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PROIZVODNJA | PRIMENA BIOAKTIVNIH PROTEINA | PEPTIDA
SURUTKE

REZIME

Bioaktivni peptidi predstavljaju granu nauc¢ne oblasti koja se veoma brzo razvija.
Tokom istrazivanja proteina uoceno je da neki proteini nakon digestije ispoljavaju
bioaktivnosti koje ne poseduju u svojoj nativnoj formi. To je bio podsticaj za
istrazivanje uticaja enzimske hidrolize na bioaktivnost proteina. Trenutni naucni stav je
da svaki protein moze posedovati fragmente koji ispoljavaju neku od mnogih
bioaktivnosti. Bioaktivni peptidi dobijeni enzimskom hidrolizom surutke ispoljili su
mnoge pozitivne efekte na ljudsko zdravlje. U zavisnosti od bioaktivnosti koju peptidi
poseduju, mogu se primeniti kao dodaci u razli¢ite prehrambene proizvode ili kao
sastojci nekih medikamenata. Ovaj rad bavi se produkcijom bioaktivnih peptida iz
proteina surutke, koris¢enjem kontrolisane enzimske hidrolize i njihovom primenom u

prehrambenoj industriji u cilju dobijanja funkcionalne hrane.

U novije vreme, postoji rast interesovanja potroSaca za hranu koja nije samo izvor
osnovnih nutritienata, ve¢ koja pozitivno utice na zdravlje i kvalitet Zivota. Surutka je
upravo bogat izvor proteina i peptida koji mogu biti iskori§¢eni za proizvodnju
funkcionalne hrane. Obogacivanje fermentisanih proizvoda sa odabranim bioaktivnim
proteinima 1 peptidima surutke predstavlja prakticno reSenje formulacije funkcionalnog

prozvoda koji zadovoljava zahteve potroSaca danasnjice.

Cilj ovoga rada jeste ispitivanje uticaja enzimske hidrolize na antioksidativni kapacitet,
ACE inhibitornu aktivnost i tehnoloska svojstva proteina surutke. Koncentrat proteina
surutke je hidrolizovan dejstvom tri enzima: tripsina, termolizina i proteinaze k.
Upotrebom ultrafiltracione metode dobijeni hidrolizati su podeljeni na 4 frakcije: F1
(peptidi molekulske mase ve¢e od 30 kDa), F2 (peptidi molekulske mase izmedu 10
kDa i 30 kDa), F3 (peptidi molekulske mase izmedu 3 kDa i 10 kDa) i F4 (peptidi
molekulske mase manje od 3 kDa). Enzimskom hidrolizom koncentrata proteina surutke
oslobdaju se peptidi koji poseduju znacajno visi (p < 0,05) antioksidativni kapacite i
ACE inhibitornu aktivnost u odnosu na nativne proteine iz kojih su dobijeni. Peptidna

frakcija F4 hidrolizata dobijenog pomocu protinaze k i ukupan hidrolizat proteinaze k



ispoljavaju najvisu ACE inhibitornu aktivnost i antioksidativnu aktivnost od svih
ispitivanih uzoraka. Ovi uzorci su dalje koris¢eni kao dodatak u prehrambene proizvode
(fermentacioni napitak na bazi surutke, jogurt i masni krem) sa ciljem obogacivanja
proizvoda i prevodenja istih u funkcionalnu hranu. Pored bioaktivnosti, tehnoloska
svojstav proteina (kapacitet i stabilnost stvaranja pene, emulgujuca svojstav,
rastvorljivost, hidrofobnost, kapacitet vezivanja vode i ulja, svarljivost) imaju vaznu
uogu u odabiru uzorka koji ¢e biti koriS¢en kao dodatak prehrambenom proizvodu.
Proteini surutke su pokazali takva tehnoloSka svostva (odlicnu rastvorljivost, dobro
vezivanje vode i1 ulja, dobra emulgujuca svojstav i sposobnost stvaranja pene) da
predstavljaju dobar izbor proteina koji je moguce koristiti u mnogim proizvodima kao
dodatak ili zamenu za druge proteine. Takode, enzimskom hidrolizom pored redukcije
molekulske mase proteina i povecanja bioaktivnosti, dolazi do poboljSanja tehnoloskih
svojstava uzorka. Najbolja tehnoloska svojsta pokazao je hidrolizat dobijen pomocu
tripsina. Hidrolizat koji poseduje najbolja tehnoloska svojstva koriséen je kao dodatak u
mle¢nu ¢okoladu u cilju proizvodnje proteinski obogacenih ¢okoladnih barova i kao

nosac za inkapsulaciju BMK koriS¢ene za fermentciju napitka na bazi surutke.

Istrazivanjem mogucnosti pobolj$anja kvaliteta i funkcionalnosti proizvoda dodatkom
bioaktivnih peptida dokazano je da dodatka bioaktivnih peptida u masni krem znacajno
doprinosi povecanju antioksidativnog kapaciteta (1,23 puta) i ACE inhibitorne
aktivnosti (2,35 puta u slu¢aju dodatka ukupnog hidrolizata 1 2,77 puta u slucaju
dodatka frakcije) proizvoda. Parametri su pokazali stabilnost tokom dva meseca koliko
su praceni. Bioaktivni peptidi dodati u fermentacioni napitak na bazi surutke i na bazi
mleka pre fermentacije doveli su do unapredenja stabilnosti proizvoda tokom 28 dana
C¢uvanja u frizideru, do znacajnog povecanja antioksidativnog kapaciteta i ACE
inhibitorne aktivnosti napitka. Dodatak frakcije hidrolizata od 3 % u obrano mleko pre
fermantacije dovodi do produkcije napitka sa najboljim karakteristikama
(antioksidativni kapacitet, ACE inhibitorna aktivnost i stabilnost). U slucaju napitka na
bazi surutke najbolji rezultati postignuti su dodatkom 5 % frakcije hidrolizata kao i 5%
ukupnog hidrolizata. Dodatkom 6 % hidrolizata proteina surutke dobijenog pomocu
tripsina u mle¢nu Cokoladu, znacajno je povecan antioksidativni kapacitet proizvoda,
dok promena reoloskih svojstava i raspodela veli¢ine Cestica nije znacajno uticala na

promenu senzornih svojstava proizvoda.



Tokom ispitivanja mogucnosti poboljsanja stabilnosti 1 probiotskog karaktera
fermentisanog napitka na bazi surutke upotrebom razli¢itih nosaca (alginat, hitozan,
WPC i hidrolizat WPC-a pomocu tripsina) za inkpsulaciju BMK, pokazano je da
primena proteina surutke (nehidrolizovanog i hidrolizovanog) poboljsava stabilnost
proizvoda tokom 28 dana ¢uvanja u frizideru, kao i da doprinosi povecanju probiotskog
karaktera proizvoda (testirano u simuliranim uslovima gastrointestinalnog trakta tokom
4h).

Inkapsulacija probiotskih sojeva pomocu nosaca koji sadrze proteine surutke je pogodna
pri fermentaciji napitka na bazi surutke, jer omoguéava dobar rast bakterija i
zadovoljavaju¢e parametre proizvoda, a ujedno osigurava dobru zastitu probiotskim
bakterijama u gastrointestinalnom traktu. Ovako inlapsulirana kultura moze se Kkoristiti i

u nemle¢nim proizvodima koji su sve popularniju usled problema laktoza-intolerancije.

Potencijal proteina i peptida surutke u proizvodnji funkcionalne hrane dokazan je
mnogo puta do sada, ali za sada nema masovne proizvodnje ovakvih proizvoda, osim u
slu¢aju suplemenata namenjenih bodibilderima. Bioaktivni proteini surutke su pogodni
za obogacdivanje prehrambenih proizvoda usled jednostavne procedure dobijanja i
izdvajanja. Dobra tehnoloska svojstav proteina surutke i hidrolizata doprinose

mogucénosti njihove Siroke primene u proizvodnji hrane.

Kljuéne reci: protein surutke, bioaktivni peptidi, enzimska hidroliza, proteinaza k,
tripsin, termolizin, fermentacija, probiotici, funkcionalna hrana, komercijalanal ABY 6
kultura

Naucna oblast: Tehnolosko inZenjerstvo.

UZa naucna oblast: Biohemijsko inZenjerstvo 1 biotehnologija.

UDK broj : 577.122.5:543.645.6:637.344



PRODUCTION AND APPLICATION OF BIOACTIVE PROTEINS AND
PEPTIDES FROM WHEY

SUMMARY

Bioactive peptides are a rapidly developing field of research. During the research it was
observed that some peptides which do not show a particular bioactivity become
bioactive after ingestion and passing through the gastrointestinal system. That was the
stimulus for the development of research on the effect of enzymatic hydrolysis of the
bioactive properties of proteins. According to the current state of scientific knowledge,
every protein can contain fragments that possess some of many bioactivities. Bioactive
peptides, derived by enzymatic hydrolysis of whey protein, have demonstrated
characteristics as health-promoting agents. Depending on these activities bioactive
peptides derived from whey protein can be used as ingredients for various food and
medical preparations. This paper research’s production of bioactive peptides by
controlled enzymatic hydrolysis from whey protein and peptide applications in food and

beverages to create functional food.

Contemporary, consumers have a growing interest in foods which are not only a source
of basic nutrition, but which can also promote health and quality of life. Whey is a rich
source of biologically active protein and peptide which can be used in the production of
functional food. New manufacturing technologies such as supplementation of fermented
product with specific bioactive peptides concentrated from hydrolysates of whey

proteins seem to provide a practical solution for the time being.

The aim of this study was to investigate the effects of enzymatic hydrolysis of whey
proteins on their antioxidant potential, ACE inhibitory activity and technological
properties. Whey protein concentrate (WPC) was hydrolysed by enzymes: Trypsin,
Thermolysin and Proteinase K. Using ultrafiltration through three molecular cut—off
membranes (30 kDa, 10 kDa and 3 kDa), the hydrolysates were separated into four
fractions; F1 (peptides with MW higher than 30 kDa), F2 (peptides with MW among 10
kDa and 30 kDa), F3 (peptides with MW among 3 kDa to 10 kDa) and F4 (peptides
with MW lower than 3 kDa). Hydrolysis of WPC with enzymes produced peptides with
significantly (p < 0.05) higher antioxidant and ACE inhibitory activity than WPC.



Fractions HPK-F4 and HPK showed the highest ACE inhibitory activity and antioxidant
capacity. Those fraction and hydrolysate were used for enriched whey based
fermentation beverage, yoghurt and filling cream for confectionery industry. Bioactivity
is not the only important characteristic of peptide that intends to be used in the food
industry. Besides bioactivity, other properties of the proteins and peptides important for
their practical application in food products were determined such as technological
properties: foaming capacity and stability emulsification, solubility, hydrophobic,
digestibility. Technological properties are the most important and limiting factors for
application peptide in food manufacturing. Whey protein hydrolysates are suitable in
food applications due to excellent solubility, emulsion activity, stability, and foaming
capacity. It seemed that the enzymatic hydrolysis reduced molecular weight of WPC,
increased bioactivity, foaming properties as well as digestibility and emulsion properties
of proteins. The best technological properties showed hydrolysate obtained by Trypsin
(HT). HT was used to enrich chocolate and as carrier for encapsulation of LAB used for

fermentation of whey based substrate.

When examining the possibilities of improving different products by adding bioactive
peptides (HPK and HPK-F4), it has been shown that addition of peptides in filling
cream significantly increase antioxidant capacity (1.23 times) and ACE inhibitory
activity (2.35 times when HPK was added and 2.77 times when HPK-F4 was added) of
filling cream. Those parameters stay stable during two month of monitoring. Bioactive
peptides derived from whey protein, that have been added in probiotic fermented
products (yoghurt and whey based beverage) before fermentation were improved the
stability of the probiotic products during 28 days of storage in refrigerate and
significantly increased antioxidant capacity and ACE inhibitory activity of beverages.
Addition of 3 % HPK-F4 in skim milk before fermentation has been shown that
produced yoghurt with great antioxidant capacity, ACE inhibitory activity and product
stability. For whey based substrate, it has been shown that addition of 5 % HPK as well
as 5 % HPK-F4 produce beverage with the most desirable characteristics. The
antioxidant capacity of milk chocolate was significantly increased by the addition of 6%
of the hydrolyzate (obtained by using Trypsin). Changes of rheological properties and

the particle size distribution did not affect the sensory properties of the product.



When examining the possibilities of improve stability and probiotic properties of whey
based beverages using different carriers (alginate, chitosan, WPC and HT) for
encapsulation of lactic acid bacteria, it has been shown that addition of native and
hydrolysed whey proteins significantly improve stability of whey based beverages
during 28 days of storage in refrigerate and significantly improve probiotic properties of
beverage (tested in simulated gastrointestinal conditions for 4h).

Probiotic bacteria encapsulated with whey peptides as carrier are suitable for the
production of whez based products because they allow satisfactory growth of probiotic
culture and parameters of the product, and also protect probiotic bacteria during their
transit through the gastrointestinal tract. Using whey protein and peptide for probiotics
encapsulation is good whey to use it in non-diary food, too. Non-dairy probiotic foods
are becoming popular as they do not pose problems of lactose intolerance.

The potential of whey proteins and peptides for the formulation of functional foods has
been long demonstrated, but they are still not mass produced except as a dietary
supplement for bodybuilders. Bioactive peptides are suitable for application in food, due
to simple procedure to produce and separate it. Also, good technological properties of

whey protein and hydrolysates, contribute their wide use in food manufacturing.

Key words: whey protein, bioactive peptide, enzymatic hydrolysis, Proteinase K,
Trypsin, Thermolysin, fermentation, probiotics, functional food, commercial ABY 6

culture,
Scientific area: Technological Engineering.
Specialized scientific field: Biotechnological Engineering and Biotechnology.
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1. UVOD

Predmet istrazivanja sprovedenih u okviru ove doktorske disertacije odnosi se na
proizvodnju bioaktivnih peptida surutke kao i njihovu primenu u cilju obogacivanja
postojecih proizvoda i prevodenja istih u funkcionalnu hranu.

Surutka koja nastaje u procesima proizvodnje sira i kazeina predstavlja glavni
sporedni proizvod industrije mleka koji spada u jedan od najslabije iskoriS¢enih
sporednih proizvoda prehrambene industrije u Srbiji. Osnovni problem industrije mleka
je Sto se svega 10 — 20 % mleka iskoristi za dobijanje sira ili kazeina, dok 80 — 90 %
mleka otpada na surutku. Surutka predstavlja jedan od najvecih rezervoara proteina koji
je van ljudske upotrebe. Proteini surutke, a pre svega fragmenti proteina, pokazuju
raznovrsne bioaktivne Kkarakteristike, kao §to su antimikrobne 1 antiviralne
karakteristike, stimulativno delovanje na imunitet, antikancerogene i antihipertenzivne
karakteristike kao i druga pozitivna delovanja na organizam.

U poslednje dve decenije razvoj separacionih metoda zasnovanih na selektivno
propustljivim membranama, doveo je do povecanja zastupljenosti i raznovrsnosti
proteina i peptida surutke kao dodataka hrani. Peptidi dobijeni enzimskom hidrolizom
proteina surutke imaju mnogo raznovrsniju i izrazeniju biolosku aktivnost od nativnih
proteina iz kojih su dobijeni. Zbog svega nabrojanog proteini surutke, a posebno njihovi
hidrolizati 1 peptidne frakcije postaju interesantni za nova istraZivanja.

U radu ¢e biti koris¢en koncentrat proteina surutke i enzimi: proteinaza k, termolizin i
tripsin. Pristupi¢e se hidrolizi proteina u trajanju od jednog sata uz pracenje stepena
hidrolize kao bitnog parametra, zatim ultrafiltraciji hidrolizata pomocu celuloznih
membrana (veli¢ine pora 30 kDa, 10 kDa, 3 kDa i 1 kDa) i odredivanju bioaktivnosti
dobijenih frakcija (antioksidativni kapacitet i inhibitorna aktivnost angiotenzin |
konvertujuceg enzima - ACE inhibitorna aktivnost) kao i hidrolizata. Kao bitan
parametar koji odreduje mogucu primenu proteina i peptida pristupice se odredivanju
tehnoloskih svojstava dobijenih hidrolizata i nehidrolizovanog koncentrata proteina
surutke. Na osnovu utvrdenih svojstava ispitivanih hidrolizata i peptidnih frakcija,
razmotri¢e se mogucnost njihove primene u razlic¢ite prehrambene proizvode, sa ciljem
prevodenja konvencionalnih proizvoda u funkcionalne proizvode. Peptidi ¢e biti

koris¢eni kao dodatak u fermentacioni napitak na bazi surutke, jogurt, masni krem i



Cokoladu, ali i kao nosaci za inkapsulciju BMK (bakterija mle¢ne kiseline) u cilju
povecanja probiotskog svojstva proizvoda.

Unapredenje postojecih i proizvodnja novih funkcionalnih proizvoda neophodna je kako
bi pomogla ljudskom organizmu u borbi protiv Stetnih agenasa kojima je svakodnevno
izlozen usled savremenog tempa i nacina zivota. Jedno od efikasnijih reSenja vezanih za
proizvodnju novih funkcionalnih  proizvoda jeste proizvodnja funkcionalnih
fermentisanih napitaka na bazi surutke. Proizvodnjom ove vrste napitaka u okviru samo
jednog procesa iskori$¢avaju se svi potencijali surutke kao sirovine i dobija se jeftin,
zdrav i potpuno prirodan proizvod.

U ovom radu pristupice se ispitivanju upotrebe proteina surutke i hidrolizata proteina
surutke kao nosaca za inkapsulaciju starter kulture koja je koriS¢ena za fermentaciju
napitka na bazi surutke, a sa ciljem poboljSanja stabilnosti i probiotskog svojstava
proizvoda. Takode, ispitivace se dodatak hidrolizata proteina surutke dobijenog pomocu
proteinaze Kk, kao i frakcije ovog hidrolizata koja obuhvata peptide molekulske mase
ispod 3kDa u fermetacioni supstrat, u razli¢itim koncentracijama, a u cilju poboljsanja
funkcionalnih karakteristika napitka. Prati¢e se slede¢i parametri: probiotsko svojstvo
proizvoda (prezivljavanja probiotske kulture u uslovima koji vladaju u
gastrointestinalnom traktu), dugotrajnost proizvoda (vijabilnost BMK tokom ¢uvanja u
frizideru), pH, titracijska kiselost, antioksidativna svojstava napitka i ACE inhibitorna
aktivnost napitka. Prethodno navedeni hidrolizat i frakcija bi¢e dodavani u masni krem
u cilju povecanja antioksidativnog kapaciteta i ACE inhibitorne aktivnosti masnog
krema. Ovi parametri bi¢e praceni tokom dva meseca Cuvanja proizvoda. Hidrolizat
proteina surutke dobijen pomocu tripsina bi¢e dodavan u cokoladu sa ciljem
proizvodnje proteinski obogacenih ¢okoladnih barova. Nakon obogacivanja ¢okolade
peptidima, pristupice se analizi svojstava proizvoda: antioksidativni kapacitet, raspodela

cestica, reoloska svojstva i ocenjivanju senzornih svojstva proizvoda.



