama hrane, npr. polisaharidima, Secerima ili lipidima.
Povrsinske karakteristike svakog pojedinog proteina te njegov oblik 1 veli¢ina odgovorni su za
jedinstvenu funkcionalnost proteina. (Haque i sur., 2016). Vecina prehrambenih proteina koji
se danas konzumiraju su biljnog (oko 65 %) ili zivotinjskog (oko 35 %) porijekla, no u zadnje

vrijeme sve se ¢eSce na trziStu mogu vidjeti i proteini mikroba i algi.

2.6.1. Biljni proteini u odnosu na zivotinjske proteine

Usporedbom biljnih i Zivotinjskih proteina, proteini zivotinjskog porijekla predstavljaju se
kvalitetnijima od proteina biljnog porijekla, no za njihovo dobivanje (uzgoj stoke) negativan je
1 sve veci utjecaj na okolis te je potrebno u ¢im vecoj mjeri se okrenuti odrZzivom razvoju. Biljni
proteini nemaju toliki utjecaj na okoli§ te bi mogli predstavljati jedinstveno rjeSenje tog
problema. Nedostaci vezani za proteine biljnog porijekla su manja probavljivost u odnosu na
zivotinjske proteine te nedostatak esencijalnih aminokiselina, no oni se mogu rijesiti

kombiniranjem vise razli¢itih izvora proteina.

Uzgojem Zivotinja za prehranu, prvenstveno stoke, nastaje velika koli¢ina staklenickih
plinova, prvenstveno dusSikovog oksida i metana, $to ima lo§ utjecaj na ionako ve¢ zagrijan
planet. I metan i duSikov oksid nastaju skladiStenjem stajskog gnoja te imaju puno veci utjecaj
na globalno zagrijavanje od ugljikovog dioksida. Najveéi 'zagadivaci' Sto se tiCe emisije
staklenickih plinova u zivotinja su goveda sa oko 5 gigatona ekvivalenata CO> godiSnje $to je
oko 62 % ukupne emisije uzrokovane uzgojem stoke (Bozi¢, 2021). Drugi vazan razlog
zamjene Zivotinjskih proteina biljnima jesu sve ¢eS¢e pojave alergija na neke komponente
zivotinjskih proizvoda. Tako primjerice 2 — 7 % djece mlade od 3 godine ima razvijenu alergiju
na proteine kravljeg mlijeka, a osim toga postoje i oni alergi¢ni na Secer u mlijeku — laktozu. 1z
tog je razloga od iznimne vaznosti napraviti biljne alternative za kravlje mlijeko koje se

posljednjih godina u sve vec¢oj mjeri mogu vidjeti na policama trgovina. Osim alternativa za



mlijeko, od velikog su interesa i zamjene ili nadomjesci mesa. Vrlo se ¢esto takvi proizvodi
predstavljaju kao "zdravija" hrana, a posljednjih je godina vidljiv trend rasta istrazivackih

radova na temu zamjena mesa (Mariotti, 2017).

2.6.2. Struktura proteina

Proteini imaju vrlo slozenu kemijsku strukturu. Gradeni su od aminokiselina i svi proteini,
bez obzira na njihovo porijeklo, sadrze 20 aminokiselina. Aminokiseline su organski spojevi
gradeni od karboksilne skupine (COOH-), amino skupine (NHz) te bo¢nog lanca (R). Upravo
taj bo¢ni lanac ¢ini razliku izmedu pojedinih aminokiselina. Kemijskim povezivanjem dviju
aminokiselina nastaje dipeptid, a vezanjem viSe aminokiselina nastaje polipeptid. Vezanjem
vise polipeptidnih lanaca nastaje trodimenzionalna struktura poznata kao proteinska jedinica.
Svaki protein u prostoru zauzima nativnu konformaciju koja predstavlja termodinamicko
ravnotezno odnosno najpovoljnije stanje u kojem je slobodna energija molekule najniza. Tako
definirana trodimenzionalna struktura ima Cetiri razliCite razine strukture: primarnu,
sekundarnu, tercijarnu i kvaternu. Primarnu strukturu predstavlja polipeptidni lanac u kojem je
niz aminokiselina kovalentno povezan tvore¢i peptidne veze izmedu amino i karboksilne
skupine. Kod sekundarne strukture aminokiseline se organiziraju u stabilnije strukture — a-
uzvojnice, B-zavoje 1 B-nabrane ploce, povezuju¢i se vodikovim vezama izmedu amidnih
skupina. U tercijarnoj se strukturi polipeptidi savijaju u trodimenzionalne oblike pri ¢emu vrlo
vaznu ulogu imaju kovalentne i nekovalentne veze kao $to su hidrofobne interakcije te vodikove
1 disulfidne veze. Kvaternu strukturu ¢ini nekoliko proteinskih molekula koje zajedno

funkcioniraju kao jedan proteinski kompleks (Awuchi i sur., 2019).
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Slika 3. Cetiri razine strukture proteina (prema Awuchi i sur., 2019)

2.6.3. Funkcionalna svojstva proteina

Funkcionalna svojstva predstavljaju osnovna fizikalno-kemijska svojstva hrane kojima se
odrazavaju slozene interakcije izmedu struktura, molekularnih konformacija, sastava te
fizikalno-kemijskih komponenti hrane sa uvjetima u kojima se mjere i povezuju. Funkcionalne
karakteristike su potrebne kako bi se moglo predvidjeti i procijeniti kako bi se neki proteini,
ugljikohidrati, masti ili vlakna mogli ponasSati u nekim prehrambenim sustavima te mogu li se
kao takvi koristiti kao zamjena za konvencionalne proteine, masti, vlakna ili ugljikohidrate.
Osim toga, funkcionalna svojstva opisuju ponasanje tog sastojka prilikom pripreme ili kuhanja
te njegov utjecaj na gotov prehrambeni proizvod u smislu teksture, izgleda ili okusa.
Funkcionalna svojstva ukljucuju kapacitet bubrenja, kapacitet vezanja vode, kapacitet vezanja

ulja, aktivnost emulzije, stabilnost emulzije, kapacitet pjene, stabilnost pjene, zelatinizaciju,



nasipnu gusto¢u, konzerviranje, denaturaciju, koagulaciju, stvaranje glutena, geliranje,

plasti¢nost, zadrzavanje vlage, senzorska svojstva i mnoge druge (Awuchi i sur., 2019).