2. TEORIJSKI DEO

2.1. Proteini surutke

Mleko predstavlja hranu koja u potpunosti zadovoljava potrebe za hranljivim
materijama novorodenih sisara i predstavlja jedinu hranu u prvioj fazi njihovog Zivota.
Mleko je takode poznato kao hrana koju odrasli sisari, sa izuzetkom coveka ne
konzumiraju. Mnogi nauc¢nici smatraju da nije u ,,ljudskoj prirodi* da konzumira mleko
u odrasloj dobi, a taj stav je potkrepljen saznanjima da je veliki broj odraslih jedinki
sisara pa i ljudi laktoza intolerantan, ali i da je prisutno oteZano varenje kazeina. Mleko
pored laktoze i kazeina sadrzi mnoge bioaktivne materije, koje su u velikom procentu
peptidnog karaktera i ulaze u sastav proteina mleka. Odlican izvor bioaktivnih
komponenti mleka je surutka, koja zaostaje kao nus proizvod u industriji sira. Surutka
sadrzi sve bioaktivne komponente kao i mleko, ali ne sadrzi tesko svarljivi kazein.
Kravlje mleko prosec¢no sadrzi 3,5 % proteina, od ¢ega 80,0 % kazeina i oko 20,0 %
proteina surutke. U tradicionalnoj proizvodnji sira, bez obzira na nacin koagulacije
mleka, proteini surutke u celosti prelaze u surutku, s obzirom da su neosetljivi na
dejstvo kiselina i enzima, $to nije sluc¢aj kod surutke dobijena u proizvodnji sira iz
ultrafiltriranog ili termicki obradenog mleka. U poslednje dve decenije razvoj
separacionih metoda zasnovanih na selektivno propustljivim membranama, dovelo je do
povecanja zastupljenosti 1 raznovrsnosti proteina surutke kao dodataka hrani.

(Madureira i sar., 2007).

Proteini surutke su pretezno globularni termolabilni molekuli sa visoko zastupljenom
strukturom o-heliksa. Slatka surutka osim proteina sadrzi i1 glikomakropeptid (GMP)
koji nastaje pri enzimskoj hidrolizi k-kazeina (Bylund, 1995). Tafan sastav proteina
surutke zavisi od vise faktora: vrste surutke (slatka preko pH 5.6 ili kisela ispod pH 5.1
koja se dobija uglavnom u seoskim gazdinstvima), tipa mleka (ovcije, kozije, kravlje),
perioda godine, perioda laktacije, vrste hrane koriS¢ene u ishrani zivotinje. (Tavares 1
Malcata, 2013). U novije vreme kada pricamo o proteina surutke uglavnom se
podrazumeva da je u pitanju slatka surutka, u sluc¢aju da se radi o proteinima iz kisele

surutke to se po pravilu naglasi. Sastav proteina surutke dat je u tabeli 1.



Tabela 1. Primarna struktura i osnovne karakteristike proteina surutke (Sharma and
Shah, 2010; Zydney, 1998)

Protein Koncentracija, g/LL  Molekulska teZina, Broj amino
kDa kiselina

B-laktoglobulin 1,3 18.277 162

a-laktalbumin 1,2 14.175 123

serum albumin 0,4 66.267 582
imunoglobulin 0,7 25.000 + 50.000 do -

70.000

Laktoferin 0,1 80.000 700

Laktoperoksidaze 0,03 70.000 612

Glukomakropeptid 1,2 6.700 64

Proteini surutke spadaju u nutritivno najvrednije proteine zahvaljuju¢i svom sastavu
koji karakterise veliki udeo esencijalnih aminokiselina. Takode, proteini surutke imaju
znatno vecu biolosku vrednost od kazeina i drugih proteinima animalnog porekla,
ukljucujuéi i proteine jaja koji su dugo smatrani referentnim. Iskoristljivost proteina
surutke u organizmu usko je povezana sa odnosom aminokiselina cistin/metionin koji je
kod proteina surutke oko 10 puta veci nego kod kazeina. Pojedinacno proteini surutke
kao i njihovi fragmenti pokazuju raznovrsna bioaktivna svojstva, kao Sto su
antimikrobna i antiviralna svojstva, stimulativno deluju na imunisistem, poseduju
antikancerogenu aktivnost, antihipertenzivnu, antiokisidativnu kao i druga pozitivna
delovanja na organizam (Madureira i sar., 2007; Tavares i Malcata, 2013) Takodje,
proteini surutke imaju odlicna tehnoloSka svojstva, poput dobre rastvorljivosti,
viskoznosti, sposobnosti Zeliranja 1 emulgovanja, pa se njihovi koncentrati veoma cesto

koriste u prehrambenoj industriji

B-laktoglobulin (B-LG) je kvantitativno najzastupljeniji protein surutke i ¢ini oko 50-
60% od ukupnog sadrzaja proteina i prvi je otkriven 1934. (Fox 1998, Creamer 2003).
B-laktoglobulin se sintetiSe u mle¢nim zlezdama prezivara, ima viSe razlicitih struktura
(A, B, C, D, DR, DYAKVJE, F,H,G,I,W i X), a najéesca je B-laktoglobulin A. 1zolovan je
slabo rastvoran i male jonske ja¢ine. Cine ga 162 aminokiseline, kvaterarna struktura
zavisi od pH vrednosti, uglavnom je u obliku dimera. Pri vrednosti pH izmedju 7,01 5,2
je oktamer, a pri pH vrednostima izmedju 3,5 i 5,2 je monomer, sa dva cisteinska
ostatka po monomeru na pH vrednosti 3,0 i pH vrednosti vecoj od 8. Monomer B-LG

ima slobodnu tiol grupu i dva disulfidna mosta, §to mu daje specificnu rigidnu strukturu.



B-LG je tesko svarljiv. Pogotovo je otporan na hidrolizu pepsinom, §to doprinosi velikoj
zastupljenosti alergijske reakcije na ovaj protein. Za razliku od govedeg B-LG-a, ov¢iji
je visoko osetljiv na pepsin i lakSe svarljiv. Zbog mogucénosti vezivanja velike koli¢ine
vode uti¢e na povecanje viskoznosti i Zelatinoznu strukturu namirnica u kojima se

nalazi. (Madureira i sar., 2007; Tavares i Malcata, 2013)

Deluje pozitivno na imunitet novorodjenceta i ucestuje u metabolizmu fosfora u
mlecnim zlezdama. Aminokiseline sadrzane u ovom proteinu su visoko vazne, pored
toga Sto pozitivno deluju na razvoj misica, sadrzaj esencialne amino Kkiseline cisteina je
visok, a ona podsti¢e sintezu glutationa, ¢iji pozitivan ucinak na imunitet je Siroko
poznat. B-LG uti€e na imunitet i indirektno, vezivanjem retinske kiseline ¢iji je
pozitivan uticaj na proliferaciju limfocita i aktivnost T-¢elija dokazan in vitro (Marshall,
2004). B-LG pokazuje prebioticke karakteristike 1 utice pozitivno na rast probiotickih

kultura Bifidobacterium i Lactobacillus u crevima.

Prilikom varenja PB-laktaglobulina otpustaju se Cetri peptidna fragmenta koja deluju
baktericidno na Gram pozitivne bakterije. p-LG zajedno sa laktoferinom i a-
laktalouminom ima inhibitornu aktivnost prema virusu HIV-1. Dok laktoferin snazno
inhibira HIV-1 reverznu transkriptazu, ali slabo inhibira HIV-1 proteazu i integrazu, [3-
LG i o-laktalbumin inhibiraju HIV-1 proteazu i integrazu, ali ne inhibiraju HIV-1
reverznu transkriptazu. Odredene modifikacije B-LG daju moguée HIV-1 inhibitore,
koji negativno deluju i na herpes simplex virus tipa 1 i 2. Ovo doprinosi verovanju da
proteini surutke uz blage modifikacije mogu biti upotrebljeni za suzbijanje Sirenja

genitalnog herpesa i HIV-a. (Marshall, 2004; Morris i Fitzgerald, 2008)

B-LG vezuje male hidrofobne ligande, kao $to su, retinol, masne Kkiseline,
triaminoglicerol, alifaticni ketoni, aromati¢ne komponente, vitamin D, holesterol,
palmitinska kiselina, kalcijum i protoporfirin IX (Chatterton 2006). Konkretno, ovaj
protein olakSava varenje mlecne mast tako S§to vezuje slobodne masne kiseline
oslobodjene od strane lipaza u ustima, vezujuci ove ligande on ih zbog svoje stabilnosti
pri niskim pH vrednostima, prenosi kroz intestinalni trakt do receptora koji se nalaze na
crevima novorodjenceta. Takode, pozitivno uti¢e na smanjenje nivoa holesterola u krvi i

krvni pritisak. (Morris i Fitzgerald, 2008).



a-Laktalbumin (a-LA) je drugi po vaznosti protein surutke, sadrzan je u koli¢ini od
oko 20% m/m ukupnih proteina surutke i u potpunosti se sintetiSe u mle¢nim zlezdama,
gde sluzi kao koenzim u sintezi laktoze (Fox 1998). Sadrzi 123 aminokiseline i1
predstavlja kalcijum metaloprotein globularne strukture, koja je stabilizovana sa 4
disulfidna mosta pri pH 5.4-9.0. Do sada su poznate tri varijacije a-laktaloumina, A, B i
C pri ¢emu je B varijacija najceS¢a. Hromatografskim metodama i elektroforezom
utvrdjeno je da je termostabilniji od B-LG (pH 6.7) uz to da je njegova razgradnja
reverzibilna do 75 °C (Tavares i Malcata, 2013).

Ovaj protein se najvise koristi kao dodatak hrane za bebe, jer je po aminokiselinskom
sastavu najsli¢niji proteinima u humanom mleku (Morris i1 Fitzgerald, 2008). a-
laktalbumin prestavlja prebiotik, dokazano stimuli$e rast odredjenih ,,dobrih* bakterija u
crevima. Takode, u svom nativnom obliku, ali i1 hidrolizovan, podstie stvaranje
antigena, deluje stimulativno na B-linfocite i T-Celije. o-laktaloumin nosi u sebi
fragmente koji poseduju antimikrobnu aktivnost (Haque i Chand, 2006; Haque i sar.,
2009). Ti fragmenti se delom oslobadaju u gastrointestinalnom traktu tokom digestije
proteina, ali u novije vreme kontrolisanom enzimskom hidrolizom dolazi do
oslobadanja znatno vecCeg broja Dbioaktivnih peptida. o-laktalbumin pokazuje
baktericidno dejstvo u gornjim respiratornim putevima, ali pokazuje i zastitno dejstvo
na gatricnu sluzokozu koja je oSteCene dejstvom razli¢itih agenasa, kao Sto su
antiinflamatorni lekovi ili velike koli¢ine alkohola (Mezzaroba i sar., 2006; Rosaneli i
sar., 2004).

a-laktaloumin doprinosi smanjenju rizika od pojave nekih vrsta kancera, jer utice na
deobu ¢elija kada se inkorporira u éelije u crevima sisara. Takodje moze da prenosi Ca?*
1 da indukuje apoptozu celija tumora. Deluje povoljno kod raka jajnika (Morris 1
Fitzgerald, 2008; Tavares i Malcata, 2013). Uz male izmene u strukturi a-laktalbumina
kao Sto je otvaranje lanca humanog a-laktalbumina pomocu etilen diamin tetra siréetne
kiselina (EDTA) i stabilizacija vezivanjem oleinske Kkiseline, dobija se jedinjenje
HAMLET (engl. Human o-laktaloumin Made LEthal to Tumor cells) koje ima
antikancerogenu aktivnost tako Sto ulazi u ¢eliju tumora, prolazi kroz citoplazmu do
nukleusa i cepa DNK (Svanborg, 2003). HAMLET deluje povoljno kod le¢enja vise
vrsta tumora mozga (Tavares i Malcata, 2013). BAMLET (engl. Bovine a-laktalbumin



Made LEthal to Tumor cells) je govedi ekvivalent HAMLET-u. BAMLET pokazuje
citotoksicki efekat na osam vrsta tumorskih ¢éelija tako $to povecava permeabilnost

lizozomnih membrana (Rammer, 2010).

a-laktalbumin pozitivno deluje na stres usled velike koncentracije triptofana,
aminokiseline koja ucestvuje u sintezi serotonina (hormona srece), pa se i Kkoristi u
tretmanu le¢enja hroni¢nog umora. Kod hronicnog stresa u mozgu dolazi do smanjene
sinteze serotonina i triptofana. Sprovodenjem dijete zasnovane na a-laktalbuminu,
povecava se kolicine triptofana, kao 1 sinteza i aktivnost serotonina (Marcus i sar.,
2005). a-laktalbumin pokazuje snazan antihipertenzivni efekat, kroz ACE inhibitorno

svojstvo (Camfield i sar., 2011).

Govedji serum albumin BSA (engl. Bovin Serum Albumin) se ne sintetiSe u mle¢nim
Zlezdama, vec u mleko dospeva ,,curenjem® iz krvi. BSA ¢ini 0,7 — 1,3 % m/m od
ukupnih proteina surutke, ¢ini ga 582 aminokiselinska ostatka i 17 disulfidnih mostova i
jedna tiolna grupa na polozaju 34. Zbog svoje veli¢ine i strukture moze vezivati
slobodne masne kiseline 1 druge lipide, kao i aromati¢éne komponente. Sli¢no kao 1 kod
B-LG, pri pH 6.5 i poviSenoj temperaturi zbog karakteristi¢ne tiol-disulfidne veze dolazi
do stvaranja Zelatinozne strukture (Tavares i Malcata, 2013).

BSA je kvantitativno slabo zastupljen protein surutke, pa se njegova aktivnost ¢esto
razmatra u sklopu ostalih proteina surutke. Usled moguc¢nosti da vezuje slobodne masne
kiseline i druge masti koje su skladistene u ljudskom organizmu, ima ulogu u sintezi
masti, a one ulaze u sastav svih unutarcelijskih i spoljasnjih membrana. BSA poput
antioksidansa stiti masti od oksidacije (Tavares i Malcata, 2013). Ovaj protein poseduje
I ACE inhibitornu aktivnost kao i opioidne karakterisitke (Poltronieri, 2012).

Imunoglobulini (IG) predstavljaju kompleksnu grupu hemijskih jedinjenja koju
proizvode B-limfociti i ¢ine 10 — 15 % m/m od ukupne koli¢ine proteina surutke (Nakai
i Modler, 1996). Imunoglobulini su monomeri ili polimeri sastavljeni od 4 lanca.
Svrstani su u tri grupe prema funkciji koju imaju u ljudskom organizmu. IGg, 1Ga, IGm.
Cak 80% IG u surutki pripada IGg grupi (Tavares i Malcata, 2013). Nalaze se u gotovo
svim serumima i plazmi sisara, pa ih tako ima i u mleku, odnosno proteinima surutke.

Neki od imunoglobulina nalaze se vezani za povrSinu 1 imaju ulogu receptora, dok drugi



imaju ulogu antitela koja se ispustaju u krv i limfu. Uloga imunoglobulina u mleku je
vrlo bitna za zdravlje novorodenceta. Kako posteljica u kojoj se beba nalazi tokom
razvoja u majcinom stomaku ne dozvoljava prolaz makromolekula, imunoglobulini vece
molekulske mase se prenose sa majke na dete dojenjem pomocu majéinog mleka
(Marshall, 2004).

Kako imunoglobulini predstavljaju specifi¢an i nespecifi¢an odgovor organizma na neki
patogen ili Stetan agens, tako je 1 manipulacija tj. stimulisanje proizvodnje ovih proteina
moguce jednostavnim izlaganjem jedinke datom agensu. Imunoglobulini dobijeni iz
mleka krava koje su vakcinisane, odnosno u ¢iji organizam su ubaceni oslabljeni virusi
HRYV serotip 1 i 2 (Humani Rota Virus), kao i rota virus majmuna serotip 3, pokazali su
da imaju terapeutsko dejstvo kod svinja koje su zarazene pomenutim virusima. Takode,
imunoglobulini su pokazali terapeutsko dejstvo kod digestivnih infekcija, kao sto je

infekcija bakterijom H. pyloriis i enterotoksinom E. coli. (Madureira, 2007).

Imunoglobulini iz surutke pokazali su odreden nivo zastite zuba od pojave kariesa.
Takode, pozitivno deluju na sluzokozu gastrointestinalnog trakta i stite je od patogena.
Trenutno se ispituje mogucnost koriS¢enja imunoglobulina iz mleka u le¢enju obolelih

od SIDA-e (Madureira, 2007).

Govedi imunoglobulini povoljno uti¢u na proliferaciju B-limfocita i T-celija, stimulisu
sintezu 1Gg , 1Ga 1 IGwm, §to potvrduje da govesi imunoglobulini dobijeni iz surutke

imaju mogucénost da modifikuju imuni odgovor ljudskog organizma (Reitelseder 1 sar.,

2011; Tipton i sar., 2004).

Takode, uocen je pozitivan uticaj mleka krava koje su prethodno bile vakcinisane
mesanom bakterijskom kulturom, na stanje pacijenata sa poviSenim pritiskom i

holesterolom. (Madureira, 2007)



Laktoferin (LF) je gvozde helatni glikoproteinski monomer. Humani laktoferin sadrzi
691 aminokiselinska ostatka, dok govedi sadrzi 989 aminokiselinska ostatka (Tavares i
Malcata, 2013). U ljudskom organizmu se nalazi u mleku, suzama, pljuvacki i drugim
izlu¢evinama. Koli¢ina u mleku zavisi od perioda laktacije kao i vrste jedinke. U
humanom mleku ga ima do 4,00 mg/mL, dok u kravljem znatno manje od 0,02 do
0,35mg/mL (Madureira, 2007).

Laktoferin pokazuje jako baktericidno dejstvo na Sirok spektar bakterija. Baktericidno
dejstvo posledica je vezivanja za celijsku membranu bakterija (ugradjuje se u
membranu vezivanjem za lipid A lipopolisaharid) ¢ime narusava njenu strukturu. Deluje
baktericidno kako na Gram pozitivne, tako i na Gram negativne bakterije. U
eksperimentima je potvrdjeno njegovo pozitivno dejstvo na detoksikaciju u slucaju E.
coli endotoksina, pri ¢enu moze reagovati udruzeno sa lizozomima ili antitelima,
imunoglobulinima i laktoperoksidazom. Znatno poja¢ava imuni odgovor na
Staphylococcus aureus, a nepovoljno deluje i na Streptococcus mutans uzro¢nika
zubnog karijesa, tako §to onemoguéava razvoj bakterija i formiranje filma (Madureira,
2007). Pokazao se dobro u prevenciji infekcije bakterijom Haemophilus influenzae, koja
izaziva upalu uha kod dece, pokazao je dobre rezultate u borbi protiv infekcije H. pylori
i E. coli (Madureira, 2007; Tavares i Malcata, 2013).

Nedavne studije na svinjama pokazale su da laktoferin ima i antifungalnu aktivnost i to
na Trichophyton mentagrophytes and Trichophyton Rubrum izazivace koznih oboljenja,
a potvrdeno je i njegovo fungicidno dejstvo na vrste iz roda Candida (Morris i
Fitzgerald, 2008).