2.6.3.1. Funkcionalna svojstva proteina boba

U istrazivanju provedenom 2021. godine, Keivaninahr i suradnici su dokazali da, u
usporedbi sa proteinima sirutke koji su gotovo 100 % topljivi u vodi, proteini mahunarki imaju
poprili¢no nisku topljivost pa stoga nece biti u¢inkoviti u procesu emulgiranja, stvaranja pjene
ili otapanja. Osim toga, proteini mahunarki, u ovom slu€aju boba, imaju ve¢i udio hidrofobnih
dijelova na povrsini molekule proteina pa se zbog toga nece dobro dispergirati u vodenim
otopinama. Poveéanjem koncentracije proteina povecava se i njegova sposobnost emulgiranja.
Mortuza i sur. (2009.) proveli su istrazivanje u kojem su dokazali da je kapacitet vezanja vode
proteina boba sli¢an kapacitetu vezanja vode drugih mahunarki, §to znaci da se proteini boba
mogu Kkoristiti u raznim prehrambenim proizvodima. Osim toga, dokazali su da je sposobnost

pjenjenja kao i stabilnost stvorene pjene proteina boba nesto visa nego kod drugih mahunarki.

2.6.4. Topljivost proteina

Topljivost je vrlo vazno svojstvo mnogih tvari, a posebice lijekova. Mnogi proteini i
polipeptidi su vrlo slabo topivi dok membranski proteini uopée nisu topivi. Topljivost proteina
u vodenom mediju ponajvise ovisi o tome koliko su interakcije protein-voda dominantne nad
interakcijama protein-protein, a izraZzava se kao postotak proteina u vodenoj otopini koji nije
sedimentiran djelovanjem umjerenih centrifugalnih sila. Razlikujemo dva razli¢ita nacina
ponasanja proteina u otopini — topljivost i agregacija. Topljivost se definira kao koncentracija
u kojoj je intaktni protein u ravnotezi sa ¢vrstom fazom, dok se kod agregacije molekule

proteina medusobno vezu tvoreéi netopljive oblike velikih molekularnih masa (Vihinen, 2020).

Topljivost proteina se smatra jednim od najvaznijih funkcionalnih svojstava proteina buduci
da ima utjecaj na boju, teksturu, pjenjenje, emulgiranje, ali i senzorska svojstva prehrambenih
proizvoda. Drugim rije¢ima, proteini moraju biti topljivi kako bi mogli biti primijenjeni u nekim
prehrambenim proizvodima. Osim toga, topljivost proteina utjece i na zadrZavanje vode te na
druga fizikalno-kemijska i funkcionalna svojstva hrane. Ona predstavlja glavni parametar kojim
se odreduje prikladnost proteina u pi¢ima i tekucoj hrani te je pozeljan visok stupanj topljivosti

kako bi se postigao zeljeni stupanj emulgiranja, pjenjenja i geliranja. Sama topljivost proteina



ovisi o sastavu aminokiselina, molekularnoj masi, pH vrijednosti okolisa u kojem se nalaze,
temperaturi te ionskoj jakosti. Minimalna topljivost proteina je kod njegove izoelektri¢ne tocke
(pI). Denaturacijom proteina dolazi do smanjenja njegove topljivosti budu¢i da dolazi do
promjena na sekundarnoj i tercijarnoj strukturi pri cemu hidrofobni ostaci aminokiselina izlaze

na povr$inu proteina te smanjuju njegovu hidrofilnost (Vihinen, 2020).

2.6.5. Stabilizirajuéa i emulgirajuca svojstva proteina

Proteini posjeduju dobra emulgirajuca i stabilizirajuca svojstva zbog prisutnosti hidrofobnih
1 hidrofilnih aminokiselina te su oni povrSinski aktivne molekule. To je takoder povezano sa
sposobno§¢u proteina da stvaraju medupovrSinski film. Naime, kada su molekule proteina
prisutne u emulzijama tipa ulje u vodi, one migriraju na granicu izmedu ulja i vode te se
preraspodjeljuju na nacin da hidrofobne skupine prodiru u uljnu fazu, a hidrofilne u vodenu
fazu. U takvoj konfiguraciji proteini mogu formirati petlju koja usporava flokulaciju kapljica
ulja, nakon ¢ega slijedi stvaranje jakih visokoelasti¢nih filmova oko kapljice ulja. Takvi filmovi
otporni su na mehanicke i ostale sile koje destabiliziraju emulzije. Prisutnost proteina na granici
ulje-voda dovodi do smanjenja medufazne napetosti u emulzijama te se takav proteinski sloj
suprotstavlja procesima destabilizacije ponasaju¢i se kao strukturna, elektrostaticka i
mehani¢ka energetska barijera stoga modifikacije strukture proteina (npr. denaturacija)
mijenjaju svojstva emulgiranja. Naime, pokazalo se kako djelomi¢na denaturacija dovodi do
bolje sposobnosti emulgiranja zbog veceg izlaganja hidrofobnih aminokiselina povr$ini. S
druge strane, prekomjerna denaturacija smanjuje svojstva emulgiranja i pjenjenja. Takoder,
povecanje povrSinskog naboja povecava stabilnost emulzije zbog povec¢anog odbijanja medu
slicno nabijenim dijelovima. Emulgiranje je, dakle, izravno povezano sa povrSinskom

hidrofobnoscu i topljivos¢u proteina (Zayas, 1997).

2.6.6. Kapacitet vezanja vode

Kapacitet vezanja vode predstavlja sposobnost proteina da sprijeci otpusStanje vode iz svoje
trodimenzionalne strukture. Kapacitet vezanja vode ima vrlo vaznu ulogu pri razvoju teksture
hrane, ponajvise u pe¢enom tijestu te usitnjenim mesnim proizvodima. Proteinski sastojci koji
imaju vrlo visok kapacitet vezanja vode mogu dehidrirati neke druge sastojke u prehnrambenom

sustavu, dok su proteini sa niskim kapacitetom vezanja vode osjetljivi na vlagu u skladistu



prilikom njihova ¢uvanja. Nadalje, mnogi interni, eksterni te okoliSni Cimbenici (temperatura,
pH, ionska jakost) utjeCu na kapacitet vezanja vode. Najmanji kapacitet vezanja vode za
proteine je obi¢no u izoelektricnoj tocki gdje dominiraju protein-protein interakcije, a neto
naboj proteina u otapalu je nula. Promjena u pH suspenzije u kojoj se protein nalazi dovodi do
promjene naboja skupina proteina koje se potom ioniziraju te mijenjaju konformaciju proteina

¢ime prikrivaju ili izlazu mjesta za vezanje vode (Haque, 2016).