Laktoferin je prvi protein surutke za koji je utvrdjeno da ima antiviralnu funkciju
(Marnila i Korhonen, 2009, Wakabazashi i sar., 2006). Deliju na niz virusa, a ispituje se
1 njegovo delovanje na HIV. Na razlicite viruse ima razli¢it mehanizam delovanja.
Uglavnom reaguje sa virusom, ali ne i sa ¢elijom koja je zarazena virusom, u nekim
slu¢ajevima reaguje sa zdravom celijom i sprecava virus da prodre u nju, kao §to je
slucaj sa Hepatitisom B i enterovirusom 71. Takode, govedji laktoferin redukuje nivo
HVC-RNA seruma kod pacijenata koji boluju od hroni¢nog Hepatitisa C (Madureira,
2007).



LF ima vaznu ulogu u jacanju imunog odgovora organizma. Pretpostavlja se da utic¢e na
aktivnost makrofaga i da na taj nacin doprinosi boljem imunom odgovoru. StimuliSe i
produkciju inflamatornih citokina, stimuliSe proliferaciju limfocita i aktivnost monocita,
dok dodatkom ishrani laktoferina hidrolizovanog pepsinom znatno se povecava sadrzaj
imunoglobulina u organizmu (Zimecki i sar., 2007). Na eksperimentu sa miSevima
uoceno je da i govedi i ljudski laktoferin povoljno uticu na stanje kostiju (Cornish,
2004). Trenutno se proucava delovanje laktoferina kod autoimunih poremecaja, jer je
pokazano da uz dodatak regularnoj terapiji, kod nekih bolesti pokazuju pozitivan u¢inak
(Madureira, 2007).

Antikancerogena aktivnost laktoferina pripisuje se njegovoj sposobnosti da vezuje
gvozdje, koje ima potencijalno mutageno dejstvo na Celije, tako Sto uzrokuje
oksidativna oS$te¢enja na lancu nukleinske kiseline (Madureira, 2007). Pokazan je
pozitivan uticaj kod raka debelog creva, jezika, jednjaka, pluca i beSike (Marshall,
2004). Za laktoferin je karakteristicno da veoma povoljno deluje kao dodatak u terapiji
obolelih od razli¢itih vrsta kancera. Tamo gde sam ne daje nikakve rezultate, kao $to je
karcinom jetre, kada se doda regularnoj terapiji dolazi do znacajnih poboljSanja
(Marshall, 2004). U organima za varenje iz laktoferina se pod dejstvom pepsina
oslobada peptid Laktofericin, koji se oznacava sa LfcinB. Laktofericin ima citotoksi¢ni
efekat na niz Celijskih linija neuroblastoma, deluje na ¢elije THP-1 (tip leukemije), a
uoCeno je da hidrolizati laktoferina, koji nastaju dejstvom peptidaza, pokazuju veci
antikancerogeni efekat od samog laktoferina na mnoge vrste kancera, bez Stetnog efekta

na okolno tkivo (Tavares i Malcata, 2013).

Laktoperoksidaza je najznacajniji enzima u mleku. Mleko pa i surutka sadrze razlicite
enzime, medu kojima hidrolaze, transferaze, liaze, proteaze i lipaze. Laktoperoksidaza
je enzim koji se izluuje u mleku, pljuvacki i suzama. Koliko ¢e se laktoperoksidaze
na¢i u mleku zavisi od mnogih faktora, izmedju ostalog i1 perioda laktacije. Sadrzaj
varira od 0,25 do 0,5 % m/m u odnosu na ukupne proteine surutke. Tokom procesa
pasterizacije ovaj enzim se ne inaktivira (Madureira, 2007).

Laktoperoksidaza ima vrlo bitnu ulogu u odbrambenom mehanizmu sisara. Ona, kao i
sve peroksidaze, deluje antimikrobno na Gram pozitivne i Gram negativne bakterije.

Vazno je napomenuti da ovaj enzim ima znatno vecu aktivnost u kiselim, nego u
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baznim uslovima. Za aktivnost laktoperoksidaze bitno je prisustvo SCN™ jona kao
elektrodonora, koga u mleku ima u razli¢itim koncentracijama zavisno od zivotinjske
vrste, perioda laktacije i godisnjeg doba. Takode, laktoperoksidaza deluje negativno na

stvaranja karijesa (Tavares i Malcata, 2013).

Proteoze-peptoni (PP) predstavlja frakciju peptida koja je u govedem mleku
zastupljena sa 10 % m/m od ukupne koli¢ine proteina surutke. PP frakcija je podeljena u
dve grupe. Prvu grupu ¢ine peptidi nastali hidrolizom kazeina i to su PP5, PP8  fast“ i
PP8 ,,slow®, razvrstani na osnovu pokretljivosti prilikom elektroforeze. Druga grupa su
hidrolizati koji ne poti¢u od kazeina i nadeni su samo u surutci ne i u mleku, oznaceni
su sa PP3 i karakteriSe ih izrazita hidrofobnost (Tavares i Malcata, 2013). PP3 je
izgraden od 135 amino kiselina i poseduje dva domena. Prvi domen je negativno
naelektrisan i obuhvata N kraj zajedno sa amino kiselinama od 1. do 97. pozicije. Drugi
domen je poznat pod nazivom laktoforicin, obuhvata C kraj molekula, preostale amino
kiseline i pozitivno je naelektrisan. Laktoforicin ima sposobnost da prode kroz lipidnu
membranu (Campagna i sar., 2001) i poseduje bakteriostaticko dejstvo na Gram

pozitivne i Gram negativne bakterije (Campagna i sar., 2004).

Kazeinmakropeptidi (CMP) je heterogena polipeptidna frakcija nastala cepanjem (na
mestu Pheios-Metios) kazeina. Tokom proizvodnje sira, mleko biva hidrolizovano od
stranje renina, tako da kazein hidrolizuje na dva dela, jedan se nalazi u siru (para-
kazein) a drugi CMP prelazi u surutku. CMP je izgraden od 63 aminokiseline
(aminokiseline koje se u kazeinu nalaze na polozaju 106-169) i predstavlja 10 — 15 %
(m/m) ukupnih proteina surutke. Moze se nalaziti u viSe varijacija u zavisnosti od
posttranslacionih promena: moze da se glikolizuje uz stvaranje O-glikozid mosta ili

fosforiluje (Tavares i Malcata, 2013).

CMP stimuli$e rast korisnih bakterija u crevima. Poznato je njegovo prebioti¢ko dejstvo
na vrste iz roda Bifidobacterium i Lactobacillus (Martinez i sar., 2009). Fosforilovani
oblik CMP povecava rastvorljivost kalcijuma u crevima i pospesuje njegovu apsorbciju,
a ova osobina dokazana je i kod drugih fosforilovanih ostataka kazeina (Martinez i sar.,
2009). Mnoge studije dokazale su antimikrobnu aktivnost CMPa u borbi sa karijesom i
oralnim patogenima kao S§to su Streptococcus mutans i Prphyromonas gingivalis

(Aimutis, 2004). Glikolizovani oblik vezuje enterotoksine Escherichia coli i Cholera,
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inhibira adheziju H. pylory i rota virusa za celijsku membranu, pri ¢emu sprecava
njihovo prodiranje u celiju (Brody, 2000; Manso i Lopez-Fendino, 2004). CMP
pokazuje jak antiinflamatorni uticaj (Requena i sar., 2009) i snaznu ACE inhibitornu
aktivnost (Gobbetti i sar., 2007). Oralna primena stimuli$e oslobadanje hormona sitosti

(Yvon 1994). Govedi, ov¢iji i kozji CMP onemogucavaju agregaciju koja je preduslov

za stvaranje tromba u krvotoku (Poltronieri i sar., 2012).

Koncentrat i izolat proteina surutke WPC (engl. Whey Protein Concentrate) je
dobijen procesom ultrafiltracije (UF) ili dijafiltracije (DF), pri ¢emu se odstranjuje veci
deo laktoze, minerala i komponenti male molekulske mase. Koncentracija proteina u
ovom slucaju moze biti 30%, 50% 65% i 80% (m/m), ukoliko je koncentracija proteina
veéa od 90% (m/m), tada je u pitanju izolat proteina surutke - WPI (engl. Whey Protein
Isolate). WPC i WPI koriste se kao dodaci u ishrani i u industriji hrane. Ukoliko je pri
obradi surutke koriS¢ena i termicka obrada tada dolazi do razgradnje a-LA i moguce je

izdvojiti i njegove frakcije precipitacijom (Tavares i Malcata, 2013).

Mnoga istazivanja pokazala su da proteini surutke imaju pozitivan u¢inak na organizam
coveka (krv, kosti, misi¢e, imunisistem...) Najzastupljenija upotreba proteina surutke je
pri napornim treninzima (za Sta je najznacajniji BCAA niz amino kiselina koji je visoko
zastupljen u proteinima surutke, a koji ima sposobnost da nepromenjen prode kroz zid
tankog creva 1 preko krvi putuje direktno do misSi¢a gde u€estvuje u njihovoj izgradnji),
ali u novije vreme 1 u razli¢itim dijetama usled povecanja osecaja sitosti nakon unosa
proteina surutke. Proteini surutke na sitost uticu dejstvom na razli¢ite hormone.
Sekrecija insulina je direktno podstaknuta prisustvom proteina surutke u gastro
intestinalnom traktu (Samra i sar., 2007; Brubaker i Anini, 2003). Skorije studije su
pokazale da konzumacija surutke povecava glukoza zavisni insulinotrofni polipeptidni
odgovor, mnogo jate nego BCAA lanac (Nilsson i sar., 2007). lako je danas
komercijalno najrasprostranjenije i najpoznatije pozitivno dejstvo proteina surutke na
izgradnju misi¢cne mase, bioaktivnost ovih proteina je daleko Sira. Dokazana dejstva

proteina i peptida surutke na ljudski organizam predstavljena su na slici 1.
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Slika 1. Dejstvo bioaktivnih proteina i peptida surutke na ljudski organizam

2.1.1. Produkcija bioaktivnih peptida iz proteina surutke

Bioaktivnim komponentama se smatraju one supstance (molekuli) koje se sastoje od
proteina, lipida i/ili ugljenih hidrata i imaju sposobnost da izazovu bioloski odgovor kao
Sto je smanjenje hipertenzije, spreCavanje nastajanje karcinoma, povecanje ¢iste misi¢ne
mase, stimulisanje imunog sistema i inhibiranje razvoja patogenih mikroorganizama.
Pored toga funkcionalne supstance treba da imaju biolosku aktivnost merljivu na
fizioloSki realnom nivou u opsegu u kome se nalaze u hrani (Hrnjez, 2015). Mleko i
mle¢ni proizvodi se smatraju bogatim izvorom bioaktivnih peptida (Tidona i sar. 2009;
Jakala i1 Vapaatalo 2010). Bioaktivni peptidi predstavljaju fragmente proteinskih
molekula koji svoju aktivnost ispoljavaju kada se oslobode iz molekula. Hidroliza
molekula i oslobadanje bioaktivnog peptida odigrava se na vise nacina. Najjednostavniji

nacin je hidroliza proteina pomocu bakterijske kulture. U slucaju bakterijske kulture, ne
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koriste se agresivne materije, uslovi su blagi, proces je Cist, ali bakterijske kulture u sebi
sadrze brojne enzime i moguénost kontrole takvih procesa je dosta otezana. Hemijska
hidroliza molekula je gotovo sasvim napuStena metoda zbog nemoguénosti kontrole
procesa i neuniformnosti proizvoda, ali i zbog agresivnih hemikalija koje se primenjuju
kao i mogucnosti gubitka jedne od vrlo vrednih aminokiselina, tirozina.
Najzastupljeniji nacin dobijanja bioaktivnih peptida jeste kontrolisanom hidrolizom

pomocu enzima.
Za dobijanje bioaktivnih peptida najcesée se koriste metode podeljene u tri grupe:

1. Hidroliza proteina dejstvom proteoliticke starter kulture
2. Hidroliza proteina dejstvom digestivnh enzima

3. Hidroliza proteina dejstvom nedigestivnih enzima

2.1.1.1. Hidroliza proteina delovanjem proteoliti¢ke starter kulture

Poznato je da odredene bakterije mlecne kiseline imaju proteoliticku aktivnost.
Bioaktivni peptidi tokom procesa obrade mleka mogu nastati delovanjem enzima
nativnih mikroorganizama ili enzima upotrebljenih starter kultura. Peptidi koji se
otpustaju tokom fermentacije doprinose teksturi i ukusu fermentisanog proizvoda i to je
razlog zasto veliki broj starter kultura koje se komercialno koriste u proizvodnji jogurta
1 drugih mle¢nih fermentisanih 1 probiotskih napitaka poseduje proteoliticku aktivnost.
Tako se u mnogim fermentisanim proizvodima od mleka i surutke pored mlecne
kiseline oslobadaju i razli€iti bioaktivni peptidi. Ovaj proces je vrlo kompleksan i slabo
kontrolisan upravo zbog niza propratnih biohemijskih procesa koji se odvijaju tokom

fermentacije uporedo sa hidrolizom proteina.

Jedna od najcesce korisc¢enih proteolitickih kultura je Lactobacillus helveticus. Mnoga
istrazivanja su pokazala da fermentacijom mleka ovom kulturom dolazi do oslobadanja
ACE inhibitornih peptida VPP i IPP (Elfahri, 2012). Identifikovani su ACE inhibitorni
peptid iz proteina surutke hidrolizovanog pomocu bakterijske vrste L. helveticus (Pan i
Guo, 2010). Iako nije primenjena ziva kultura, kori§¢en je neprec¢iséen sirovi enzimski
kompleks koji je obuhvatao proteinaze celijskog zida kao i intracelularne peptidaze

Takode, dokazano je oslobadanje ACE inhibitornih peptida tokom procesa fermentacije
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1 proizvodnje sira sa razli¢itim bakterijskim kulturama (Pihlanto-Leppala i sar., 1998).
Naime, u pomenutom istrazivanju, prisustvo antihipertenzivnih peptida nije dokazano
tokom 1 nakon same fermentacije, ali je naknadnom digestijom pomocu pepsina i

tripsina doslo do otpustanja ovih bioaktivnih peptida.

Fermentacija je kompleksan proces koji podrazumeva prisustvo zive kulture, sa svim
njenim enzimima. Veliki broj enzima u sistemu zahteva i kompleksan sistem kontrole
procesa, sa mogucnosc¢u velikog broja gresaka. lako je fermentacija jeftin i jednostavan
proces za produkciju zdravog funkcionalnog probiotskog proizvoda, ona ipak zbog
svojih karakteristika, nije najbolji nacin za dobijanje Zeljenih bioaktivnih peptida.
Kontrolisana enzimska hidroliza je postupak koji zadovoljava potrebe za konstantnim i

visokim prinosom bioaktivnih peptida.

2.1.1.2. Kontrolisana enzimska hidroliza proteina surutke

Kontrolisana enzimska hidroliza podrazumeva enzimsko cepanje proteina na manje
frakcije razli¢itth molekulskih masa, pod kontrolisanim uslovima. Hidroliza se
uglavnom prekida termickom ili pH inaktivacijom enzima nakon §to je odredeni stepen
hidrolize dostognut. Stepen hidrolize je vazan pokazatelj stepena degradacije proteina i
u najvecem broju slucajeva intezivno raste u prvih 60 do 90 min, a nakon toga u
zavisnosti od enzima, supstrata i uslova stagnira ili znacajno usporava sa rastom
(Drakova i sar., 2010; Herregods i sar., 2015; Kruni¢ i sar., 2015). Vazno je napomenuti
da neke aktivnosti frakcija i peptida nisu proporcionalne stepenu hidrolize. Tako je
dokazano da u mnogim slu¢ajevima ACE inhibitorna aktivnost, redukciona snaga i
antioksidativni kapacitet hidrolizata rastu do odredenog stepena hidrolize, a zatim sa
nastavkom hidrolize ACE inhibitorna aktivnost kao i redukciona snaga opadaju
(Herregods i sar., 2015, Corea i sar., 2014).

Enzimi digestivnog trakta kao §to su tripsin 1 himotripsin su najces¢e kori$¢eni enzimi u
slucaju kontrolisane enzimske hidrolize. Takode, enzimi kao $to su pepsin, termolizin,
alkalaze, bakterijske proteinaze su dosta ispitivani katalizatori. Heksapeptid VAGTWY
dobijen hidrolizon B-laktoglobulina pomocu tripsina poseduje antioksidativnu, ACE
inhibitornu i DPP-IV-inhibitornu aktivnost (Power i sar., 2014). Hidrolizat dobijen

dejstvom alkalaze sadrzi peptid VHLKP koji poseduje znacajnu antioksidativnu
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aktivnost (Kong i sar., 2012). Proteini surutke hidrolizovani pepsinom poseduju
znacajnu antimikrobnu aktivnost (Theolier i sar., 2013), a laktoferin hidrolizovan
pepsinom poseduje snazan antimikrobni kapacitet prema Escherichia coli K12
(Quintieri i sar., 2012). Veoma izrazenu antimikrobnu aktivnost poseduje i hidrolizat
dobijen kombinovanom hidrolizom pepsina i tripsina (Benkerroum, 2010). Hidroliza a-
LA 1 B-LG pepsinom i tripsinom, zasebno, ali i kombinovanom hidrolizom rezultira
slicnom ACE inhibitornom aktivnost hidrolizata, dok se stepen hidrolize povecava u
sluc¢aju kombinovane hidrolize (Mullally 1 sar., 1997). Ovo je jo$ jedan pokazatelj da
bioaktivnost hidrolizata nije nuzno proporcionalna stepenu hidrolize, odnosno da
kombinacijom razi¢itih enzima mozemo uticati na povecanje stepena hidrolize i

oslobadanje peptida, ali to nuzno ne vodi ka povecanju bioaktivnosti peptida.

Digestivni enzimi su zbog svoje dostupnosti najéesé¢e primenjivani enzimi. Ipak, oni
imaju i odredene nedostatke. Tako je govedi B-LG potpuno otporan na dejstvo pepsina
(Kim i sar., 2010), a poznato je i da su frakcije koje sadrze prolin visoko rezistentne na

dejstvo digestivnih enzima (Beermann i sar., 2013).

Upotrebom peptidaza iz voca Maclura pomifera moguca je gotovo potpuna degradacija
a-LA i B-LG, a dobijene frakcije molekulske mase manje od 3kDa poseduju ACE
inhibitornu i antioksidativnu aktivnost (Bertucci i sar., 2015). Takode, hidrolizu proteina
surutke 1 oslobadanja peptida sa ACE inhibitornom aktivno$¢u moguce je izvesti
pomoc¢u vodenog ekstrakta biljke C. cardunculus koji sadrzi i rastvorene enzime
(Tavares 1 sar., 2011). BSA, a-LA 1 B-LG pokazuju znaajnu rezistentnost na papain,
dok alkalaza hidrolizuje sva tri proteina sa visokim stepenom hidrolize (Kim i sar.,
2010). Visok stepen hidrolize pokazale su i mikrobne proteaze kao Sto su alkalaza,
flavourzime, protamax 1 neutraza uz znaCajan porast antioksidativne aktivnosti u
hidrolizatu (Adriena i sar., 2010). Bioaktivnosti, odredenih fragmenata dobijenih

kontrolisanom enzimskom hidrolizom predstavljeni su u tabeli 2.
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Tabela 2. Bioaktivni fragmenti oslobodeni hidrolizom iz razli¢itih proteina surutke

Prote Enzim fragment Bioaktivnost Reference
in
a-LA / f(97-104) DKVGINYW ACE inhibitor Tavares i sar.,
/ / KGYGGVSLPEW 2011
/ f (59-60) W Antihipertenzivna Martin i sar.,
2008
Tripsin f(104-108) WLAHK ACE-inhibitor Pihlanto-Leppala
f(99-108) VGINYWLAHK i sar., 2000
Pepsin f(117-121) K7VGIN Antimikrobna Theolier i sar.,
aktivnost: uglavnom 2013
Gram (-) bakterije,
/ f(50-53) YGLF Opioidna aktivnost, Haque i sar.,
ACE inhibitor 2009
/ / YGGF Opioidna aktivnost ljaes i sar., 2004
LF Pepsin / / Antimikrobna Quintieri i sar.,
2012
BSA / / ALKAWSVAR ACE inhibitor Poltronieri i sar.,
/ f(399-404) YGFQDA Opioidna aktivnost 2012
GMP  Tripsin f(106-112) MAIPPKK ACE inhibitor Gobbetti i sar.,
£(106-111) MAIPPK 2007
/ f(106-116) / Antitrombocitna Phelan i Kerins,
aktivnost 2011
/ f(108-110) / Antitrombocitna Martinez i sar.,
f(106-112) aktivnost 2009
£(113-116)
f(112-116)
B-LG / f(33-42) DAQSAPLRVY ACE inhibitor Tavares i sar.,
2011
/ f(40-42) RVY Antihipertenzivna Hernéndez-
f(122-124) LVR aktivnost Ledesma i sar.,
2004
/ f(46-48) LKP Antihipertenzivna Catala-Clariana i
/ f(142-145) ALPM aktivnost sar., 2010
/ f(15-20) VAGTWY
/ f(36-42) SAPLRVY ACE inhibitor Welderufael i
Jauregi, 2010
/ f(102-105) YLLF ACE inhibitor, Sipolai sar.,
opioidna aktivnost 2002
/ / TPEVDDEALEK ACE inhibitor Picariello i sar.,
2010
/ (78-80) IPA ACE inhibitor Meisel i sar.,
/ f(102-103) YL ACE inhibitor 2009
/ f(142-148) ALPMHIR ACE inhibitor
Trypsin f(15-20) VAGTWY Antimikrobna Pellegrini i sar.,
f(25-40) AASDISLLDAQSAPLR aktivnost: uglavnom 2001
f(78-83) IPAVFK Gram (+) bakterije
f(92-100) VLVLDTDYK
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/
f(71-75)

f(22-25)
/
f(15-20)
f(19-29)
f(145-149)
f(42-46)
f(58-61)
f(95-101)
/
/
/
f(15-20),
Pepsin f(50-54)
f(117-121)
f(14-18)
f(123-125)
f(147-149)
Pepsin + f(94-100)
Trypsin
+
Chymotr
ypsin
Corolase (f19-29)
PP (f42-46)
f(145-149)
Chymotry f(146-149)
psin

IHAEK

LAMA

VAGTWY

VAGTWY

~ N~~~ ~

IPAVFK,
VAGTWY
TPEVDDEALEK

VAGTWY

PEGDL
KVGIN

K14VAGT

VRT
IRL

VLDTDYK

WYSLAMAASDI
YVEE
MHIRL

HIRL

Hipoholesterolemic¢na
svojstva

ACE inhibitor

ACE inhibitor,
DPP-1V inhibitor i
antioksidans,
Antioksidans

DPP-1V inhibitor

ACE inhibitor
Antimikrobna
aktivnost: uglavnom
Gram (-) bakterije
Antimikrobna
aktivnost: uglavnom
Gram (+) bakterije

ACE inhibitor

Antioksidans

“ileum-contracting”
aktivnost

Nagaoka, 2006

Pilhanto-Leppala
i sar., 2000

Power i sar.,
2014

Silveira i sar.,
2013;
Uchida i sar.,
2011

ljdes i sar., 2004
Theolier i sar.,
2013

Pilhanto-Leppala
i sar., 2000

Hernandez-
Ledesmai sar.,
2005

Sipolai sar.,
2002
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2.1.2. Tehnoloska svojstva proteina surutke

Da bi se bioaktivni proteini i peptidi surutke primenili u proizvodnji funkcionalne hrane
potrebno je poznavati njihovo ponasanje i tehnoloSka svojstva u uslovima proizvodnje i
Cuvanja proizvoda. Najznacajnija tehnoloska svojstva proteina za primenu u
prehrambenoj industriji su rastvorljivost, sposobnost zadrzavanja vode i ulja, stvaranja

pene i emulgujuca svojstva.

2.1.2.1. Rastvorljivost

Rastvorljivost predstavlja najznacajniju osobinu proteina kada su u pitanju tehnoloska
svojstva. Da bi proteini mogli biti koris¢eni u formulaciji napitka potrebno je da budu
rastvorljivi u vodi. Rastvorljivost proteina predstavlja balans izmedu hidrofobnosti tj.
teznje molekula ka medjusobnoj interakciji i stvaranja protein-protein veza koje
smanjuju rastvorljivost proteina i hidrofilnosti odnosno sposobnosti proteina da grade
protein-voda veze, $to povecava rastvorljivost proteina. Ove karakteristike proteina su u
direktnoj vezi sa primarnom strukturom proteina (Walstra, 2003). Na rastvorljivost
proteina veliki uticaj imaju i spoljasnji faktori kao §to su pH, temperatura kao i
prisustvo 1 koncentracija razliitth agenasa u sistemu. lako mnogi fakori uticu na
rastvorljivost uoceno je da wveliki proteini uglavhom pokazuju znatno slabiju
rastvorljivost od manjih proteina. Enzimska hidroliza proteina znatno redukuje
molekulsku masu proteina, ali i oslobada jonizujuce grupe Sto doprinosi poveéanju
rastvorljivosti (Wouters i sar., 2016).

2.1.2.2. Kapacitet vezivanja vode i ulja

Kapacitet vezivanja vode ima veliki uticaj na teksturu proizvoda. Najprihvaceniji
proteini od strane konzumenata su proteini mesa. Ovi proteini imaju veliki kapacitet
vezivanja vode 1 masnoce §to znacajno doprinosi organoleptickim svojstvima proizvoda
koji sadrze proteine mesa. S tim u vezi, proteini koji pokazuju dobar kapacitet vezivanja
vode i ulja, blizak kapacitetu koji ispoljavaju proteini mesa, mogu biti kori§¢eni kao
alternativa mesnim proteinima u hrani (Cassiani i sar., 2013). Enzimska hidroliza se

primarno ne vrsi da bi se ovo svojstvo proteina povecalo, ali svakako da moze zna¢ajno
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da doprinese kapacitetu vezivanja vode i ulja (Wouters i sar., 2016 ). Molekuli razlicitih
duzina i strukture razli¢ito reaguju sa vodom i mastima. Veliki molekuli poput dugackih
proteina imaju sposobnost zadrzavanja vode i ulja na dva nacina. Prvi je hemijskim
vezivanjem, a drugi fizickim ,.hvatanjem* molekula izmedu proteina. Kratki peptidni

lanci nemaju sposobnost fizickog ,,hvatanja“ molekula vode i ulja (slika 2).

e S e Enzimska hidroliza - @ S

Enzimska hidroliza

L i
©
<> Nativni nehidrolizovani protein (+)X=) Elektrostaticko naelektrisanje
— Vecinski hidrofoban peptid (&) Voda vezana molekulskim interakcijama

- Vedinski hidrofilan peptid B, Fizicki zarobljeni molekuli vode

Ulje vezano molekulskim interakcijama

Fizicki zarobljeni molekuli ulja

Slika 2. Dva nacina zadrzavanja vode i ulja od strane proteina surutke (Wouters i sar.,
2016)

2.1.2.3. Sposobnost stvaranja pene i emulgovanja

Pena predstavlja disperziju gasa (uglavhom vazduha) u kontinualnu fazu (uglavnom
razli¢ite tecne faze, rede Cvrste kao Sto je slucaj kod hleba i razli€itih peciva i1 kolaca).
Stvaranje pene i njena postojanost igra bitnu ulogu i vaznu strukturnu i teksturnu formu
kod mnogih proizvoda (kolaci, torte, kremovi, kafa...). Za stvaranje pene neophodno je
uneti veliku koli€inu energije u sisitem, ali 1 pored toga pena kao forma je nestabilna.
Nestabilnost pene potice od toga Sto su interakcije izmedu molekula vode znatno jace

nego interakcije izmedu vode i vazduha, zbog ¢ega dolazi do spajanja manjih molekula
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u vece i do smanjenja te¢nog sloja izmedu mehurova tj. do nestanka stvorene pene.
Stabilnost pene je kljuCan parameter kod spravljana mnogih proizvoda pekarske

industrije, ali i razlicitih kremova u konditorskoj industriji.

Nativni protein Hidrolizovan protein

2 Yo /\\- Hidrolizom dolazi do

c v
9’E Nerastvoran @ x—> : smanjenja prosecne
© ——— 2 ¥
o g P — molekplsk‘e mase, s_to
T o dovodi do'povecanja
gg Rastvoran @ vy ~— brzine d.ifuzije pep_tida

& do granicne povrsine

e

o

Brzina difuzijev: 0= vo< vy < v

= Ay ,\\_, A, Hidrolizqm_dole}zi do .
©°%  Nerastvoran @ —x—> _— oslobadjanja hidrofobnih
© é G A regiona koji‘imaju vecu
=l -~ —_— mogucnost interakcije

(e} . ¥ V.
5. A sa granicnom povrsinom
@°S  Rastvoran @ — — Ay ‘3 9 P
TE R
< fe f——

o

Afinitet vezivanja:na graniénuipovréinu A:0=Ap<A; <A< A3<A,

Hidrolizom dolazi do
smanjenja duzine
peptidnih lanaca Sto
dovodi do smanjenja
medjusobnih interakcija
peptida u peptidnom
filmui do smanjenja
stabilnosti peptidnog
<] filma na granicnoj

, povrsini
Preterana hidroliza:moze:da oslabiiproteinski film

Slika 3. Shematski prikaz interakcija nativnog i kidrolizovanog proteina na grani¢noj
povrsini u slucaju pene ili emulzije (Wouters i sar., 2016)

Za proizvodnju kremova pored stvaranja pene, bitno svojstvo proteina je sposobnost
emulgovanja. Emulzija predstavlja dve faze koje se ne mesaju, uglavnom su to voda i
ulje. Kao i kod pene, emulzija je termodinamic¢ki nestabilna. Uljana faza u emulziji kao
1 gasovita faza kod pene, teZi da se izdvoji na povrSinu vodene faze. Proteini rastvoreni
u kontinualnoj fazi imaju sposobnost da se u vecoj ili manjoj meri ponaSaju kao
surfaktanti 1 smanje povrSinski naboj Sto doprinosi stabilnosti pene i emulzije. Enzimska
hidroliza moze znacajno da utice na Sposobnost proteina da stabilizuju penu i emulziju,
ali je vazno naglasiti da visok stepen hidrolize ne vodi nuzno boljim emulguju¢im
svojstvima. Ovo se objasnjava pojavom da veoma mali peptidi nemaju kapacitet da
formiraju stabilan peptidni film na grani¢noj povrsini izmedu vode i vazduha, odnosno
vode i ulja (Wouters i sar., 2016). Prednost peptida u odnosu na velike molekule
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proteine u stabilizaciji pene i emulzije je u tome Sto peptidi brze difunduju kroz
medijum i dospevaju na granicu faza koju oblazu tankim slojem, hidrofobni delovi
proteina su nakon hidrolize oslobodeni, disulfidni mostovi su raskinuti 1 te grupe su
slobodne da intereaguju i stabilizuju povrsinu faze (Wouters i sar., 2016). Hidrofobnost
I predhodna hidroliza predstavljaju vazne parametre pri izboru peptida koji imaju
snazan potencijal stabilizovanja pene pre svega zbog brze adsorpbije na povrsini faza i
stvaranja tanjeg sloja peptida, kao i zbog formacije hidrofobne protein-protein
interakcije. Dejstvo proteina i peptida na stabilnost pene i emulzije prikazano je na slici
3.

2.2. Primena proteina surutke

Primena proteina surutke usled njihove dokazane bioaktivnosti ogleda se u dodatku ovih

proteina i peptida u razliCite proizvoda sa ciljem kreiranja funkcionalnog proizvoda.

2.2.1. Definicija i klasifikacija funkcionalne hrane

Funkcionalna hrana je kategorija proizvoda nastala u poslednjih dvadesetak godina.
Pojam funkcionalna hrana se prvi put pojavio u Japanu 1991. godine kada je bio
koriS¢en za opisivanje prehrambenih proizvoda obogacenih nutrijentima sa pozitivnim
fizioloskim delovanjem (Hardy, 2000). U vecini zemalja ne postoje zakonom regulisane
definicije pojma ,funkcionalna hrana“, tako da postavljanje granice izmedu
konvencionalne 1 funkcionalne hrane predstavlja nereSeno pitanje za nutricioniste i
prehrambene tehnologe (Kwak i Jukes, 2001). Funkcionalnu hranu mozemo definisati
kao hranu sa uravnotezenim odnosom hranljivih materija, koja utiCe pozitivno na

ljudsko zdravlje (Hardy, 2000).

Funkcionalna hrana je hrana koja u svom sastavu ima bioloski aktivne komponente i
koja u skladu sa nau¢nim potvrdama, ukoliko se konzumira u uobicajenoj kolicini,

pozitivno uti¢e na odredene funkcije u organizmu (Ashwell, 2002)

Jedna od definicija koja na jednostavan nacin objasnjava pojam funkcionalne hrane je ta
da se hrana moze nazvati ,,funkcionalna“ ako pored svoje osnovne nutritivne vrednosti,

na pozitivan i zadovoljavaju¢ nacin utic¢e na jednu ili vise ciljanih funkcija u organizmu,
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smanjujuéi rizike za nastanak i razvoj pojedinih bolesti. Funkcionalna hrana, dakle
moze poboljSati opste stanje organizma, smanjiti rizik od oboljvanja, pa ¢ak moze biti i

korisna tokom leCenja nekih bolesnih stanja (Menrad, 2003).

Evropska komisija za koordinaciju aktivnosti vezanih FUFOSE (engl. Functional Food
Science in Europe - Nauka o Funkcionalnoj Hrani) koordinisana od strane ILSI Europe
(engl. International Life Science Institute - Evropski Medunarodni Institut Prirodnih
Nauka) je sa druge strane dala jedinstvene odrednice prema kojima funkcionalna hrana:

+ treba da bude konvencionalna i svakodnevna hrana,

* moze da se konzumira kao deo uobicajene prehrane,

* je prirodnog sastava (suprotno od sintetskog) sa komponentama koje se mogu
prirodno na¢i u toj hrani ili su dodate u vecoj koli¢ini od koncentracije
specifi¢ne za tu hranu,

* 1ima pozitivan uticaj na fizioloSke funkcije,

* moze poboljsati opste zdravstveno stanje ili smanyjiti rizik od bolesti,

* 1ima potvrdene i utemeljene zdravstvene tvrdnje (Diploc i sar., 1999; Roberfroid,
2000).

Funkcionalna hrana ne mora nuzno biti funkcionalna za celu populaciju. Spajanje
individualnih biohemijskih potreba s odredenim komponentama hrane moze uticati na
napredak u razumevanju interakcija izmedu gena i1 hrane. Medutim, jako je bitno
napraviti razliku izmedu hrane i leka. Ako se u proizvodu prepoznaju indikacije za
leenje ili prevenciju odredenih bolesti, onda je taj proizvod lek i izvesna doza
toksi¢nosti je tolerantna, ali ako se u proizvodu ne prepoznaju indikacije za lecenje ili
prevenciju odredenih bolesti, onda je to hrana i u tome sluaju pri normalnim

koli¢inama unosa ne sme izazivati nikakve toksi¢ne efekte (Balenovi¢ 1 Baci¢, 2002).

Osnovna podela funkcionalne hrane je u pet grupa prema nacinu nastanka (Spence,
2006):
1. Nemodifikovana i nepreradena hrana (engl. whole food) je najjednostavniji oblik
funkcionalne hrane, hrana u svom prirodnom obliku.
2. Pojacana hrana (engl. fortified food) je nastala povecanjem koli¢ine nutrijenata

koji se prirodno nalaze u njoj
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3. Obogacena hrana (engl. enriched food) je nastala dodatkom novih nutrijenata
koji prirodno u njoj nisu prisutni

4. lzmenjena hrana (engl. altered food) je nastala zamenom postojecih
nutinutrijenata novim koji imaju povoljan u¢inak na zdravlje ljudi

5. Poboljsana hrana (engl. enhanced commodities) je hrana kod koje su jedan ili
viSe nutrijenata prirodno obogaceni putem specijalnih uslova gajenja ili

genetskim manipulacijama.

Postoje i mnoge kompleksnije podele funkcionalne hrane i to na osnovu (Juvan i sar.,
2005):
1. Grupe namirnica kojoj pripada (mleko, meso, jaja, Zitarice, ulja 1 masti,
konditorski, pekarski proizvodi itd.)
2. Fizi¢ko-hemijskih i organoleptickih osobina (¢vrsta hrana, napitak, krem, sos)
3. Procesu proizvodnje (fermentacija, enkapsulacija, zamrzavanje)
4. Vrste bioaktivne komponente (npr. minerali, antioksidansi, lipidi, probiotici,
prebiotici)
5. Bolesti koju sprecava ili ublazava (dijabetes, osteoporoza, rak debelog creva)

6. Fizioloskog efekta (imunologija, anti-tumor efekat, varenje)

U ovom radu je velika paZnja posvecena funkcionalnim fermentisanim proizvodima na
bazi mleka i surutke. Fermentisani mlecni proizvodi se tradicionalno smatraju zdravim i
u tom kontekstu pruzaju Siroke moguc¢nosti za nadogradnju 1 unapredenje po pitanju
funkcionalnosti. To su proizvodi koji u sebi pored tradicionalnih bakterija mle¢ne
kiseline (BMK) sadrze dodatne probiotske sojeve, sa dokazanim terapeutskim efektom,
i predstavljaju najsvetliji primer unapredenja tradicionalnih mle¢nih proizvoda u
funkcionalne mleéne proizvode (Juvan i sar., 2005). U tabeli 3 su prikazane
funkcionalne karakteristike i zdravstveni efekti komponenata koje se formiraju tokom

fermentacije mleka.
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Tabela 3. Funkcionalne karakteristike i zdravstveni efekti komponenata koje se
formiraju tokom fermentacije mleka (Beermann i Hartung, 2013)

Komponenta

Funkcija u organizmu

Kiseline:
mle¢na, acetatna, propionska
i limunska

Slobodne masne kiseline

Produkti acidifikacije, konzervisu¢i uticaj,
poboljsanje arome, antimikrobno i
antikancerogeno dejstvo, uticaj na imuni sistem.

Uticaj na teksturu i stabilizaciju teksture,
smanjenje holesterola u krvi.

Bakteriocini:
nizin, lakticin, pediocin, acidofilin

Antimikrobna svojstva

Sfingolipidi:
sfingomijelin, glukozilceramid,
laktozilceramid

Antikancerogena svojstva, zastita protiv
bakterijskih infekcija u stomaku.