2.6.7. Kapacitet pjenjenja i stabilnost pjene

Kapacitet pjenjenja mjeri se kolicinom medufaznog podrucja stvorenog miksanjem hrane,
a stabilnost pjene mjeri se vremenom potrebnim da se izgubi 50 % tekucine ili 50 % volumena
pjene. Za stvaranje pjene uglavnom su odgovorni proteini. Kapacitet pjenjenja i stabilnost pjene
ovise o medufaznom filmu koji odrzava suspenziju mjehuri¢a zraka i usporava stopu
koalescencije odnosno stapanja mjehuri¢a, a tvore ga proteini. Pjene opcenito nastaju
stvaranjem dZepova plina u tekucoj ili krutoj hrani pri ¢emu je u vecini pjena volumen plina
velik sa tankim teku¢im ili ¢vrstim filmom koji odvaja podrucja plina. Postoji nekoliko uvjeta
pri proizvodnji pjene: mora biti prisutan mehanicki rad, moraju postojati povrSinski aktivne
tvari koje smanjuju povrSinsku napetost te pjena mora nastajati brze nego Sto se razgraduje.
Stabilnost pjene odnosi se na sposobnost hrane da se stabilizira protiv mehanickih i
gravitacijskih naprezanja. Kapacitet pjenjenja i stabilnost pjene obrnuto su proporcionalni.
Tako primjerice neko brasno koje ima visok kapacitet pjenjenja stvara velike mjehurice zraka
koji su okruzeni manje fleksibilnim proteinskim filmom. Takvi mjehuri¢i zraka lako se

skupljaju te time smanjuju stabilnost pjene (Awuchi i sur., 2019).

Topljivi proteini koji mogu medusobno djelovati te stvarati guste viskozne filmove tvore
najstabilnije pjene. Neke studije cak su ustanovile korelaciju izmedu topljivosti proteina te
njihovih svojstava pjenjenja, stabilnosti pjene te kapaciteta pjenjenja te su sugerirale da se
kapacitet pjenjenja povecava sa povecanjem neto naboja protona. To je utvrdeno na studijama
provedenim na proteinima bjelanjka jajeta, sojinim proteinima te koncentratu ribljeg proteina.
McWatters i Cherry (1981) u svojem su radu ustanovili kako bi proteini u teku¢em filmu trebali
biti topljivi u vodenom mediju, koncentrirani na granici teku¢ina-zrak te u denaturiranom
obliku zbog velike snage 1 viskoznosti. Proteinske Cestice u disperzijama sluZe kao stabilizatori
pjene jer predstavljaju fiziCku prepreku spajanju mjehurica zbog svog polozaja na granici

zrak/voda (Cherry i McWatters, 1981).



3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1.MATERIJALI

3.1.1. Uzorak

Za istrazivanje je koriSten izolat proteina iz boba (Vicia faba L.) koncentracije iznad 85 %
proizveden i dobiven od strane tvrtke NutriS d.o.0., Novi Senkovac, Hrvatska. Ostatak uzorka
¢ine Skrob (<10 %), pepeo (<3,5 %) te vlakna (<5,0 %). Prilikom provodenja eksperimenta,
uzorak izolata proteina iz boba ¢uvan je na sobnoj temperaturi u suhim uvjetima bez prisutnosti

stranih mirisa.
3.1.2. Kemikalije
e 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

e klorovodi¢na kiselina, 37 %-tna (Carlo Erba Reagents S.A.S, Val de Reuil Cedex,
Francuska)

e Kklorovodicna kiselina, 1 M

Priprema: 20,77 mL 37 %-tne klorovodi¢ne kiseline (Carlo Erba Reagents S.A.S, Val
de Reuil Cedex, Francuska) prenese se u odmjernu tikvicu od 250 mL te se nadopuni

destiliranom vodom do oznake
e otopina reagensa A

Priprema: 5 g natrijevog karbonata (T.T.T., Sveta Nedjelja, 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
e otopina reagensa B

Priprema: 0,05 g bakrovog (11) sulfata pentahidrata (Lach-Ner, Neratovice, Ceska) i 0,1
g kalij, natrij-tartarata (Lach-Ner, Neratovice, Ceska) odvazu se u papirnoj ladici za
vaganje i kvantitativno se prenesu u bocicu od 10 mL te se nadopuni destiliranom

vodom do oznake

e otopina reagensa C



Priprema: 50 mL reagensa A pomijeSa se sa 1 mL reagensa B
e Folin-Ciocalteu komercijalni reagens (Kemika, Zagreb, Hrvatska)

Priprema: komercijalni Folin-Ciocalteu reagens razrijedi se destiliranom vodom u

omjeru 1:2

e destilirana voda

e suncokretvo ulje (Zvijezda plus d.o.0., Zagreb, Hrvatska)

3.1.3. Aparatura

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

e UV/VIS spektrofotometar (UV-2600i, SHIMADZU, Zagreb, Hrvatska)
e pH-metar (MA 5740, Iskra, Ljubljana, Slovenija)

e magnetska mijesalica (Dlab, MS-H-S, Peking, Kina)

e rucni mikser (Delimano, Family magic mix, Ljubljana, Slovenija)

e Centrifuga (EPPENDORF 5430, EPPENDORF, Hamburg, Njemacka)

3.1.4. Pribor

e Laboratorijske ¢ase (100 mL, 250 mL)
e Epruvete

e Metalna Spatula

e Metalna Zlicica

e Odmijerne tikvice (10 mL, 25 mL, 50 mL, 100 mL)
e Menzure (100 mL)

e Stakleni lijevci

e Papirne ladice za vaganje

e Metalne posude za miksanje

e Plasticne kivete

e Automatska pipeta

e Staklene pipete



3.2.METODE
3.2.1. Ispitivanje topljivosti proteina 1 odredivanje ukupnih proteina metodom po Lowryju

Prilikom odredivanje koncentracije proteina, potrebna je izrada dijagrama ovisnosti
apsorbancije o koncentraciji proteina, odnosno bazdarni dijagram. Prije pocetka rada
potrebno je pripraviti otopine reagensa A, B i C te Folin-Ciocalteu reagens. Uz to, potrebno
je pripremiti otopine proteina raspona koncentracija 0,02 — 0,1 mg/mL. Reagens A priprema
se od 2 % Na,COsu 0,1 M natrijevoj luzini. Za reagens B potrebno je pomijesati 5 %
CuSO4x5H20 u 1 % K, Na — tartaratu. Reagens C priprema se od 50 mL reagensa Ai 1 mL
reagensa B. Folin — Ciocalteu je komercijalni reagens kojeg je potrebno razrijediti
destiliranom vodom u odnosu 1:2. 0,8 mL suspenzije proteina doda se u staklene epruvete
te im se doda 4 mL reagensa C. Suspenzija se mijesa protresanjem te se ostavi stajati na
sobnoj temperaturi 10-15 minuta. Nakon tog vremena, suspenziji se naglo dodaje Folin-
Ciocalteu reagens te se snazno promijesa na vortex tresilici i ostavi stajati na sobnoj
temperaturi 40-60 minuta. Suspenzijama se potom mjeri apsorbancija na UV/VIS
spektrofotometru na 740 nm. Potrebno je napraviti mjerenja za 4 razlic¢ite pH vrijednosti —

3,5,7i19.

Slika 4. Podesavanje pH vrijednosti na magnetskoj mijesalici (vlastita fotografija)



3.2.2. Kapacitet i stabilnost pjenjenja

Na analitickoj vagi izvagano je 20 g proteina i otopljeno u 200 mL destilirane vode.
Izvagana su 4 uzorka te je svakom od 4 uzorka podesen pH na 3, 5, 7 odnosno 9. Suspenzija
svakog pH podijeljena je na 2 dijela (2x100 mL). 100 mL suspenzije proteina odredenog pH
mijesano je 15 minuta mikserom na najvec¢oj brzini. U intervalima od po 5 minuta uzima se
100 mL pjene koja se zatim izvaze. Nakon vaganja se pjena vraca u posudu za miksanje te
se nastavlja miksati narednih 5 minuta dok se ne izvrSe tri uzastopna mjerenja. Nakon $to se

izvrSe mjerenja, postotak povecanja volumena ra¢una se jednadzbom:

m (100 mL suspenzije proteina)—m (100 mL pjene
penzije p : ( pJ )>< 100 [1]
m (100 mL pjene)

% povetanja =

Stabilnost pjene mjeri se tako da se pripremi 100 ml 10 %-tne suspenzije proteina koja se
mijesa 15-30 minuta mikserom na najvecoj brzini. Nakon mijeSanja u ¢asu se stavi 100 ml pjene
koja se prebaci u stakleni lijevak koji je uronjen u menzuru od 100 ml i ostavi se na sobnoj
temperaturi 15 minuta. Nakon 15 minuta odredi se koli¢ina izdvojene tekucine prema

jednadzbi:
M = (mii + Mme) — (Mm + M) [2]

Pri ¢emu je:

m¢ — masa ocijedene tekucine iz pjene

mii — masa lijevka

Mmt — masa menzure s ocijedenom teku¢inom

Mm — Masa menzure

Nakon §to se izlije pjena u stakleni lijevak, zabiljeZi se vrijeme kada je pala prva kap
tekucine te je time odreden indeks stabilnosti pjene, a vrijeme potrebno da se ocijedi sva pjena
daje podatak o minimalnoj stabilnosti pjene (slika 5.). Za ispitivanje svojstava pjenjenja svi

uzorci mjereni su u dvije paralele.



Slika 5. Odredivanje stabilnosti pjene metodom prve i zadnje kapi (vlastita fotografija)

3.2.3. Odredivanje svojstava emulgiranja proteina

Na analiti¢koj vagi u laboratorijsku ¢aSu od 250 mL izvaze se 6 g izolata proteina boba te
se nadopuni deioniziranom vodom do oznake. Potrebno je napraviti 4 suspenzije, po jednu za
svaku pH vrijednost. Dobivenoj 3 %-tnoj suspenziji proteina namjesta se pH vrijednost
dodatkom 1 M natrijeve luzine odnosno 1 M klorovodic¢ne kiseline do pH vrijednosti od 3, 5, 7

19. Suspenzija se cijelo vrijeme mijeSa na magnetnoj mijesalici.

Dobivena suspenzija podijeli se u dvije paralele od po 100 mL te se u svaku doda po 50 mL
suncokretovog ulja (Zvijezda plus d.0.0., omjer 2:1). Suspenzije se mijeSaju mikserom na
najvecoj brzini 90 sekundi te se dobivenoj emulziji mjeri apsorbancija pri 500 nm u kiveti
debljine 1 cm u dvije paralele pri ¢emu se kao slijepa proba upotrebljava 100 mL deionizirane
vode pomijeSane sa 50 mL suncokretovog ulja. Kako bi se odredila stabilnost emulzije, nakon
prvog se mjerenja emulzije ostave stajati na sobnoj temperaturi 10 minuta nakon ¢ega im se

ponovo mjeri apsorbancija pri 500 nm. Mutno¢a emulzije izraGunava se po sljedecoj formuli:
A
T =12303 x- [3]
pri ¢emu je:

T = mutnoca,



A = apsorbancija pri 500 nm
| = debljina kivete.

Indeks aktiviteta emulzije izracunava se po sljedecoj jednadzbi:

IAE = 2XTXAXT [4]

VyXCx1000

pri ¢emu je:

T= mutnoca,

Vu= volumni udio uljne faze,

C=masa proteina u jedinici volumena, vodene faze prije pripreme emulzije,
A= apsorbancija pri 500 nm

r= faktor razrjedenja.

Indeks stabilnosti emulzije racuna se po sljedecoj jednadzbi:

TxXAt

ISE = — [5]

pri ¢emu je:
T=mutnoc¢a odredena na pocetku,
At= vremenski interval (10 min = 0.167 h)

AT=promjena mutnoce u vremenskom intervalu od 10 minuta.

3.2.4. Odredivanje kapaciteta vezanja vode

U casu od 50 mL izvaZe se 1,667 g proteina boba te se doda 50 mL deionizirane vode.
Pripravljenim suspenzijama podesi se Zeljeni pH te se suspenzije prebace u kivete od 50 mL.
Nakon 30 minuta kivete se centrifugiraju na 8000 okretaja/min 20 minuta. Nakon
centrifugiranja, odvoji se supernatant te se kivete sa ostatkom vazu. Kapacitet vezanja vode

racuna se po izrazu (WHC — water holding capacity — kapacitet vezanja vode):



WHC = Y=
M

0

[6]
pri ¢emu je:

Mo= masa uzorka,

Mq= kiveta sa suhim uzorkom

M= Kkiveta sa uzorkom nakon centrifuge.

3.2.5. Statisticka analiza

Svi dobiveni rezultati obradeni su u programu Microsoft Excel.



4. REZULTATI | RASPRAVA

Cilj ovog rada bio je analizirati neka od funkcionalnih svojstava izolata proteina iz boba.
Na temelju tih rezultata, cilj je utvrditi je li moguce spomenute izolate proteina Koristiti u
proizvodnji novih prehrambenih proizvoda, kao dodatak prehrani ili u svrhu obogacivanja veé

postojecih prehrambenih proizvoda.

U tablici 2. prikazane su vrijednosti apsorbancija suspenzija izolata proteina boba pri
razli¢itim pH vrijednostima. Na slici 6. moguée je vidjeti graficki prikaz koncentracije
otopljenih proteina boba dobivenih na temelju apsorbnacije pri 740 nm kod razli¢itih pH
vrijednosti. Slika 7. prikazuje promjenu boje suspenzije proteina ovisno o pripadajucoj
koncentraciji proteina. Na slici 8 prikazan je postotak poveéanja volumena pjene ovisno o pH
vrijednosti te 0 vremenu mijesanja smjese. Slike 9., 10., 11. i 12. prikazuju razli¢ite izglede
pjene smjesa izolata proteina boba ovisno o razli¢itim pH vrijednostima te o vremenima
miksanja smjese. Tablica 3 prikazuje izracun stabilnosti pjene suspenzije izolata proteina boba.
Na slici 13. prikazana je ovisnost indeksa stabilnosti pjene o razli¢itim pH vrijednostima.. U
tablici 4. prikazana je vrijednost apsorbancije emulzija proteina i ulja pri razli¢itim pH
vrijednostima na 500 nm odmah po zavrSetku miksanja emulzije te nakon 10 minuta stajanja
na sobnoj temperaturi. Tablica 5 prikazuje izraun mutnoée emulzija pri razliCitim pH
vrijednostima odmah po zavrSetku miksanja emulzije te nakon 10 minuta. Slika 14. predstavlja
grafi¢ki prikaz ovisnosti indeksa aktiviteta emulzije o pH vrijednosti, a na slici 15. prikazana je
ovisnost indeksa stabilnosti emulzije o pH vrijednosti. Na slici 16. prikazana je sposobnost

proteina da vezu vodu pri razli¢itim pH vrijednostima.