Bioaktivni peptidi:
Peptidi iz kazeina:

> as kazeinski peptidi

» B- kazeinski peptidi
» «-kazeinski petidi
» kazeinski fosfopetidi

Petidi iz proteina surutke:

» a-laktoalbuminski peptidi
» B-laktoglobulinski petidi

Peptid laktoferina

Antihipertenzivna

Antimikrobna svojstva
Antioksidativna svojstva
Imunostimulaciona svojstva,

Opioidni agonisti/antagonisti
Mineralno vezujuca uloga.

Mleko je kompleksna meSavina specificnih bioaktivnih proteina, masti 1 Secera koja

sadrzi veliki broj bioloski aktivnih supstanci medu kojima su imunoglobulini, enzimi,

antimikrobni peptidi, oligosaharidi, hormoni... (Pouliot i Gauthier, 2006). Proteini

mleka ispoljavaju svoju bioloSku aktivnost direktno kao i putem svojih produkata

razgradnje, a utiCu na imunitet, u velikoj meri na kardiovaskularni i nervni sistem

coveka (Korhonen i Pihlanto, 2006).

Funkcionalni mle¢ni proizvodi se, prema obliku u kom se nalaze, mogu podeliti na:

1. Funkcionalni mle¢ni proizvodi u ¢vrstom stanju

2. Funkcionalni mle¢ni napici
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Funkcionalni mle¢ni napici se zatim prema sastavu osnovne sirovine mogu podeliti na:
1. Funkcionalni napici na bazi mleka

2. Funkcionalni napici na bazi surutke

Funkcionalni napici na bazi surutke se prema nacinu proizvodnje mogu podeliti na:
1. Funkcionalni nefermentisani napici na bazi surutke

2. Funkcionalni fermentisani napici na bazi surutke

Funkcionalni fermentisani napitak na bazi surutke se takode mogu svrstati u dve

kategorije po tipu mikroorganizama koji su prisutni u napitku

1. Neprobiotski napici na bazi surutke predstavljaju napitke koji se dobijaju
fermentacijom surutke pomocu bakterija mlec¢ne kiseline koje ne spadaju u
probiotike. Najées¢e primenjivani mikroorganizmi u proizvodnji ove vrste napitaka
su razne jogurtne kulture koje se tradicionalno koriste u proizvodnji jogurta. Sa
druge strane pri proizvodnji ovih napitaka veoma Cesto se Koriste sojevi Koji
proizvode neku fizioloski aktivnu komponentu koja zapravo doprinosi
funkcionalnosti napitka.

2. Probiotski napici na bazi surutke predstavljaju napitke kod kojih je prisutan jedan ili

vise sojeva sa dokazanim probiotskim karakterom (Barth, 2001).

Probiotici

Tokom ¢itavog niza godina re¢ probiotik je tumacena na mnogo razlic¢itih nacina. Ruski
mikrobiolog 1 nobelovac Mec¢nikov (Metchnikoff) je prvi istakao vezu izmedu primene
fermentisanih mle¢nih proizvoda i poboljSanja zdravlja ljudi 1907. godine
(Metchnikoff, 2004). Prema trenutno usvojenoj definiciji FAO/WHO probiotici su Zivi
mikroorganizmi koji konzumirani u odgovaraju¢em broju ostvaruju pozitivan uticaj na
zdravlje domacina. Odnosno, probiotici su mikroorganizmi netoksi¢ne i nepatogene
prirode koji prolaskom kroz digestivni trakt ispoljavaju pozitivan uticaj na zdravlje

domacina.

Postoji veliki broj studija koje su pokazale blagotvorno delovanje probiotskih napitaka
na nivo holesterola u krvi, zapaljensku bolest creva, alergije, gastricne infekcije
Helicobacter pylori, smanjenje pojave vaginalnih i urinarnih infekcija primenom na

sluznicu, antikancerogeno i antimutageno delovanje, posredni uticaj na motilitet creva
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(Vasiljevi¢ 1 Shah, 2008). Mikroorganizmi prisutni u crevima proizvode vitamin K,
fermentiSu nedigestabilnu hranu, proizvode kratkolan¢ane masne kiseline i neophodne
su za maturaciju imuniteta. Ispitivan je i antimutageni i antikancerogeni efekat
probiotika, iako nije utvrden mehanizam dejstva, postoje posredni dokazi o pozitivhom
delovanje fermentisanih proizvoda kod pacijenata sa kolorektalnim kancerom (Rafter,
2002). Poslednjih godina su uo¢ena nova delovanja probiotika, kao $to je smanjenje
nivoa holesterola u krvi i antihipertenzivno delovanje fermentisanih proizvoda sa
probioticima. Najveéi broj savremenih istrazivanja blagotvornog delovanja probiotika
vezan je za njihovo modulatorno delovanje na imunski sistem domacina. Jo§ od
postavljanja higijenske hipoteze, koja ukazuje na neophodnost kontakta sa antigenima
bakterija 1 parazita, raste interesovanje za ulogu 1 znafaj ogromne koli¢ine
mikroorganizama koje nosimo u sebi (Bengmark, 2008). Povoljno delovanje probiotika
na imunitet se objasnjava razvojem tolerancije domacdina na prisustvo antigena
probiotika. Probiotici se najvise ispituju za primenu u tretmanu inflamatorne bolesti

creva (Kronova bolest i ulcerozni kolitis) (Shah, 2004).

Prebiotici su nesvarljivi sastojci hrane koji pozitivno uticu na domacina selektivno
stimuliSudi rast i/ili aktivnost jedne ili ograni¢enog broja bakterija prisutnih u crevima.
U hrani se moraju nalaziti u odgovaraju¢oj koncentraciji koja ¢e omoguciti ispoljavanje
njihovog pozitivnog efekta u vecoj meri od efekata uobicajenih nutritivnih sastojaka
(Shah, 2004).

2.2.2. Prehrambeni proizvodi sa bioaktivnim proteinima

Moderan nacin Zivota, koji ukljucuje puno stresa, malo slobodnog vremena i jo§ manje
vremena za pripremu obroka, uz konzumaciju brze hrane koja obiluje ugljenim
hidratima 1 mastima, kao 1 raznim konzervansima 1 stabilizatorima zahteva znacajne

korekcije u nacinu ishrane 1 kavaliltetu namirnica koje konzumiramo.

Istrazivanje na globalnom nivo pokazuje da je 27 najces¢ih tipova kancera uzrok
miliona smrti godiSnje (Ferlay 1 sar., 2015). Takode, poviSen krvni pritisak je
najznacajni faktor rizika za razli¢ita sr€ana oboljenja koja su po smrtnosti odmah iza
kancera na globalnom nivou (Udenigwe i Mohan, 2014). Mnoge studije ukazuju na to

da slobodni radikali koji poticu iz hrane imaju veliki uticaj na razvoj ovih bolesti 1 loSeg
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stanja organizma. S druge strane, prisustvo antioksidanasa u ishrani znatno redukuje
negativan uc¢inak slobodnih radikala na organizam (Hernandez-Ledesma i sar., 2011,
Woijcik i sar., 2010).

Globalno trziste funkcionalne hrane rapidno se Siri poslednjih decenija, a razlog za to je
povecano interesovanje potroSaca za proizvode koji mogu unaprediti njihovo zdravlje i
poboljsati kvalitet zivota. Na teritoriji Zapadne Evrope i Severne Amerike fermentisani
mlecni napici poput jogurta, ¢ine najprodavanije zdrave napitke i obuhvataju priblizno
43% svih funkcionalnih napitaka na trzistu (Ozer i Kirmaci, 2010). Fermentisani napici
su nasli svoju Siroku primenu prevaskodno zbog tradicije dugog konzumiranja ove vrste
napitaka kod velikog procenta populacije, ali 1 vrlo jednostavnog i jeftinog nacina

dobijanja istih.

Fermentisani proizvodi na bazi mleka pored probiotske kulture koju sadze, a koja na
organizam deluje povoljno preko vise faktora, u svom sastavu imaju proteini i peptidi iz
mleka ¢iji je pozitivan ucinak na organizam ¢oveka prethodno naveden. Zanimljivo je
da bioaktivni peptidi predstavljaju mnogo adekvatniji, bioraspoloziviji izvor esencijanih
aminokiselina u poredenju sa nativnim proteinima, pa ¢ak i slobodnim aminokiselinama
(Beermann i Hartung, 2013). Sadrzaj bioaktivnih komponenti u fermentisanom napitku
zavisi prevashodno od kvaliteta i vrste korisé¢ene sirovine, ali u velikoj meri i od
tehnoloskog postupka obrade same sirovine. Takode, bioaktivne komponente mogu biti
1 naknadno dodate u ove proizvode pri cemu prednost imaju upravo proteini i peptidi
mleka i surutke, jer je to njihovo prirodno okruzenje pa se znatno smanjuje mogucnost

njihovih nepovoljnih interakcija sa komponentama u sistemu i eventualnog smanjenja ili

gubitka aktivnosti.

2.2.2.1. Produkcija bioaktivnih peptida tokom procesa proizvodnje napitka

Proteni sadrzani u mlecnim i napicima na bazi surutke, tokom procesa obrade i pripreme
proizvoda trpe razli¢ite modifikacije. Te modifikacije zavise od tehnologije obrade 1
uslova tokom obrade pa i Cuvanja proizvoda. Hidroliza proteina je Cest pratilac pri
proizvodnji fermentisanih proizvoda. Cesto je i veoma pozeljna, jer doprinosi boljoj
svarljivosti, smanjenju mogucnosti alergijske reakcije (Cest alergen proteina surutke je

B-LG), povecanju bioaktivnosti 1 funkcionalnih karakteristika napitka 1 sl

28



Istrazivanjima je ustanovljeno da hidrolizati koji nastaju, dejstvom proteolitickih enzima
bakterija mlijeCne kiseline pokazuju antioksidativnu aktivnost i imaju Sposobnost da
sprece enzimsko 1 neenzimsko stvaranje lipidnih peroksida (Beermann i Hartung 2013).

Presudan uticaj na stepen i tok hidroliza ima izbor starter kulture.

Za svoj normalan razvoj BMK zahtjevaju slobodne aminokiseline kojih nema dovoljno
u mleku. Stoga one produkuju proteaze zaduzene za razgradnju mle¢nih proteina ¢iji
krajnji produkti razgradnje, aminokiseline i peptidi, ostaju u fermentisanom proizvodu
kao znacajni nosioci bioaktivnosti. Pri izboru starter kulture mora se voditi ratuna o
tome da ta kultura poseduje preteoliticku aktivnost dovoljnu za produkciju peptida
zeljenih aktivnosti, ali da njena proteoliticka aktivnost ne nerusi konzistenciju 1 druge
karakteristike proizvoda tokom perioda sprvljanja i ¢uvanja. Kljucan faktor je naci
adekvatnu proteoliticku kulturu i uslove fermentacije za odredenu sirovinu. Mnoge

studije su se bavile upravo ovom problematikom.

Terzi¢-Vidojevi¢ 1 sar., (2013) utvrdili su da od svih bakterijskih vrsta koje su
detektovane u kajmaku sa podru¢ja Tesli¢ u Bosni i Hercegovini (Lactococcus lactis,
Lactococcus raffinolactis, Lactococcus garviae, Lactobacillus casei, Lactobacillus
plantarum, Lactobacillus helveticus, Enterococcus faecium, Enterococcus durans,
Enterococcus faecalis, Enterococcus italicus, Leuconostoc mesenteroides, Leuconostoc
seudomesenteroides, Leuconostoc lactis, Streptococcus thermophiles and Streptococcus
mitis) cak 45 % laktobacila i 54 % laktokoka poseduje proteoliticku aktivnost. Vrlo
dobri rezultati su dobijeni tokom primene celijskih kultura L. helveticus, L. paracasei,
L. fermentum, L. gasseri, L. parabuchneri, L. casei, L. panis, Pichia kudriavzevii i S.
cerevisiae za hidrolizu proteina surutke u cilju dobijanja funkcionalnog napitka (Conti i
sar.,, 2012). Sojevi:  Lactobacillus  delbrueckii subsp. bulgaricus CRL 454,
Lactobacillus acidophilus CRL 636 i S. thermophiles CRL pojedina¢no i u kombinaciji
pokazuju dobre proteolitiCke sposobnosti i predstavljaju dobar izbor u proizvodnji
funkcionalnog napitka na bazi surutke (Pescuma i sar., 2008). Najbolje rezultate dala je
kombinacija kultura Streptococcu thermophiles CRL 804 i Lactobacillus delbrueckii
subsp. bulgaricus CRL 454. Dobru proteoliti¢ku aktivnost pokazala je i komercialna
jogurtna kultura ABY 6 sastavljene od 4 kulture: Streptococcus salivarius ssp.
thermophilus (80%), Lactobacillus acidophilus (13%), Bifdobacterium bifdum (6%),
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Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus (1%) kao i1 kombinacija ABY 6 i
Lactobacillus rhamnosus ATCC 7469 pri fermentaciji sirovine koja sadrzi 70% surutke i
30% mleka (Kruni¢ i sar., 2017b). Dobru proteoliticku aktivnost pokazuje i bakterijska
kultura Streptococcus thermophilus u uslovima proizvodnje fermentisanog proizvoda i
dobio vrlo dobre rezultate bioaktivnosti nastalih peptida u vidu antioksidativne
aktivnosti i ACE inhibitorne aktivnosti (Miclo i sar., 2012). Agyei i sar. (2012) su dobili
veoma dobre rezultate pri odredivanju optimalnih uslova fermentacije mleka sojem L.
delbrueckii subsp. lactis koji proizvodi znacajne koli¢ine proteaze ¢elijskog zida (engl.
Cell Envelope Proteinase-CEP) sposobne da hidrolizuju proteine do peptida koji sadrze
4 do 30 aminokiselina. Elfahry (2012) je ispitivao 10 bakterijskih kultura: Lactobacillus
helveticus 474, Lactobacillus helveticus 1188, Lactobacillus helveticus 1315,
Lactobacillus helveticus 953, Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus 734,
Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus 756, Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus
857, Lactobacillus delbrueckii ssp. lactis 1210, Lactobacillus delbrueckii ssp. lactis
1307, Lactobacillus delbrueckii ssp. lactis 1372 sa ciljem utvrdivanja ¢elijske vrste sa
najizrazenijom proteolitickom aktivnoSéu pri fermentaciji mleka, uz oslobadanje
bioaktivnih peptida koji poseduju ACE inhibitornu aktivnost. Tri celijske kulture:
Lactobacillus helveticus 474,Lactobacillus helveticus 1188, Lactobacillus helveticus
1315 su pokazale izuzetno dobru proteoliticku aktivnost pri ¢mu su u uzorku
detektovane znacajne koli¢ine peptida trazene bioaktivnosti. Utvrdeno je prisustvo ACE
inhibitornih peptida u uzorcima dobijenim tokom fermentacije mleka pomocu

Lactococcus lactis (Rodriguez-Figuerou i sar., 2010).

2.2.2.2. Dodatak bioaktivnih peptida surutke u proizvode sa ciljem poboljSanja
karakteristika proizvoda

Pozitivan ucinak proteina surutke i peptida dobijenih hidrolizom opisan je u Odeljku
2.1. U novije vreme mnoga istraZivanja su usmerena upravo na moguc¢nost koris¢enja
ovih aktivnih molekula u ishrani. Proteini surutke su u drugoj polovini proslog veka
nasli veliku primenu u ishrani bodibildera i drugih profesionalnih sportista, koja je
zasnovana na sposobnosti proteina i peptida surutke da se nakon digestije preko tankog
creva, krvi i limfe prenesu direkto do miSi¢a u cijoj izgradnji ucestvuju. Za ovu

sposobnost proteina surutke zasluzan je animokiselinski niz BCAA koji se ne
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razgraduje u jetri ve¢ se kao takav ugraduje u misiéne proteini. Na ovaj nacin mis$ici
znatno brze dobijaju na masi pri uCestalom vezbanju, nego $to je to slucaj pri ishrani
bilo kojim drugim izvorom proteinima. Ovaj nacin kori§¢enja proteina surutke u vidu
osu$enih koncentrovanih ¢esto i hidrolizovanih proteina koji sSu namenjeni sportistima je
I danas najpopularniji i najrasprostranjeniji. Slede¢i najispitivaniji Vvid koriSéenja
proteina surutke bio je uticaj na sitost (Shi i sar., 2012a; Shi i sar., 2012b), ali i ovaj

nacin koriS¢enja proteina surutke je joS u povoju.

Proteini surutke mogu se koristiti kao dodatak kasava brasnu. To brasno je kori§¢eno za
proizvodnju dve vrste peciva: mafina i biskvita. Rezultati ukazuju da su proteini surutke
idealna zamena za proteine jaja i da se mogu Koristiti za proizvodnju mafina i biskvita
koji ne sadrze jaja. Takode, dodatkom proteina surutke znacajno se obogacéuje
proteinski sastav proizvoda dobijenih od brasna kasave (Jisha i Padmaja, 2011).
Dodatak proteina surutke u pekarske proizvode od psSenice kao i u proizvode od pSenice
1 rize zna¢ajno poboljSava njihov nutritivni sadrzaj, a ne utiCe negativno na druga

svojstva proizvoda (Wrokowska i sar., 2015).

Proteini surutke zbog svojih tehnoloskih svojstava, prevashodno visokog stepena
zadrzavanja vode 1 ulja, dobrog emulgujuc¢eg svojstva 1 reoloSkih karakteristika
prestavljaju dobru osnovnu komponentu za formulaciju razli¢itih dresinga. Ovakvi
dresinzi su dobro prihvaceni i od strane konzumenata (Palatnik i sar., 2015). Doadatk
hidrolizata proteina surutke neSto je komplikovaniji u odnosu na dodatak
nehidrolizovanih proteina usled velike razlike u tehnoloskim 1 drugim fizickohemijskim
svojstvima hidrolizata. Koliko ¢e se tehnoloska svostva hidrolizata i nehidrolizovanog
uzorka medusobno razlikovati zavisi najviSe od vrste primenjenog enzima, uslova i
stepena hidrolize. Zbog gorkog ukusa koji poseduje veliki broj bioaktivnih peptida
dobijenih iz surutke, njihova primena bez bitnih promena u ukusu proizvoda moguca je
uglavhom kada su u pitanju proizvodi koji kao osnovni ukus nose ukus jogurta,
cokolade i kafe. Ova tri ukusa umnogome maskiraju gor¢inu bioaktivnih peptida, bez
narusavanja njihove strukture 1 aktivnosti. Mnoga istraZzivanja pokazuju dobre rezultate 1
sa ukusom jagode (Castro i sar., 2013; Mann i sar., 2015), ali i sa funkcionalnim
napicima na bazi surutke sa izrazenom antioksidativnom aktivnos$¢u sa ukusom limuna

(Athira i sar., 2015). Cesti proizvodi u koje je moguce bez veéih poteskoéa inkorporisati
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proteine i peptide surutke su razliCite vrste sladoleda. Naj¢es¢i doprinos ovim
proizvodima je u vidu antioksidanasa (Kumari i sar., 2013; Mann i sar., 2015), ali je
moguce i podstaknuti rast probiotskih kultura (Akalin i sar., 2007; Christopher i sar.,
2009; McComas i Gilliland, 2003). Jogurt obogacen razli¢itim hidrolizatima surutke
poseduje ACE inhibitornu aktivnost, dok tehnnoloska i organolepticka svojstva jogurta
nisu bitno promenjena. Parametri ovakvog jogurta su u uobi¢ajnom opsegu: pH je u
opsegu 3,47 — 3,77, a titracijska kiselost 0,81 — 0,84 %. Ovi rezultati ukazuju na
mogucénost dobijanja funkcionalnog napitka koji poseduje antihipertenzivni efekat, bez
narusavanja organaloptic¢kih svojstava proizvoda na koji su kupci navikli (Lim i sar.,
2011). Znacajan doprinos kvalitetu proizvoda postignut je i pri dodatku hidrolizata
proteina surutke u indijski zasladeni jogurt. ACE inhibitorna aktivnost je najizraZenija
pri dodatku 3 % (m/v) peptida u odnosu na mleko (Chaterjee i sar., 2016). Dodatkom
proteina u jogurt moguce je ne samo unaprediti nutritivne karakteristike proizvoda nego

i poboljsati i dosti¢i zeljenu teksturu proizvoda (Matumoto-Pintro i sar., 2010).