4.1. ISPITIVANJE TOPLJIVOSTI PROTEINA

Topljivost proteina odredena je u suspenzijama izoliranih proteina koncentracije (0,5 %-
tna suspenzija. U tablici 2 navedene su vrijednosti apsorbancija izmjerene na UV/VIS
spektrofotometru. Iz izmjerenih apsorbancija izracunate su koncentracije proteina pomocu
bazdarnog dijagrama sa poznatim vrijednostima koncentracija. IzraCunate koncentracije

prikazane su naslici 6.



Tablica 2. Vrijednosti apsorbancija suspenzija boba razli¢itih pH vrijednosti

pH
vrijednost
3 0,313+0,021
5 0,175+0,003
7 0,2145+0,0075
9 0,280+0,001

Apsorbancija (740 nm)

0,1
0,09
0,08
—
E 0,07
(@]
£0,06
[+
:g 0,05
£ 0,04
20,03
o
0,02
0,01

pH 3 pH5 pH 7 pH9

= KONcentracija (mg/mL)

Slika 6. Prikaz korelacije koncentracije proteina sa apsorbancijom pri razli¢itim pH

vrijednostima

Topljivost neke tvari (u ovom slucaju proteina) se 0dnosi na sposobnost te prehrambene
tvari da se otopi u nekom otapalu (najc¢esce u vodi ili ulju), a predstavlja se kao najveca koli¢ina

neke tvari otopljene u zadanom otapalu u ravnotezi (Awuchi i sur., 2019).

Topljivost proteina u vodenom mediju ovisi od odnosu protein-voda te protein-protein
interakcija, odnosno koliko su protein-voda interakcije dominantnije nad protein-protein
interakcijama, a izrazava se kao postotak proteina u vodenoj otopini koji, prilikom primjena
umjerenih centrifugalnih sila, nije sedimentiran. Topljivost je jedno od najvaznijih

funkcionalnih svojstava proteina budu¢i da ima utjecaja na boju proizvoda, emulgiranje,



pjenjenje kao 1 senzorna svojstva proizvoda, a osim toga utjece i na sposobnost proteina da
zadrze vodu te na mnoga fizikalno-kemijska svojstva proizvoda. Topljivost predstavlja glavni
parametar po kojem se odreduje prikladnost odredenog proteina u hrani i pi¢u. Sama topljivost
ovisi o sastavu aminokiselina, molekularnoj masi proteina, povrSinskim karakteristikama
proteina, ali i o vanjskim ¢imbenicima kao $to su temperatura, ionska jakost te pH vrijednost
(Haque i sur., 2016).

Koli¢ina proteina odredena je metodom po Lowryju. Bazdarni pravac izraden je pomocu
standardne otopine proteina. Rezultati dobiveni pomocu bazdarnog pravca prikazani su u
Tablici 2. Iz rezultata je vidljivo kako je najveéa koncentracija otopljenih proteina pri pH 3, a
najmanja pri pH 5. Izoelektricna tocka proteina predstavlja pH vrijednost pri kojoj neka
molekula nema elektri¢ni naboj, odnosno vrijednost elektricnog naboja iznosi 0. Izoelektricna
tocka uvelike utjece na topljivost proteina Sto znaci da, ako se nadu u vodi ili otopini soli ¢ija
pH vrijednost odgovara izoelektri¢noj tocki tih proteina, njihova topljivost je minimalna te se
oni Cesto taloZe iz otopine (Haque i sur., 2016). Izoelektri¢na tocka izolata proteina boba ima
vrijednost blizu pH 5 Sto objaSnjava dobivene rezultate 1 vrlo malu koncentraciju otopljenih
proteina u otopine pri pH 5. Najvece koncentracije otopljenih proteina nalaze se u otopinama
sa pH 3 te pH 9. Oba pH dovoljno su daleko od izoelektri¢ne tocke izolata proteina boba te

molekule imaju dovoljan elektri¢ni naboj da mogu stupati u interakcije sa molekulama vode.
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Slika 7. Epruvete sa uzorcima proteina razli¢itih koncentracija i pH vrijednosti



4.2. KAPACITET | STABILNOST PJENJENJA
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Slika 8. Prikaz postotka povecanja volumena pjene pri razli¢itim pH vrijednostima te pri

razli¢itim vremenima mijesanja

a) b) c)

Slika 9. Pjena suspenzije izolata proteina boba pri pH 3 nakon (a) 5 minuta mijesanja, (b) 10

minuta mijesanja te (c) 15 minuta mijesanja (vlastite fotografije)



a) b) ©)

Slika 10. Pjena suspenzije izolata proteina boba pri pH 5 nakon (a) 5 minuta mijesanja, (b) 10

minuta mijesanja te (¢) 15 minuta mijesanja (vlastite fotografije)

a) b) ©)

Slika 11. Pjena suspenzije izolata proteina boba pri pH 7 nakon (a) 5 minuta mijesanja, (b) 10

minuta mijesanja te (C) 15 minuta mijeSanja (vlastite fotografije)



a) b) ©)

Slika 12. Pjena suspenzije izolata proteina boba pri pH 3 nakon (a) 5 minuta mijesanja, (b) 10

minuta mijesanja te (c) 15 minuta mijeSanja (vlastite fotografije)

Tablica 3. Stabilnost pjene

pH 3 pH5 pH 7 pH9
Masa 16,8218 + 1,4266 17,9887 + 0,09575 22,2065 + 0,05025 32,5427 + 0,68705
tekucine
(9)
Minimalna 50' 10’ 11 3'15"

stabilnost
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Slika 13. Prikaz ovisnosti indeksa stabilnosti o pH vrijednosti

Sposobnost formiranja pjene ovisna je o sposobnosti polipeptidnih lanaca da se rastvore te
da se usmjere prema medupovrsini tekucina-zrak. Zbog smanjenja povrSinske napetosti,
potrebna je brza difuzija proteina na tu medupovrsinu kako bi se mogla formirati stabilna pjena.
Pri tome se dogada djelomi¢no otvaranje molekule proteina te inkorporiranje mjehuri¢a zraka

¢ime dolazi do stvaranja intramolekulskog kohezivnog filma odredenog stupnja elasti¢nosti
(Amagliani i sur., 2017).

U svojem istrazivanju Zayas (1997.) je proucavao svojstva pjenjenja biljnog proteina soje
te dokazao kako su svojstva pjenjenja proteina poboljSana redukcijom disulfidnih veza u
proteinu ¢ime se povecala njegova hidrofobnost i viskoznost filma. Time je doSlo do promjena
na povrsini proteina te do jacih protein-protein interakcija ¢ime su proizvedeni jaci filmovi.
Naime, redukcijom disulfidnih mostova doslo je do povecanja povrSinske hidrofobnosti §to je
za posljedicu imalo povecanje povrSinske aktivnosti proteina. Dakle, djelomi¢nom
denaturacijom tercijarne strukture proteina dolazi do veceg izlaganja prije nedostupnih,
nepolarnih aminokiselinskih skupina te do poboljSanja svojstava pjenjenja. Osim toga,
redukcijom disulfidnih veza dolazi do pobolj$anja reoloskih svojstava medupovrSinskog filma
kao npr. elasticnost filma ili povrSinske granice tecenja. Na sama svojstva proteina koja im

omogucuju stvaranje stabilnih filmova u pjenama utjecu molekularna konfiguracija proteina,



intermolekularne veze tih proteina te sadrzaj i raspored hidrofobnih aminokiselinskih ostataka
na proteinu. Pri konformacijskim promjenama proteina na granici zrak/voda dolazi do izlaganja
hidrofobnih dijelova molekule §to ubrzava povezivanje polipeptidnih lanaca na samoj granici.
Rezultat toga je stvaranje kontinuiranog kohezivnog filma oko mjehuri¢a zraka. Topljivost
pojedinih proteina te odgovaraju¢i omjer izmedu hidrofilnih 1 hidrofobnih skupina u najvecoj

mjeri odreduju svojstva pjenjenja pojedinog proteina (Zayas, 1997).

pH suspenzije je jedan od glavnih faktora koji utjeCe na sposobnost pjenjenja proteina.
Elektrostatsko privlacenje izmedu proteina ima maksimalnu vrijednost kod izoelektricne tocke
(p]) te dolazi do veceg adsorbiranja proteina na povr§inu smanjujuéi time medufaznu napetost.
Zbog tog jakog elektrostatskog povezivanja molekula proteina, medufazni su filmovi najdeblji
te sa najvecom elastinos¢u te viskoznoS¢u. Kod pl proteina izmjerene su maksimalne
vrijednosti stabilnosti pjene te viskoznosti zbog najvece koli¢ine elektrostatskog privlacenja
izmedu molekula proteina, a time je poboljSana i stabilnost pjene. Takoder, kod pI najmanje je
medusobno odbijanje molekula $to omogucava lako adsorbiranje proteina na granici, a
povrsinska elasti¢nost, koja je inace kritian parametar stabilnosti pjene, kod pl je postigla svoj
maksimum. Dakle, visoka stabilnost pjene kod izoelektricne tocke proteina objaSnjiva je
¢injenicom da su na granici zrak/voda povecane debljina 1 krutost proteinskih filmova zbog
jakog elektrostatskog privlac¢enja molekula proteina u izoelektri¢noj tocki. Elektri¢na svojstva
proteina, odnosno njihov povrsinski naboj, u velikoj mjeri utje€u na stabilnost nastale pjene.
Kod velike koli¢ine elektricnog naboja molekula dolazi do nepotpune pokrivenosti filma
proteinskim molekulama $to je posljedica odbijanja prisutnih naboja pri stvaranju filma. Kod
topljivih proteina, maksimalni kapacitet pjenjenja zabiljeZen je kod pl tocke proteina buduci da
je kod pl broj naboja na povrSini proteina minimalan, a povrSinska viskoznost je maksimalna
(Zayas, 1997.) Dakle, rezultati dobiveni ovim istrazivanjem U skladu su sa rezultatima iz

prijaSnjih radova.

Povecanje volumena izraZeno u postocima sluzi za prikazivanje koli¢ine inkorporiranog
zraka, a biljezi se svakih 5 minuta tijekom 15 minuta mijeSanjem 10 %-tne suspenzije proteina.
Rezultati su vidljivi u na slici 8. kao i na slikama 9., 10., 11. i 12. Iz slike 8. vidljivo je da je
najvedi postotak poveéanja pjene pri pH 7 (5 min: 374,50 %, 10 min: 308,12 %, 15 min: 301,06
%) nakon ¢ega slijedi pH 5 (5 min: 330,31 %, 10 min: 317,35 %, 15 min: 366,57 %) dok su na
zacelju pH 3 (5 min: 274,30 %, 10 min: 298,33 %, 15 min: 302,86 %) i pH 9 (5 min: 204,02 %,
10 min: 168,20 %, 15 min: 165,45 %).



Stabilnost  pjene  zahtijeva  formiranje  viskoznog, kohezivnog, eclasti¢nog,
zrakonepropusnog te kontinuiranog filma oko svakog mjehuri¢a plina. Na stabilnost pjene
utjece sposobnost prelaska proteina iz filma iz podruéja niske medufazne napetosti u podrucje
visoke medufazne napetosti, takozvani Marangoni efekt. Sama stabilnost pjene odredena je
fizikalnim svojstvima formiranog filma, a na nju utjeCu mehanicka cvrsto¢a i1 debljina
formiranog filma, protein-protein interakcije te okoli$ni ¢imbenici kao $to su temperatura i pH.
Deblji filmovi imaju vecu stabilnost pjene zbog svoje vece mehanicke ¢vrstoe te boljih
teksturnih svojstava. Sposobnost proteina da formira multimolekularnu matricu odreduje
otpornost proteinske pjene na kolaps mjehuri¢a i koalescenciju. Jedan od glavnih ¢imbenika
koji utjece na stabilnost pjene jest viskoznost povrsinskog sloja i tekuéine, odnosno filmovi koji
imaju visoku povrSinsku viskoznost imaju tendenciju stvaranja snazne pjene zbog jakih
kohezijskih sila izmedu proteinskih molekula. Na stabilnost pjene veliki utjecaj imaju svojstva
1 koncentracija koriStenog proteina, njegova topljivost te ionska snaga. Stabilnost pjene svoj
maksimum postize u izoelektri¢noj tocki proteina gdje je i povrSinska elasticnost na svome
maksimumu. Na stabilnost pjene utjecu i reoloska svojstva samog proteinskog filma.
PovrSinska granica teCenja predstavlja karakteristiku visokoelasti¢nosti filma koja ovisi o
protein-protein interakcijama (Zayas, 1997). Maksimalna povrSinska granica teCenja javlja se
izmedu pH 5 i 6 te se naglo smanjuje pri pH ve¢em od 6. Najveca zabiljeZena stabilnost trebala
bi biti u izoelektricnom podrucju zbog smanjenja povrSinske napetosti i povecanja elasti¢nosti

filma $to potvrduje rezultate dobivene provedenim analizama gdje je indeks stabilnosti pri pH
342,5" apripHb5 18,5".