2.2.2.3. Proteini surutke kao nosaci u prehrambenim proizvodima

2.2.2.3.1. Imobilizacija

Imobilizacija ¢elija predstavlja njihovo vezivanje za neki nosa¢ ili zatvaranje u
odredenom ograni¢enom prostoru u cilju njihove zastite, duzeg ili ponovnog kori§¢enja,
kontinualnog otpustanja i sl. Imobilizacija je nasla Siroku primenu na mnogim poljima u
farmaciji, medicini i industriji hrane. Sama klasifikacija postupaka imobilizacije je dosta

sloZena 1 u ovom radu nece biti detaljno analizirana.

Inkapsulacija je vid imobilizacije koji predstavlja mehanic¢ki proces obuhvatanja ¢elija
u odredeni matriks radi dobijanja Cestica pre¢nika od nekoliko nanometara, do nekoliko
milimetara (Chen i Chen, 2007). Inkapsulacija je naceS¢a metoda imobilizacije koja se
primenjuje u slucaju probiotskih kultura i koristi se u najve¢em broju slucajeva radi
zastite zive Celijske kulture od nepovoljnih spolasnjih uticaja (Champagne i
Kailasapathy, 2008; Kruni¢ 1 sar., 2014; Kruni¢ i sar., 2016; Kruni¢ 1 sar., 2017a;
Zuidam i Shimoni, 2009).
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Najces¢i vid inkapsulacije je inkapsulacija u porozni matriks poput alginata. Kod
probiotskih bakterija pri odabiru metode inkapsulacije potrebno je voditi racuna o broju
zivih cCelija koje preostanu nakon postupka inkapsulacije. Metoda inkapsulacije je
potrebno da bude takva da Sto vecéi broj celija prezivi inkapsulaciju. S tim u vezi

najéescée koris¢ene metode su date na slici 4.

sprej suSenje #
emulzija *
ekstruzija *
ko-ekstruzija *
sprej oblaganje #

0.01 0.1 1 10 100 1000 10000
preénik ¢estica (um)

Slika 4. Naj€esce koriS¢ene metode inkapsulacije probiotika i veli¢ine Cestica koje je
moguce posti¢i tom metodom (Burgain i sar., 2011)

Metode sprej suSenje, emulzija i ekstruzija podrazumevaju jednostavniji vid
inkapsulacije dok metode ko-ekstruzija i sprej oblaganje predstavljaju inkapsulaciju
kojom se dobija oblozena Cestica. Za oblaganje moze se koristiti isti matrik koji je

koris¢en kao nosac ili neki drugi materijal.

Ideja inkapsulacije probiotika nastala je prevashodno kao Zelja da se poveca broj Zivih
¢elija u mlecnim proizvodima kao §to su jogurt, sladoled, razli¢ite mle¢ne poslastice ili
fermentisani proizvodi u kojima su studije pokazale malu vijabilnost probiotika Mala
vijabilnost je poseldica nepovoljnih uslova sredine kao S§to su niska pH, prisustvo
mlecne kiseline, vodonik peroksida, visok procenat kiseonika i sl. (De Vos i sar., 2010).
Kod probiotskih namirnica pored broja Zivih celija u proizvodu U momentu
konzumacije veoma bitan faktor predstavlja broj zivih ¢elija koje produ kroz nepovoljnu
sredinu koja vlada u Zelucu 1 dospeju u intenstinalni trakt gde ispoljavaju svoj pozitivan
uticaj na zdravlje Coveka. Inkapsulacija se pokazala kao dobro reSenje za oba navedena
problema. Porozan matriks obezbeduje dobru zastitu i bolju vijabilnost kako u samom
proizvodu tokom pripreme 1 cuvanja, tako 1 u gastrointestinalnim uslovima
(Krasaekoopt i sar., 2003; Kruni¢ i sar., 2014; Kruni¢ i sar., 2016; Kruni¢ i sar., 2017a;
Picot i Lacroix, 2004).
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2.2.2.3.2. NajceS¢e korisceni nosaci za inkapsulaciju probiotskih kultura

Karakteristike imobilisanog sistema u velikoj meri zavise od nosaca koji se koristi za
imobilizaciju. Odabir pogodnog nosata zavisi od njegovih fizickohemijskih
karakteristika, a posebno toksi¢nosti i stabilnosti, uslova pod kojima se izvodi

imobilizacija, osetljivosti ¢elija i njihove moguénosti da se stabilno vezu za nosac.

Nosaci koji se koriste u prehrambenoj industriji potrebno je da zadovoljavaju kriterijum
biokompatabilnosti i netoksi¢nosti. Takode, potrebno je da Cestice dobijene pomocu tih
nosaca zadovolje sloZzene parametre i zahteve koji su prethodno navedeni, pa je broj
nosaca u sluéaju probiotskih kultura znatno redukovan. Najc¢esce koris¢eni nosaci su:
alginat, zelatin, hitozan, razli¢ite vrste guma, a u novije vreme sve se vise ispituje

mogucnost kori§¢enja proteina mleka i surutke.

2.2.2.3.2.1. Alginat

Alginat je prirodni polisaharid dobijen iz razli¢itih vrsta algi i sadrzi 3-D-manuronsku
(M) i o-L-guluronsku (G) Kiselinu povezane u linearan molekul 1,4-glikozidnim
vezama. Sam sastav alginata i njegova funkcionalana svojstva zavise od izvora iz kog je
ekstrahovan. Moze da sadrzi GMGM, GGGG i MMMM blokove. Geometrije oblasti u
kojima su G-blokovi i onih u kojima su M-blokovi, bitno se razlikuju usled specificnog

oblika monomera i njihovog nacina vezivanja u polimer. Tako su G-blokovi uvrnuti, a

o rotd 5 ot
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M-blokovi imaju oblik istegnute trake (slika 5).

TM %mﬁe M—G—MJfe-G-G-G]

M- blokovi M-G- blokovi G-blokovi

Slika 5. Izgled M, MG i G blokova kod molekula alginata
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Alginatni hidrogelovi predstavljaju najzastupljeniji matriks koriS¢en za inkapsulaciju
zivih ¢elija pa i probiotske kulture pre svega zbog dostupnosti i relativno niske cene,
netoksi¢nosti, biokompatibilnosti i relativno jednostavnih metoda za inkapsulaciju usled
vrlo blagih uslova pod kojima alginat gelira (Krapskoopt i sar., 2003). U prehrambenoj
industriji ali i u nekim medicinskim aplikacijama, alginat je naSao znacajnu ulogu,
prevashodno jer pripada grupi takozvanih GRAS (engl. Generally Regarded As Safe)
komponenti. Ono S$to alginat izdvaja iz mnoStva prirodnih polimera je moguénost
njegovog geliranja pod vrlo blagim uslovima uz upotrebu netoksi¢nih reaktanata.
Naime, alginati pokazuju veliki afinitet prema katjonima, a kalcijumovi joni (Ca®") se
najées¢e primenjuju u tu svrhu. Cestice alginata sa Zivim ¢elijama mogu lako da se
formiraju kada se rastvor natrijum-alginata i Celija dovede u kontakt sa rastvorom
dvovalentnog sredstava za umreZavanje (npr. CaClz). Do umreZavanja dolazi usled
razmene jona natrijuma i kalcijuma ¢ime se obrazuje specificna struktura izmedu
glukuronskih grupa tzv. kutija za jaja (engl. egg-box). Po ovom modelu se dva ili vise
poliuronatnih lanaca medusobno vezuju stvaraju¢i Supljine za smeStanje dvovalentnih
katjona poput onih u kutiji za jaja, $to je prikazano na slici 6 (Wang i sar., 2010).
Medjutim, pored nabrojanih dobrih strana koriS¢enja alginata kao nosaca, potrebno je
imati na umu i negativne strane ovog matriksa. Alginat je osetljiv na prisustvo kiselina i
niske pH (Mortazavian i sar., 2008), §to ga ¢ini ne tako atraktivnim nosatem kada se
ima za cilj povecanje broja zivih ¢elija nakon prolaska kroz zeludac i dvanaestopala¢no
crevo. Pored toga, alginat je osetljiv i na prisustvo razli¢itih helatnih agenasa kao $to su
laktati i fosfati, ali i razli¢itih katjona kao $to su Mg?" i Na*. Alginatne Gestice su dosta
porozne 1 imaju malu mehani¢ku ¢vrstocu, Sto ih ¢ini ne bas dobrom zaStitom od

spoljnih uticaja (Gouin, 2004).
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Slika 6. Formiranje ,kutije za jaja“ izmedu molekula alhinata i jona Ca®* (Azeredo i
Waldron, 2016)

2.2.2.3.2.2. Hitozan

Hitozan je linearan polisaharid izgraden od glukozamina koji je nasao Siroku primenu u
inkapsilaciji razli¢itih materija, ali ne i zivih ¢Celija. Razlog zasto nije naSao Siru
primenu kod inkapsulacije Zivih ¢elija je njegovo blago inhibitorno dejstvo na rast
probiotskih bakterija (Groboillot i sar., 1993). Kako nepovoljno deluje na broj zivih
¢elija kori$¢enje ovog polimera kao matriksa naruSava osnovni zahtev kod inkapsulacije
probiotskih kultura, a to je Sto veca vijabilnost. Zbog svojih dobrih mehanickih
karakteristika nije u potpunosti odbacen kada su u pitanju Zive ¢elije. Odlicni rezultati
postizu su kada se hitozan koristi kao materijal za oblaganje Cestica (Obradovi¢ 1 sar.,
2015b; Kruni¢ 1 sar., 2016; Mortazavian i sar., 2008). NajCeS¢a primena hitozana je
upravo oblaganje alginatnih Cestica radi povecanja vijabilnosti probiotske kulture u

gastrointestinalnim uslovima (Kruni¢ i sar., 2016; Chavarri i sar., 2010).

2.2.2.3.2.3. Proteini surutke

Proteini surutke kao 1 proteini mleka predstavljaju vrlo povoljno okruzenje za
probiotske bakterije. Ovi proteini pokazuju dobre osobine geliranja pri blagim uslovima
1 njihova upotreba kao nosaca za probiotske kulture je u povoju. Mogucnost proteina
surutke da formiraju gel bez potrebe za viSestepenom termickom obradom i upotreba
bilo kakvih hemikalija za pospeSivanje geliranja ¢ini ih vrlo privlaénim za upotrebu u

prehrambenoj industriji. Ovo takozvano ,hladno geliranje* zahteva jedan tretman
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zagrevanja proteina surutke gde se deSava njihova denaturacija i polimerizacija u
rastvorne agregate (Chen i Subirade, 2007). Proteini surutke se ponasaju vrlo sli¢no
alginatu i ukapavanjem u rastvor za geliranje kao S§to je CaCl, formira se struktura
»kutija za jaja* kao 1 u slucaju alginata. Proteini surutke se retko kosriste sami. Najcesce
se koriste u kombinaciji sa alginatom. Proteini surute su dali vrlo dobre rezultate kada
su pomesani u razli¢itim odnosima sa alginatom (Herbrard i sar., 2010; Obradovi¢ i sar.,
2015a; Kruni¢ i sar., 2016; Kruni¢ i sar., 2017a), ili kada su njima oblagana alginatne
Cestice (Herbrard i sar., 2010). Proteini surutke kao nosaci koriste se 1 u drugim
metodama pored ekstruzije kao §to je tehniga emulzije ili sprej suSenja (Picot i Lacroix,

2004), koacervacije (Ribeiro i sar., 2014).

2.2.2.3.3. Ekstruzija

Na slici 4 date su najceS¢e koriS¢ene metode inkapsulacije probiotika. U radu je
koriS¢ena metoda ekstruzije koja je pomocu pumpe i elektricnog napona produkuje
Cestice razli¢itih dimenzija. Ekstruzija je tehnika inkapsulacije Zivih ¢elija koja kao
matriks Koristi hidrogelove poput alginata. Postupak inkapsulacije podrazumeva

ukapavanje smeSe matriksa i ¢elija u rastvor za umreZavanje.
Elektrostati¢ka ekstruzija

Elektrostaticka ekstruzija, kao metoda za inkapsulaciju Siroko je primenjivana u
razli¢itim oblastima biotehnologije. Ova metoda se od klasi¢ne ekstruzione metode,
(metode ukapavanja) razlikuje po primeni elektricnog polja u cilju dobijanja Cestica
malih pre¢nika. Na smeSu zivih Celija i polimera koji se ravnomerno potiskuju kroz iglu
deluje i elektri¢no polje i tako zajedno sa gravitacionom silom uzrokuje brze otkidanje
kapi sa povrsine igle. Kap se otkida kada elektri¢na 1 gravitaciona sila nadvladaju silu
povrsinskog napona i tada kap pada u rastvor za geliranje gde se odvija o¢vrS¢avanje i
prevodenje kapi u Cesticu. Osnovna prednost ove metode nad klasi¢nom ekstruzijom je
kontrola veli¢ine Cestica 1 dobijanje Cestica zeljenog prec¢nika. Ovom metodom je
moguce dobiti Cestice mikrometarskih veli¢ina. Kod elektrostaticke ekstruzije veli¢ina
Cestica zavisi od viSe faktora: fizickih karakteristika rastvora polimera nezavisno od
vrste ekstuzije, protoka kojim se rastvor potiskuje, precnika igle, rastojanja izmedu igle

I rastvora i primenjenog napono. Viskozitet rastvora polimera koji se koristi kao nosa¢
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predstavlja jedan od najvaznijih reoloskih parametara koji uticu na formiranje Cestica

pri elektrostati¢koj ekstruziji, na njihovu veli¢inu i sfericnost (Nedovic¢ i sar., 2006).

2.2.2.3.4. Primena imobilisanih jedinjenja u prehrambenim proizvodima

Proteini surutke su Siroko ispitivani radi kori$¢enja za imobilizaciju probiotskih kultura.
Kao s§to je prethodno naznaceno, fermentisani probiotski napici ¢ine veéinu
funkciolalnih proizvoda zastupljenih na trzistu, cak 60 — 70% (Tripathy i Giri, 2014).
Zastupljenost probiotskih napitaka u ovolikoj meri ne ¢udi ako imamo u vidu Siroko
blagotvorno dejstvo probiotika na organizam Coveka: reguliSu rast normalne crevne
mikroflore, Stite gastrointestinalno podrucje od patogena, uti¢u na metabolizam laktoze,
uticu na smanjenje ucestalosti urinarnih 1 respiratornih obolenja, uticu na smanjenje
pojave nekih kancera, kao i smanjenje krvnog pritiska i holesterola u krvi (Khani i sar.,
2012). Probiotici su koriséeni u fermentisanim napicima hiljadama godina, a danas se
sve viSe ispituje moguénost njihove aplikacije 1 u druge proizvode, najéeS¢e mlecne
preradevine poput: ¢okolade, sladoleda, mle¢nih punjenja, ali i razli¢itih peciva, voénih
fermentisanih proizvoda i sl. Osnovni zahtev kod svih probiotskih proizvoda jeste da
sadrze zive probiotske éelije u broju veéem od 10’ CFU/g (Oliveira i sar., 2012).
Nazalost, mnoge studije pokazuju mali procenat preZivljavanja probiotskih kultura
tokom procesa obrade i Cuvanja proizvoda. Inkapsulacija predstavlja veoma dobro
reSenje ovog problema. Naime, imobilizacijom je moguce zastititi osetljivu probiotsku
kulturu tokom procesa proizvodnje, Cuvanja, ali 1 nepovoljnih uslova u zelucu 1

dvanaestopala¢nom crevu (Kruni¢ i sar., 2016; Kruni¢ i sar., 2017a).

Moguca je upotreba probiotika u vidu filma pri proizvodnji hleba. U ovom slucaju nije
upotrebljena klasi¢na imobilizacija probiotika, ve¢ je primenjen film koji sadrZi alginat i
proteina surutke u kome se nalaze i probiotske bakterije L. rhamnosus GG (Soukolis i
sar., 2014). Inkapsulacija L. rhamnosus LGG pomocu proteina surutke daje dobre
rezultate 1 u nekim voénim sokovima. Tako je broj probiotske kulture nakon ¢uvanja na
4 °C i 25 °C u jabukovom soku, bio bolji sa povecanjem procenta proteina surutke u
smesi kori§¢enoj za imobilizaciju (Ying i sar., 2013). Dok je u studiji sa brusnicom ista
kultura pokazala veoma dobre rezultate pri uslovima jako niske pH i visokog procenta

fenolne kiseline. Kultura imobilisana jednostavnom metodom ekstruzije u matriks sa
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razli¢itim procentom proteina surutke pokazala je dobru viabilnost u uslovima koji
vladaju u zelucu (Doherty i sar., 2012). Dobru zastitu probiotske kulture u uslovima koji
vladaju u zelucu pokazuje i nosaC koji predstavlja kombinaciju pektina 1 proteina
surutke. Ovaj nosa¢ daje dobru zastitu probioticima u jogurtu, a da pri tome ne utice
negativno na fizickohemijske parametre jogurta (Ribeiro i sar., 2014). Probiotsku
kulturu L. plantarum imobilisanu u nosa¢ sa razli¢itim sadrZzajem proteina surutke
moguce je koristiti pri proizvodnji jogurta, razli¢itih kremova, probiotskih napitaka pa i
suvih keksova poput ,,Petit Suisse (Hernandez-Rodriguez i sar., 2014). Proteini surutke
kao nosaci obezbeduju dobru zastitu pri nepovoljnim uslovima Zzeluca i probiotskoj

kulturi L. paracasei (llha i sar., 2014).