4.3. ODREDIVANJE SVOJSTAVA EMULGIRANJA PROTEINA

Tablica 4. Vrijednost apsorbancije emulzija na 500 nm

pH 3 pH 5 pH 7 pH9
Apsorbancija, 4,4107 + 0,0156 4,4430 + 4,4826 + 0,063 4,1334 + 0,0706
500 nm 0,11725
Apsorbancija, 2,5788 + 0,6525 + 0,6272 3,4961 + 0,0155 3,5787 +
500 nm — 0,02255 0,02315

nakon 10 min

Tablica 5. Izracunata mutno¢a emulzija izolata proteina boba

pH 3 pH5 pH 7 pH 9
Mutnoéa 1015,7842 + 1023,2114 + 1032,3482 + 951,9220 +

3,5927 27,0027 14,5089 16,2592
Mutnoéa 593,8862 + 150,2708 + 144,444 805,1519 + 3,56965 830,3812 + 5,3314
nakon 10 5,19325

min
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Slika 15. Ovisnost indeksa stabilnosti emulzije o pH vrijednosti



Postupak odredivanja svojstava emulgiranja proteina zasniva se na mjerenju apsorbancije
emulzije na UV/VIS spektrofotometru na temelju koje se izracuna vrijednost mutnoce.
Sposobnost proteina da se tijekom stvaranja emulzije velikom brzinom apsorbira na granici
ulje/voda sprjecavajuci time flokulaciju i ponovo povezivanje Cestica ulja izraZzeno je indeksom
aktiviteta emulzije (IAE). Sposobnost proteina da u odredenom vremenskom razdoblju odrzava

stabilnu emulziju prikazana je indeksom stabilnosti emulzije (ISE) (Lam i Nickerson, 2014).

Na slici 14. vidljivo je da je najve¢a mo¢ adsorbiranja proteina boba na granici voda/ulje
pri pH 7 gdje indeks aktiviteta emulzije iznosi 934,8695 m?/g nakon ¢ega slijede pH 5
(915,7252 m?/g), pH 3 (905,1150 m?/g), a najslabiju sposobnost adsorbiranja na granici
ulje/voda proteini boba pokazuju pri pH 9 (794,8837 m?/g). lako su indeksi aktiviteta emulzije
zadovoljavajuci, indeksi stabilnosti emulzije relativno su niski §to je bilo 1 o¢ekivano budu¢i da
su se nakon tek nekoliko minuta stajanja, slojevi ulja i suspenzije proteina poceli razdvajati te
su se proteini poceli taloziti. Da izolati proteina boba imaju nisku sposobnost odrzavanja
stabilnosti emulzije, odnosno nizak indeks stabilnosti emulzije vidljivo je i iz tablice 5. u kojoj
su prikazane mutnoce pripremljenih emulzija izraCunate na temelju ocitanih apsorbancija na
500 nm. Ve¢ nakon 10 minuta stajanja na sobnoj temperaturi, emulzije su se pocele razdvajati
te je na UV/VIS spektrofotometru o¢itana manja apsorbancija te posljedi¢no izracunata manja
mutno¢a. Najmanja razlika u vrijednostima apsorbancija i mutnoca ocitana je na pH 9 (Ao min:
4,1334% 0,0706, A1o min: 3,5787+0,02315; Mo min: 951,9220+16,2592, M1o min: 830,3812+
5,3314), nakon cega slijede pH 7 (Ao min: 4,4826+ 0,062, A1o min: 3,496110,0155; Mo min:
1032,3482+ 14,5089, M1 min: 805,1519+ 3,56965) te pH 3 (Ao min: 4,4107 + 0,0156, A1o min:
2,5788+% 0,02255; Mo min: 1015,784243,5927, M1o min: 593,8862+ 5,19325), dok je najveca
razlika zamijeCena pri pH 5 (Ao min: 4,4430%+ 0,11725, Ao min: 0,6525 %+ 0,6272; Mo
min:1023,2114+ 27,0027, M1o min: 150,2708+ 144,444).

U formiranje emulzije, njenu stabilnost te svojstva teksture ukljuceni su mnogi kemijski 1
fizikalni medusobno povezani ¢imbenici. Kapacitet i sama stabilnost emulzija ovise o
svojstvima proteina te uvjetima emulgiranja, a variraju ovisno o pH, ionskoj jakosti i drugim
¢imbenicima. Nakai 1 suradnici su u svojem istrazivanju ustvrdili da na emulgiranje globularnih
proteina utjecu topljivost, povrSinska hidrofobnost te molekularna fleksibilnost, a sposobnost
emulgiranja proteina ovisna je o obliku, hidrofobnosti te naboju proteinskih molekula. Kato i
Nakai su u svojem istrazivanju dokazali snaznu korelaciju izmedu hidrofobnosti povrSine
proteina i kapaciteta emulgiranja, a Kato i suradnici dokazali su korelaciju hidrofobnosti

povrsine proteina te mudupovrSinske napetosti proteinskih otopina sa emulgiraju¢im



svojstvima proteina. Proteini sa visokom povrSinskom hidrofobnos¢u adsorbiraju se na granici
ulje/voda te smanjuju povrsinsku ili medufaznu napetost ¢ime olakSavaju stvaranje emulzija.
Jo§ jedan vazan ¢imbenik koji utjece na svojstva emulgiranja je topljivost proteina. Pove¢anjem
topljivosti proteina povecala se 1 sposobnost proteina da formiraju i stabiliziraju emulziju.
Takoder je utvrdena i korelacija izmedu topljivosti proteina, sposobnosti stvaranja emulzije te
utjecaja pH na stvaranje emulzije pri ¢emu je minimalna sposobnost uoc¢ena u izoelektricnom
podrucju. pH utjeCe na topljivost proteina, njihovu konformaciju te povrsinska svojstva utjecuci
time neizravno na sposobnost stvaranja emulzija. pH utjece i na stabilnost emulzija utjecuci na
naboj proteina. U razrijedenim emulzijama kod izoelektricnog pH dolazi do smanjenja
odbijanja izmedu kapljica masti §to uzrokuje stvaranje flokula i destabilizaciju emulzije. Pri pH
vrijednostima koje su dalje od izoelektricne tocke dolazi do povecanja odbijanja i zeta
potencijala te je flokulacija minimalna (Zayas, 1997). Stabilnost emulzije predstavlja
sposobnost kapljica emulzije da ostanu rasprSene bez flokulacije ili spajanja. Emulzije koje
imaju nisku stabilnost vizualnim ¢e pregledom izgledati kao odvajanje masnoce $to se desilo

sa emulzijama analiziranima u ovom radu.

4.4. ODREDIVANJE KAPACITETA VEZANJA VODE

WHC ili kapacitet zadrzavanja vode predstavlja sposobnost zadrzavanja vlastite kao i
dodane vode prilikom primjene presanja, centrifugiranja ili zagrijavanja. Ono se definira kao
fizikalno svojstvo te sposobnost sprjeavanja otpustanja vode iz trodimenzionalne strukture
proteina. Naime, neka od najvaznijih funkcionalnih svojstava proteina povezana su s njihovom
interakcijom s vodom, a te interakcije protein-voda potom odreduju funkcionalna svojstva
proteina u hrani kao npr. topljivost, svojstva emulgiranja, vezanje i zadrzavanje vode i druga
svojstva. Sposobnost zadrzavanja vode je preliminarni korak u mnogim procesima proizvodnje
hrane budu¢i da ima veliku ulogu u formiranju teksture hrane, posebice kod pecenih tijesta te

usitnjenih mesnih proizvoda (Zayas, 1997).
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Slika 16. Sposobnost vezanja vode izolata proteina boba pri razli¢itim pH vrijednostima

Nacin na koji ¢e protein djelovati u hrani, odnosno hoce li se ponasati kao gel, koloidna
disperzija ili netopljivi talog, ovisi o karakteru protein-protein te protein-voda interakcija. Samo
vezanje vode na proteinsku molekulu ovisi o sastavu te konformaciji proteinske molekule. Voda
1 proteini stupaju u interakciju na viSe razli¢itih nacina, a najvece koli¢ine vode vezane su
vodikovim vezama za hidrofilne skupine bo¢nih lanaca proteina. Slobodna voda koja se nalazi
u veéim porama proteina vazna je za senzoriku proizvoda, toc¢nije na soc¢nost proizvoda te
oslobadanje okusa. Takva se voda gubi tijekom prerade. Kapacitet vezanja vode u proizvodu
biti ¢e bolji $to su manje pore te §to su ravnomjernije rasporedene u strukturi proizvoda (Zayas,

1997).

Na sposobnost proteina da vezu vodu utjecu pH vrijednost, koncentracija proteina,
temperatura, ionska jakost, uvjeti skladisStenja, ali 1 prisutnost nekih drugih komponenti hrane
te duljina 1 brzina toplinske obrade. Najmanja sposobnost vezanja vode je u izoelektricnom
podrucju proteina gdje su protein-protein interakcije na najvisoj razini, a neto naboj proteina je
nula. Promjenom pH suspenzije dolazi do promjena u naboju proteinske molekule te do
izlaganja ili sakrivanja mjesta za vezanje vode na proteinu. Dakle, povecanjem polarnosti
proteina dolazi raste koli¢ina vezane vode. Mjerenje sposobnosti zadrzavanja vode neophodno

je kako bi se mogle proucavati protein-voda interakcije te funkcionalnost tih proteina.

Na slici 16. vidljivo je da je najveca sposobnost vezanja vode pri pH 9 (3,4830+0,0959
g/g), nakon cega slijedi pH 3 (2,5806+0,0999 g/g) dok je sposobnost vezanja vode pri pH 5



(1,611340,01115 g/g) te pH 7 (1,95004-0,083 g/g) nesto niza zbog manje koli¢ine neto naboja

molekule proteina te zbog jakih protein-protein interakcija pri tim pH vrijednostima.



5. ZAKLJUCCI

Na osnovu dobivenih rezultata moze se zakljuciti sljedece:

1. pH vrijednost suspenzije u velikoj mjeri utjeCe na topljivost proteina te posljedi¢no na
koli¢inu otopljenih proteina u suspenziji. Samim time o¢itana je i manja apsorbancija
na UV/VIS spektrofotometru. Proteini su najbolje topljivi pri pH 3 (c= 0,070440,0073
mg/mL, A= 0,313+0,021), a najslabija topljivost zabiljezena je pri pH 5 (c=
0,02235+40,00105 mg/mL, A= 0,175+0,003) odnosno topljivost proteina najslabija je u
blizini izoelektri¢ne tocke proteina, a veca §to je pH dalji od vrijednosti izoelektri¢ne
tocke.

2. Sposobnost pjenjenja najbolja je u blizini izoelektri¢ne tocke proteina zbog velikih
elektrostatskih privladenja izmedu molekula proteina te zbog najmanjeg medusobnog
odbijanja molekula ¢ime je omoguceno lako apsorbiranje proteina na granici zrak/voda.
Najbolja sposobnost pjenjenja proteina odnosno najveci postotak povecanja volumena
pjene uocen je kod pH 5 (5 min: 330,31+33,560, 10 min: 317,35+8,075, 15 min:
366,57+22,165) te kod pH 7 (5 min: 374,50+29,885, 10 min: 308,12+8,165, 15 min:
301,06420,155) gdje su najviSe izraZzene protein-protein interakcije, a najslabija
sposobnost pjenjenja zabiljezena je za pH 9 (5 min: 204,022+22,855, 10 min:
168,20+11,530, 15 min: 165,45+1,285). Najveca stabilnost pjene uoCena je oko
izoelektri¢nog podruc¢ja. Minimalna stabilnost pjene bila je najviSa kod pH 3 (50'), a
najmanja kod pH 9 (3'15").

3. Najveca mo¢ adsorbiranja proteina na granici voda/ulje ocitana je kod pH 7 (IAE=
934,8695), a najmanja kod pH 9 (794,8837). Tako su sve o€itane vrijednosti indeksa
aktiviteta emulzije bile zadovoljavajuce (pH 3= 905,1150, pH 5= 915,7252, pH 7=
934,8695, pH 9= 794,8837), indeksi stabilnosti emulzije pokazali su se jako niskima
(pH 3 = 10,4021, pH 5 = 0,1908, pH 7 = 0,7588, pH 9 = 1,3080), sto je bilo vidljivo i
tijekom samog pokusa budu¢i da su se ve¢ nakon nekoliko minuta slojevi odvojili. 1z
toga je moguce zakljucCiti da pH vrijednost utjeCe i na sposobnost stvaranja te
stabiliziranja emulzija, odnosno §to je pH dalji od vrijednosti izoelektri¢ne tocke, to je
emulzija bila stabilnija. Najveca stabilnost emulzija pokazala se kod pH 9 (1,3080).

4. Najmanja sposobnost proteina da vezu vodu uocena je u blizini izoelektri¢ne tocke gdje
su protein-protein interakcije nadjacale protein-voda interakcije, tako da je najveca

sposobnost vezanja vode uo¢ena kod pH 9 (3,4830+0,0959 g/g), a najmanja sposobnost



vezanja vode zabiljezena je kod pH 5 (1,61334+0,01115 g/g) zbog manje koli¢ine neto

naboja odnosno jakih protein-protein interakcijama pri pH 5.
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IZJAVA O IZVORNOSTI

Ja TENA DAUTANEC izjavljujem da je ovaj diplomski rad izvorni rezultat mojeg rada te da se u

njegovoj izradi nisam koristio/la drugim izvorima, osim onih koji su u njemu navedeni.
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