Proteini surutke mogu se koristiti kao nosa¢i ne samo za probiotske bakterije, ve¢ i u
slu¢aju nekih bioaktivnih jedinjenja kao §to su vitamini i njihove zastite tokom
proizvodnje i uvanja, kao 1 kontrolisanog otpustanja u intestinalnom traktu (Assadpour

i sar., 2016; Chapeau i sar., 2016; Perez-Masia i sar., 2015).
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3. EKSPERIMENTALNI DEO

3.1. Materijali

3.1.1. Mikroorganizmi

Komercijalna ABY 6 kultura:

Streptococcus salivarius ssp. thermophilus 80,0 % m/m
Lactobacillus acidophilus 13,0 % m/m
Bifidobacterium bifidum 6,0 % m/m

Lactobacillus delbrueckii ssp.bulgaricus 1,0 % m/m

3.1.2. Enzimi

Angiotenzin Konvertuju¢i Enzim (ACE) iz zecijih pluc¢a (EC 3.4.15.1), Sigma-Aldrich,
St. Lous, MO, USA

Tripsin iz svinjskog pankreasa (EC 3.4.21.4), Sigma-Aldrich, St. Lous, MO, USA
Termolizin iz Geobacillus stearothermophilus (EC 3.4.24.27), Sigma-Aldrich, St. Lous,
MO, USA

Proteinaza K iz Tritirachium album (EC 3.4.21.64), Sigma-Aldrich, St. Lous, MO, USA

3.1.3. Materijali

Bakterioloski Agar, Torlak, Beograd, Srbija

Celulozne membrane, Millipore, Merck KGaA, Dermstadt, Germany
De Man, Rogosa, Sharpe (MRS) bujon, Torlak, Beograd, Srbija
Ekstrakt kvasca, Torlak, Beograd, Srbija

Goveda zuc, Torlak, Beograd, Srbija

Hitozan (niske molekulske mase) Acros Organics, USA

Koncentrat proteina surutke 80% m/m, DMV International, Nederland
Masni krem, Stark, Beograd, Srbija

Mleéna ¢okolada ,,Najlepse Zelje“, Stark, Beograd, Srbija

M17 bujon, Torlak, Srbija
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MRS bujon, Torlak, Srbija

Natrijum-alginat (srednje viskozan) iz braon algi, Sigma Aldrich, USA
Polisorbat 80, Tween 80, DIFCO, BD, SAD

Surutka u prahu, LENIC Laboratories, Beograd, Srbija

Surutka prirodna, Imlek, Beograd, Srbija

3.1.4. Supstance p.a Cistoce

3,5-dinitrosalicilna kiselina (C7H4N207), Acros Organics, New Jersey, SAD
2,2'-Azino-bis- (3-etilbenzotiazolin-6-sulfonska kiselina)- diamonium so
(C18H16N40O6S4(NHa4)2), (ABTS), Alfa Aesar, Massachusetts, U.S.
2,2-difenil-1-pikrilhidrazil (C1sH12NsOs), (DPPH), Sigma-Aldrich, Gilligham, UK
Aceton ((CH3)2CO), Lachema, Ceska republika

Akrilamid (CsHsNO), Sigma-Aldrich, Gilligham, UK

Amonijum-citrat ((NH4)3CsHsO7), Hemos, Beograd, Srbija
S-Merkaptoetanol (C2HsSO), Sigma-Aldrich, Gilligham, UK

Bakar-sulfat (CuSO4-5H:0), Zorka Pharma a.d., Sabac, Srbija

Borna kiselina (H3BO3), Sigma-Aldrich, Gilligham, UK

Natrijum-tetraborat (Na2B4O7 x10H.0), Sigma-Aldrich, Gilligham, UK
Bromfenol plavo (C19H10Br4OsS), Sigma-Aldrich, Gilligham, UK

Cink sulfat (ZnSO4x7H20), Lach Ner, Neratovice, Republika Ceska
Dinatrijumhidrogen fosfat (Na2HPO4x12 H>0O), Centrohem, Beograd, Srbija
Etanol (C2Hs0OH), Reahem, Novi Sad, Srbija

Fenolftalein, (C20H140), Merck-Alkaloid, Skopje, Makedonija

Glicerol (C3Hs(OH)3), Zorka Pharma a.d., Sabac, Srbija

Glicin (NH2CH2COOH), Biochemica, Sigma-Aldrich Chemi GmBH, China
Gvozde-trihlorid (FeCls), Sigma-Aldrich, Gilligham, UK

Hlorovodonicna kiselina (HCl), Zorka Pharma a.d., Sabac, Srbija
Kalijum-heksacijanoferat (1) (Ka[Fe(CN)e]*3H20), Merck, Darmstadt, Nemacka
Kalijum-dihidrogenfosfat (KH2POs), Kemika, Zagreb, Hrvatska
Kalijum-hidrogenfosfat (K.HPO4), Kemika, Zagreb, Hrvatska
Kalijum-sulfat (K2SOs), Kemika, Zagreb, Hrvatska

Kalijum-natrijum tartarat (KNaCsH4Osx4H,0), Centrohem, Beograd, Srbija
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Magnezijum-sulfat (MgSO4x7H20), Merck-Alkaloid, Skoplje, Makedonija
Magnezijum-hlorid (MgCl>), Acros Organics, New Jersey, SAD

Maltoza (C12H22011), Torlak, Beograd, Srbija

Mangan-sulfat (MnSO4), Hemos, Beograd, Srbija

Metilplavo (C37H27N3Na209S3), Hemos, Beograd, Srbija

Metanol (CH40), Merck-Alkaloid, Skoplje, Makedonija

N,N'-Metilen-bis-akrilamid (C7H10N20>),(Bis-Akrilamid),Sigma-Aldrich, Gilligham,

UK

Natrijum-acetat (CH3COONax3H.0), EuroHemija, Beograd, Srbija
Natrijum-hidrogen-karbonat (NaHCO3) Centrohem, Beograd, Srbija
Natrijum-hlorid (NaCl), Centrohem, Beograd, Srbija

Natrijumdodecil-sulfat (NaC12H25S04), Centrohem, Beograd, Srbija
Natrijum-hidroksid (NaOH), Centrohem, Beograd, Srbija

Natrijum-sulfat (Na2SOa), Zorka, Sabac, Srbija

Natrijum-sulfit (NaSOs), Zorka, Sabac, Srbija

Ninhidrin (CoHsO4xH20), Alfa Aesar GmbH&CoKG, Karlsruhe, Nemacka
Ortoftalaldehid (CgHsOz2), (OPA), Sigma-Aldrich, Gilligham, UK
Sumporna kiselina (H2SOs4), 96%, Lach-Ner, Neratovice, Republika Ceska
Sir¢etna kiselina (CH3COOH), glacijalna, Lach-Ner, Neratovice, Republika Ceska
Tetrametiletilendiamin (CsH1sN>), (Temed), Sigma-Aldrich, Gilligham, UK
Triamonijum-citrat (CeH17N307), Sigma-Aldrich, Gilligham, UK

Trihlor sir¢etna kiselina (C2HCI302), (TCA), Sigma-Aldrich, Gilligham, UK

3.1.5. Uredaji

Analiti¢ka vaga (Mettler AJI00, Svajcarska)

Amicon (Model 8050 1 Unit, Millipore Corporation, Bedford, MA, USA)
Autoklav (Sutjeska, Beograd)

Boca sa Azotom (Messer Tehnogas AD, Beograd)

Centrifuga (Sigma model 2-16, Shropshire, Engleska)

Elektri¢ni reSo Bauer GH-525 (JTD Ltd., Severna Koreja)

Infracrveni spektrometar (Bomem MB 100),

Infuziona pumpa (Razel Scientific Instruments, Stamford, SAD).
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Jedinica za visok napon (Model 30R; Bertan Associates, Inc., New York, SAD)
Laboratorijska susnica (Sutjeska (60-200°C), Fabrika medicinskih uredaja, Beograd)
Magnetna meSalica (ARE Heating Magnetic Stirrer, Velp Scientifica srl, Italija)
Mastersizer 2000, Malvern Instruments, UK.

Mikroskop (Axio Imager A1, Carl Zeiss Microlmaging GmbH., Nemacka)
pH-metar (inoLab pH 720, Nemacka)

Tehni¢ka vaga (Chyo Balance Corp., MP-3000)

Teksturometar TE.XT Plus (Texture Technologies 15 Corp., UK)

Termostat za rast mikroorganizama (Memmert, Nemacka)

Uredaj za vertikalnu elektroforezu (LKB SE 600 Ruby, Power Supply EPS601,
Amershom Bioscience)

UV-VIS spektrofotometar (Ultrospec 3300 pro, Biochrom Ltd., Cambridge, UK)
Viskozimetar RheoStress 600, Haake (Thermo Fisher Scientific Inc, Nemacka)
Vodeno kupatilo sa mesanjem, model WB/OB 7-45 (Memmert, Nemacka)

Vorteks (REAX 7000, Heidolph, Schwabach, Nemacka)

3.2. Metode

3.2.1. Hidroliza proteina surutke

Koncentrat proteina surutke (WPC 80) rastvoren u destilovanoj vodi (5% m/v) ostavljen
je da odstoji 1 sat na sobnoj temperaturi uz umereno mesanje. Rastvor je hidrolizovan
pomocu tri razli¢ita enzima u trajanju od 1h.

1. Proteaza K (1 % m/m u odnosu na sadrsaj proteina, pH 8,0 temperatura 37 °C)

2. Termolizin (1 % m/m u odnosu na sadr$aj proteina, pH 8,0 temperatura 37 °C)

3. Tripsin (5 % m/m u odnosu na sadrzaj proteina, pH 8,0 temperatura 37 °C)
Nakon zavrSetka hidrolize enzim je inaktiviran zagrevanjem hidrolizata u vodenom

kupatili na 90 °C u trajanju od 10 minuta.
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3.2.2. Odredivanje stepena hidrolize DH (engl. Degree of Hydrolysis)

Stepen hidrolize odredivan je pH stat metodom (Alder—Nissen, 1986) i racunat je po
formuli
DH (%) = 100XBXNbX(1/a)x(1/mp)x(1/htot)

Vrednosti hit 1 o izraCunate su za proteine surutke pod datim uslovima i predstavljaju:
ukupnu koli¢inu peptidnih veza po jedinici koli¢ine i stepen hidrolize oo — amino grupe
(Alder—Nissen, 1986). Nb — molalitet koris¢enog NaOH, B — koli¢inu utroSenog NaOH

izrazeno u mL, mp — koli¢ina proteina u rastvoru izrazena U g.

3.2.3. Odredivanje prosecne duZine peptidnog lanca hidrolizata APCL (engl.
Average Peptide Chain Length)

Prosec¢na duzina peptidnog lanca hidrolizata, odreduje se pomocu izracunatog stepena

hidrolize uz pretpostavku da je hidrolizat u potpunosti rastvorljiv (Alder—Nissen, 1986).

100

APCL =
DH (%)

3.2.4. Odredivanje ukupnih proteina metodom po Lowry-u

Sadrzaj ukupnih proteina odreden je metodom po Lowry-u koja se zasniva na gradenju
obojenih proizvoda aromati¢nih amino kiselina sa Folin-Ciocalteu-ovim reagensom u
kombinaciji sa biuretskom reakcijom za peptidne veze (Lowry i sar. 1951).
Koncentracija nastalih obojenih proizvoda se odreduje spektrofotometrijski. Sa
reagensom Folin Ciocalteu-a pretezno reaguju amino kiseline koje sadrze grupu
fenolnog karaktera kao $to su tirozin 1 triptofan. Velika osetljivost metode omogucava
da se odredi 10° do 10 g proteina u probi. Na razvijanje boje moze uticati veliki broj
supstanci zbog Cega je potrebno imati u vidu da pri odredivanju standardne krive
koriS¢eni rastvaraC treba da sadrzi iste komponente kao 1 uzorci koji se analiziraju.
Prilikom odredivanja proteina, kao standardni protein koriS¢en je govedi serum
albumin.

Postupak:

1. Priprema reagensa
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- Reagens A: 2% rastvor Na2COs u 0,1M NaOH,

- Reagens B: 1% rastvor CuSO4 x H20 u destilovanoj vodi,

- Reagens C: 2% K, Na tartarat u destilovanoj vodi,

- Reagens D: Pripremljen je mesSanjem Iml reagensa B i ImL reagensa C, a zatim se
pomesani rastvori dopune reagensom A do 100mL neposredno pre upotrebe,

- Reagens F: Komercijalni Folin-Ciocalteu reagens.

2. Odredivanje standardne prave za odredivanje sadrzaja proteina.

Standardna prava se odredivala pre svake serije eksperimentalnih merenja. Standardni
rastvori u opsegu od 0,1 do 0,5 mg /mL su dobijeni razblazivanjem osnovnog vodenog
rastvora govedeg serum albumina koncentracije 1 mg /mL. U epruvete su dodavane
odredene zapremine osnovnog rastvora (0,1 — 0,5 mL) i razblazivane destilovanom
vodom tako da je ukupna zapremina 1 mL. U rastvore je zatim dodavano 2 mL reagensa
D i nakon meSanja rastvori su ostavljeni da stoje 10 min na sobnoj temperaturi. Posle
toga, dodavano je 0,2 mL reagensa F i sadrzaj epruvete je dobro promesan. Nakon 45
minuta u uzorcima je razvijena boja. Apsorbanca uzoraka odredjivana je
spektrofotometrijski na 500 nm. Standardna prava dobijena je merenjem apsorbanci

standardnih rastvora

0,8 -

Apsorbanca

04 Pl

02 T T T T ¥ T T T T T
0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0

Koncentracija BSA (mg/ml)

Slika 7. Standardna prava za odredivanje proteina

Koncentracija peptida, ¢ ( mg/ml) odredjena je jednacinom prave:
c =1.0765x4 — 0.2601
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3.2.5. SuSenje i Cuvanje uzoraka

Svi uzorci nakon hidrolize ukoliko nisu odmah kori$éeni osuseni su postupkom sprej
susenja (susenje rasprsivanjem) pri ulaznoj temperaturi od 160 °C i nakon toga zasti¢eni

od dejstva vlage i ¢uvani na temperaturi od -18 °C.

Slika 8. Susenje hidrolizata pomocu sprej susnice

3.2.6. Tehnoloska svojstva hidrolizata

3.2.6.1. Rastvorljivost, WSI (engl. Water solubility index)

Rastvorljivost peptida u vodi odredivana je tako S$to je vodeni rastvor WPC-a
koncentracije 10 % (m/v) ostavljen da odstoji 24 h u frizideru. pH rastvora proteina je
zatim podeSavana na vrednosti 2,0,4,0, 6,0, 8,0 110,0 pomo¢u 1M NaOH i 1 M HCI.
Rastvor je centrifugiran na 10.000 x g u trajanju od 15 minuta i odredivan je sadrzaj
proteina u supernatantu i ukupan sadrzaj proteina.

Rastvorljivost (WSI) se izracunava pomoc¢u formule:

sadrzaj proteina u supernatantu (mg)
WSI = o . x100%
ukupan sadrzaj proteina (mg)
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3.2.6.2. Kapacitet vezivanja vode, WHC (engl. Water Holding Capacity)

U 10 mL destilovane vode rastvoreno je 0,25 g uzorka proteina (WPC i hidrolizati).
Nakon 30 minuta uzorak je centrifugiran na 2.800 x g u trajanju od 20 minuta (Deniz i

Martin, 1997). Zadrzavanje vode (WHC) izracunava se pomoc¢u formule:

zapremina supernatanta (mL)
WHC (%) = - , x100
pocletna zapremina (mL)

3.2.6.3. Kapacitet vezivanja ulja, OAC (engl. Oil Absorption Capacity)

U 10 mL maslinovog ulja (ekstradevi¢ansko) rastvoreno je 0,25 g uzorka proteina
(WPC i hidrolizati). Nakon 30 minuta uzorak je centrifugiran na 2.800 x g u trajanju od
20 minuta (Deniz i Martin, 1997)

Zadrzavanje ulja (OAC) izraunava se pomoc¢u formule:

0AC(%) = zapremina supernatanta (mL) 100
(%) = pocetna zapremina (mL)

3.2.6.4. Stvaranje pene, FC (engl. Foam Capacity) i stabilnost pene, FS (engl. Foam
Stability)

Stvaranje pene odredivano je za 10% (m/v) rastvor koncentrata proteina surutke koji je
snazno muc¢en homogenizatorom u trajanju od 1 min. Stvaranje pene (FC) izracunava se

pomocu formule:

A -B

FC (%) = «100,

Gde su: A — zapremina uzorka posle 1 minuta snaznog mesanja (mL), B — zapremina
uzorka pre meSanja (mL).
Nakon mesSanja, uzorak je ostavljen da odstoji 30 minuta nakon Cega je ponovo

izmerena zapremina uzorka i izraCunata stabilnost pene po formuli:

FS(%) :AA_B %100

Gde su: A — zapremina uzorka 30 minuta nakon mesanja (mL), B — zapremina uzorka

pre meSanja (mL).
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3.2.6.5. Emulgujuca svojstva

Emulguju¢a svojstva nehidrolizovanog 1 hidrolizovanog 10 % (m/v) rastvora
koncentrata proteina surutke odredivana je po modifikovanoj metodi (Pearce i Kinsella,
1978). Rastvor proteina je razblazen 100 puta, a zatim meSan sa maslinovim uljem u
odnosu 2 : 1 i snazno vorteksiran, nakon ¢ega je merena apsorbanca uzorka na 500 nm.
Svojstvo emulgovanja EAI (engl. Emulsion Activity Index) izracunava se pomocu
formule:

2x2.303x A, xN
L x ¢ x ¢ x10000

EAI(m?/g) =

Emulgujuca stabilnost ESI (engl. Emulsion Stability Index) je odredivana nakon 10min i

24h i racunata je po formuli:

ESI(min) = % x t

Gde su: Ao — apsorbanca emulzije odmah nakon vorteksiranja, N — factor razblazenja
(100), L — debljina koris¢ene kivete za spektrofotometar (1 cm), ¢ — koncentracija
proteina u uzorku (g/mL), ¢ — sadrzaj ulja u emulziji, AA — promena apsorbance u

vremenu cuvanja u frizideru, t - vremenski interval ¢uvanja u frizideru, 24 h.

3.2.6.6. Digestibilnost

Digestibilnost hidrolizovanih 1 nehidrolizovanog rastvora proteina surutke odredivana je
po metodi Elkhalil i sar. (2001). U 1 mL, 10 % (m/v) rastvora proteina dodato je 5 mL
rastvora tripsina (0,2 mg/mL u 100 mM Tris-HCI pufer, pH 7,6). Suspenzija je
inkubirana na 37 °C tokom 2h. Digestija je zaustavljena dodatkom 2,5 mL 50 % (m/v)
trihlorsiréetne kiseline. Uzorak je ostavljen 30 minuta da odstoji u frizideru, a zatim je
centrifugiran na 10.000 x g u trajanju od 25 minuta. Dobijeni talog je rastvoren u 2,5
mL 0,2 M NaOH i metodom po Lowry-u odredivan je sadrzaj proteina. Digestibilnost

uzorka racunata je pomocu formule

A—-B
Digestibilnost (%) = x100
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Gde su: A — ukupan sadrzaj proteina u uzorku pre digestije (mg), B — ukupan sadrzaj

proteina u talogu nakon centrifugiranja (mg).

3.2.6.7. Hidrofobnost

Hidrofobnost WPC-a se odreduje po modifikovanoj metodi Chelh i sar. (2006). Uzorak
rastvoren u 20 mM Tris-HCI puferu (pH 8.0) u koncentraciji 50 mg/mL i bromfenol
plavo (koncentracije 1 mg/mL) su pomesani u odnosu 5:1. Uzorci su dobro vorteksirani
I ostavljeni 10 minuta na sobnoj temeperaturi, a zatim centrifugirani na 2.000 x g 15
minuta. Supernatant je razblazen 1 : 10 i odredivana je apsorbanca na 595 nm. Za
kontrolni uzorak dodat je pufer umesto rastvora peptida. Broj veza (BV)

bromfenolplavog odredivan je po formuli:

Apsorbanca kontrole — Apsorbanca uzorka
BV (ug) = 200pgx

Apsorbanca kontrole

3.2.7. Ultrafiltracija hidrolizata

Ultrafiltracija hidrolizata izvedena je na uredaju Amicon (Millipore, Merck KGaA,
Dermstadt, Germany) uz pomo¢ celuloznih ,,cut off* membrana veli¢ine 30, 10 1 3 kDa.
Prvo je uzorak filtriran kroz membranu veli¢ine pora 30 kDa. Iznad membrane zaostaje
uzorak sa proteinima molekulske mase od 30 kDa i to je frakcija F1, permeat koji sadrzi
proteine molekulske mase ispod 30 kDa propusta se kroz slede¢u membranu veliine
pora 10 kDa, pri ¢emu se prikuplja retentat koji sadrzi proteine molekulske mase od 10
do 30 kDa i predstavlja frakciju F2, dok se permeat sa proteinima manjim od 10 kD,
propusta kroz membranu veli¢ine pora 3 kDa. Iznad membrane zaostaje frakcija F3 koja
sadrzi peptide molekulske mase od 3 kDa do 10 kDa, a permeat predstavlja frakciju F4
sa peptidima molekulske mase ispod 3 kDa. Uredaj za ultrafiltraciju i shema
ultrafiltracije prikazani su na slici 4. Procedura ultrafiltracije prikazana je na slici 10, a a

dobijene frakcije u tabeli 4.
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1- Gasoviti azot

2- Magnetna mesalica
3- Dodatak za mesanje
_| 4- Celulozna membrana
5- Hidrolizat

6- Permeat

Slika 9. Amikon sa hidrolizatom na magnetnoj mesalici (A), Sematski prikaz amikona sa
hidrolizatom (B)

WPC (5 % m/m)
Enzimska hidroliza (1h, pH=8.0, T=37°C)

Odbacivanje taloga

Centrifugiranje (30min)

Da Ispiranje destilovanom vodom

emperatura, 20 psi)

< 30.000 Da)

Da

’ Ispiranje destilovanom vodom
emperatura, 20 psi)

UF Permeate (MM < 10.000 Da)

. Da Ispiranje destilovanom vodom
emperatura, 20 psi)

Tabela 4. Oznake uzoraka i frakcija nakon ultrafiltracije

Naziv WPC H Fi F2 F3 F4
uzorka

Molekulska Nehidrolizovan  Hidrolizovan > 30 10-30 3-10 <3
masa, kDa  uzorak uzorak
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3.2.8. Odredivanje karakteristi¢nih proteina u uzorcima gel-elektroforezom (SDS-

PAGE)

U cilju odredivanja karakteristi¢nih proteina u uzorcima WPC kao i hidrolizata vrSeno

je razdvajanje prisutnih proteina primenom metode gel-elektroforeze.

Razdvajanje proteina vrSeno na 12,5 % akrilamidnom (AA) gelu za razdvajanje, dok je

kao gel za nadslojavanje koriS¢en 4,0 % akrilamidni (AA) gel. Priprema za izvodenje

ove metode se sastojala iz nekoliko faza:

1. Priprema rastvora za pravljenje gelova

Rastvori za gelove

Tris (1,5 M) Tris (0,5 M) 30 % 10 %
pH 8.8* pH 6.8* Akrilamid APS
Tris 18,7 ¢ 6,06 g / /
SDS 0,40 g 0,40 g / /
Akrilamid / / 29,29 /
Bis-Akrilamid / / 0,809 /
APS / / / 0,10¢g
dest. H.O do 100 mL do 100 mL do100mL dolmL
* pH podesavati sa conc. HCI
2. Priprema pufera
Puferi
Pufer za Pufer
elektroforezu pH 8.3 za uzorke
Tris 3,0¢g /
Glicin 144¢ /
SDS 109 /
Tris (0,5 M) pH 6,8 / 2,5mL
10 % SDS / 4,0 mL
Glicerol / 2,0mL
B-Merkaptoetanol / 1,0 mL
0,1 % Bromfenol plavo / 0,5mL
dest. H,O do 1000 mL do 10 mL
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3. Priprema rastvora za fiksiranje, bojenje i obezbojavanje gelova

Rastvori

Rastvor Rastvor Rastvor

za fiksiranje za bojenje za ispiranje
Metanol (40 %) 500 mL 500 mL 250 mL
Siréetna kiselina (10 %) 100 mL 100 mL 100 mL
Etilen-glikol / 30 mL 30 mL
Coomassie Blue R-250 / 1,00¢ /
dest. H.O do 1000 mL do 1000 mL do 1000 mL

Nakon pripremnih faza pristupa se pravljenju gelova koji ¢e se nalivati u sistem za

elektroforezu. Gelovi se pripremaju prema slede¢im recepturama:

4. Priprema gelova

Gelovi

Gel za razdvajanje (12,5 %)  Gel za nadslojavanje (4,0 %)

H,O - destilovana 9,40 mL 6,15 mL
Akrilamid (30 %) 12,50 mL 1,33 mL
Tris-pufer (1,5 M) 7,50 mL /

Tris-pufer (0,5 M) / 2,50 mL
SDS (10 %) 0,30 mL 0,10 mL
APS (10 %) 0,60 mL 0,20 mL
TEMED 0,024 mL 0,01 mL

Najpre se pripremi 12,5 %-0g gela za razdvajanje jer se on prvi naliva u sistem za
elektroforezu. Nakon nalivanja gel se ostavlja oko 60 min da o¢vrsne. Zatim se pristupa
izradi gela za nadslojavanje, koji se zatim naliva u preostali prostor sistema i u koji se
ubacuje CeSalj koji ¢e napraviti prostor za nanoSenje uzoraka. Ovaj gel se takode
ostavlja oko 60 min da o¢vrsne.

Nakon toga vrsi se priprema uzorka koja podrazumeva meSanje uzorka sa puferom za
uzorke (PZU). Uzorak (20 pL) se mesa sa PZU (20 pL), kuva 90 s na 100 °C i nakon
toga drzi 10 min na 4 £ 1 °C. Ovako pripremljen uzorak se nanosi u prostor predviden

za nanoSenje uzoraka u gelu za nadslojavanje. Zatim se sistem puni puferom za
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elektroforezu i prikljucuje na izvor struje. Parametri struje se podesavaju na vrednosti
45 mA i 100 W. Proces razdvajanja proteina na gelu za razdvajanje se zavrSava kada
vidljivi trag boje dospe na 1,5 cm od kraja gela. Po zavrSetku procesa razdvajanja gel se
vadi iz sistema, potapa u rastvor za fiksiranje (15 min) a zatim u rastvor za bojenje (30
min). Posto je gel obojen pristupa se njegovom ispiranju radi uklanjanja viska boje a u

cilju uocavanja traka koje predstavljaju obojene proteine.

3.2.9. Primena UV/Vis spektrofotometrije za odredivanje antioksidativne

aktivnosti

Elektron-transfer metode (ET) su metode koje se koriste za odredivanje antioksidativne

aktivnosti i one podrazumevaju prisustvo oksidansa i antioksidansa u reakcionoj smesi.

Elektron-transfer reakcija koja se odigrava je:
Oksidans + e- (antioksidans) — Redukovani oksidans + Oksidovani antioksidans

Kada oksidanas, uzme elektron iz antioksidansa dolazi do promene boje rastvora.
Promena intenziteta obojenosti rastvora je proporcionalna koncentraciji antioksidansa, a
rekacija izmedu oksidansa i1 antioksidansa je zavrSena kada se boja rastvora viSe ne
menja. Spektrofotometrijska analiza se zasniva na merenju apsorbance ispitivanog
rastvora. U ovom radi su koriS¢ene tri metode za odredivanje antioksidativnog
kapaciteta: pomo¢u DPPH reagensa i ABTS reagensa, koje su detaljno opisane dalje u
tekstu, kao 1 metoda FRAP ili redukciona snaga koja se takode dovodi u vezu sa

antioksidativnim kapacitetom.

3.2.9.1. Odredivanje slobodno-radikalskog kapaciteta (DPPH test)

Odredivanje antioksidantnog slobodno-radikalskog kapaciteta prema 2,2-difenil-1-
pikrilhidrazil (DPPH) radikalu zasniva se na redukciji ljubicastog 2,2-difenilenil-1-
pikrilhidrazil radikala odgovaraju¢im antioksidansima do bledo-zutog hidrazina (slika
11).
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O,N NO, O,N NO,
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NO, NO,
DFPH radikal DFPH -H

Slika 11. Mehanizam reakcije DPPH radikala sa antioksidantima

U metodi odredivanja antioksidativne aktivnosti kao slobodan radikal koris¢en je 0,1
mM rastvor 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH) u 95 % metanolu. Odredivana je
antioksidativna aktivnost uzoraka kod fermentacije sa dodatkom peptida i detaljno je
opisana u Odeljku 3.2.11.6.3.4.1.

3.2.9.2. Odredivanje antioksidativnog kapaciteta pomoc¢u inhibicije ABTS radikala

Za odredivanje antioksidativne aktivnosti koriS¢enjem ABTS testa koriSéena je
modifikovana metoda Re (1999). Ova metoda ukljucuje stvaranje radikala, 2,2’-azobis-
(3-etillbenzotiazolin-6-sulfat) radikal-katjon (ABTSe+) (slikal2) koji ima apsorpcione

maksimume na talasnim duzinama od 414, 645, 7341 815 nm.

& so.. ® -058 g S SO3-
o =T 1¢e a9l
T o,

+ antioxidant \ CzHs
\ CoHs —_—— - CzHs

CzHs T -KgSOs

2-
ABTS" (Amax = 734 nm) ABTS

Slika 12. Mehanizam neutralisanja ABTS radikala

Reagens je pripremljen tako $to je 5 mL, 7 mM rastvora ABTS u fosfatnom pufer pH
vrednosti 7,4 pomesano sa 88 uL kalijum-persulfata. Pre upotrebe, ova smesa je
inkubirana na sobnoj temperaturi u mraku od 12 do 16 ¢asova. Na dan analize ovaj
koncentrovani ABTS rastvor razblaZzen je fosfatnim puferom do postizanja apsorbance

0,70 (£0,02) na 734 nm. 10 pL uzorka pomesano je sa 990 uL rastvora ABTS-a i
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apsorbanca je merena nakon 5 minuta na istoj talasnoj duzini. Vr$ena je analiza uzoraka

sa razli¢itim sadrzajem peptida, proracun se izvodi prema slede¢oj jednacini

- Ak — Aa
Inhibicija ABTS (%) = x100

Gde su: Ak — apsorbanca kontrolnog uzorka, Aa — apsorbanca uzorka.

Rezultati su predstavljeni kao efikasna koncentracija 1Cso (engl. Inhibitory
Concentration), koncentracija peptida koja je neophodna za inhibiciju 50 % prisutnih
ABTS radikala.

3.2.9.3. Odrdivanje redukcione snage (FRAP) (engl. Ferric Reducing Antioxidant

Power)

U metodi odredivanja redukcione snage 0,2 mL uzorka je mesan sa 0,5 mL fosfatnog
pufera (pH 6,6) i 0,5 mL kalijum fericijanida, smesa je inkubirana 30 min na 50 °C.
Nakon inkubacije smesi je dodavano 0,5 mL TCA (10 %, m/v) nakon Cega je vrSeno
centrifugiranje na 10000 obrt/min u trajanju od 10 min. Nakon centrifugiranja 0,5 mL
supernatanta je mesano sa 0,5 mL vode i 0,1 mL gvozde-(l11)-hlorida. Nakon 10 minuta
je merena apsorbanca uzorka na 700 nm. Uzorci predstavljaju rezliCite koncentracije
peptida hidrolizatakao, svih frakcija hidrolizata i nehidrolizovanog uzorka. Redukciona
snaga je izrazavana kao koncentracija peptida koja daje apsorbancu od 0,5. (Oyaizu,
1986).

3.2.10. ACE inhibitorna aktivnost peptidnih frakcija i fermentisanih uzoraka

ACE inhibitorna aktivnost uzoraka odredivana je po metodi Chang i sar. (2001) uz
manje izmene. Reakcija je trajala 2 h i prekinuta je dodatkom OPA reagensa. Inhibicija

Angiotenzin I konvertuju¢eg enzima racunata je po formuli:

Al — A2

oy — [1
Inhibicija ACE (%) [1 13— A4

]xlOO
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Al — reakciona smesa uzorka, ACE rastvorenog u boratnom puferu tako da daje
aktivnost 0,1 U/mL i 5 mM HHL rastvoren u boratnom puferu.

A2 — reakciona sme$a uzorka i boratnog pufera.

A3 — reakciona smesa boratnog pufera, ACE rastvorenog u boratnom puferu tako da
daje aktivnost 0,1 U/mL i 5 mM HHL rastvoren u boratnom puferu.

A4 — boratni pufer

Ispitivani su uzorci peptida razliCitih koncentracija (nehidrolizovanog uzorka,
hidrolizata i svih frakcija hidrolizata), a zatim je odredivana ICso vrednost. 1Cso
predstavlja koncentraciju peptida koja odgovara inhibiciji 50 % angiotenzin |

konvertujuceg enzima.

3.2.11. Primena proteina surutke u formulaciji funkcionalnih proizvoda

3.2.11.1. Priprema podloga za gajenje mikroorganizama

3.2.11.1.1. Priprema MRS bujona

51,0 g MRS bujona je rastvaran u destilovanoj vodi (1 L) nakon ¢ega je vrSeno kuvanje
u klju¢alom vodenom kupatilu u trajanju od 20,0 min. Podloga je nakon toga sterilisana

u autoklavu na 120,0 °C i p=1,5 bar, 30,0 min.

3.2.11.1.2. Priprema M17 bujona

42,0 g M17 bujona je rastvarano u destilovanoj vodi (1 L) nakon cega je vrSeno kuvanje
u kljucalom vodenom kupatilu u trajanju od 20,0 min. Podloga je nakon toga sterilisana

u autoklavu na 120,0 °C i p=1,5 bar, 30,0 min.

3.2.11.1.3. Priprema MRS agara

MRS bujon (51,0 g/L) i agar (18,0 g/L) su rastvoreni u destilovanoj vodi nakon ¢ega je
vr$eno kuvanje rastvora u klju¢alom vodenom kupatilu u trajanju od 20,0 min. Podloga

je nakon toga sterilisana u autoklavu na 120,0 °C i p=1,5 bar, 30,0 min.
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3.2.11.1.4. Priprema M17 agara

M17 bujon (42,0 g/L) i agara (18,0 g/L) su rastvoreni u destilovanoj vodi nakon ¢ega je
vr$eno kuvanje rastvora u klju¢alom vodenom kupatilu u trajanju od 20,0 min. Podloga

je nakon toga sterilisana u autoklavu na 120,0 °C i p=1,5 bar, 30,0 min.

3.2.11.1.5. Priprema MRS agara sa maltozom kao izvorom ugljenika

MRS agar sa razli¢itim izvorima ugljenika pripreman je meSanjem sledecih sastojaka:

pepton 4 (1,0 %, m/v), mesni ekstrakt (1,0 %, m/v), ekstrakt kvasca (0,5 %, m/v), tween
(0,1 % vl/v), di-kalijum hidrogenfosfat (K:HPO4, 0,2 %, m/v), natrijum acetat
(Na(CHsCOO) x 3H20, 0,55, m/v), amonijum citrat (((NH4)3CsHsO7), 0,2 %, m/v),
rastvor soli (0,5 %, v/v), agar (1,8 %, m/v). Rastvor soli je sadrzao: mangan sulfat
(MnSOg4 x 4H20, 2,8 %, m/v) i magnezijum sulfat (MgSO4 x 7H20, 11,5 %, m/v). Kao
izvor ugljenika dodavano je 2,0 % maltoze. Sastojci su rastvoreni u destilovanoj vodi
nakon ¢ega je vrSeno kuvanje rastvora u klju¢alom vodenom kupatilu u trajanju od 20,0

min. Podloga je nakon toga sterilisana u autoklavu na 120,0 °C i p=1,5 bar, 30,0 min.

3.2.11.2. Priprema sirovina

3.2.11.2.1. Priprema surutke u prahu

Surutka u prahu je neposredno pre koriS¢enja rekonstituisana do sadrzaja suve materije
8,0 % (m/v), otapanjem praha surutke u vodi sterilisanoj u autoklavu 30 min na 120 °C.
Pripremljena surutka je zatim termicki obradivana postupkom pasterizacije, 60 min na
temperaturi 60 °C. Nakon procesa termi¢ke obrade meSavina je hladena na

odgovarajucu temperaturu fermentacije.

3.2.11.2.2. Priprema prirodne surutke

Prirodna surutka je nakon sakupljanja ¢uvana na temperaturi -18,0 + 1,0 °C do primene
(ne duze od 7 dana). Neposredno pre koriS¢enja surutka je termicki obradivana
postupkom pasterizacije, 60 min na temperaturi 60 °C. Nakon procesa termicke obrade

surutka je hladena na temperaturu fermentacije.
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3.2.11.2.3. Priprema mesavine surutke i mleka

Mleko proizvodjaca Imlek d.o.o, sa sadrzajem masti 0,5 % pasterizovano je 60 min na
temperaturi 60 °C. Nakon procesa termi¢ke obrade mleko je hladeno na temperaturu
fermentacije. MeSavina prirodne surutke i mleka u odnosu 70,0 : 30,0 pripremana je
nakon pasterizacije i hladjenja obe sirovine. Ova meSavina je odabrana kao formulacija
supstrata Ciji je sastav veoma sliCan sastavu humanog mleka koje ima odnos
kazein/proteini surutke oko 30,0 : 70,0 (Eek-Poei i Lay-Harn, 2011). Na ovaj nacin se
dobija brzo 1 lako svarljiv napitak koji je pogodan cak i za osobe sa osetljivim

intestinalnim traktom.

3.2.11.3. Priprema nosaca za imobilizaciju

3.2.11.3.1. Priprema alginata

Alginat je pripreman rastvaranjem 4,0 g natrijum alginata u 150 mL destilovane vode.
Rastvor je meSan na magnetnoj mesalici 24 h, a zatim je pasterizovan u vodenom

kupatilu na 70 °C 30 min. Nakon postepenog hladenja spreman je za koris¢enje.

3.2.11.3.2. Priprema hitozana

Rastvor hitozana je pripreman po metodi Zhou i sar. (1998). 0,4 g hitozana niske
molekulske mase rastvoreno u 90 mL destilovane vode, 0,4 mL glacijalne siretna
kiseline da bi se postigla kona¢na koncetracija hitozana od 4,0 g/L. Podesena je pH
vrednost 5,7 dodatkom 1 M natrijum hidroksida. Rastvor je zatim filtriran kroz

Whatman 4 filter papir i autoklaviran na 120 °C u trajanju od 30 minuta

3.2.11.3.3. Priprema proteina surutke za imobilizaciju

Koncentrat proteina surutke rastvoren u destilovanoj vodi (15 % m/v) sterilisan je u
vodenom kupatilu na 70 °C 30 minuta. Rastvor je zatim ohladen je na sobnu

temperaturu i koriséen za imobilizaciju.
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3.2.11.3.4. Priprema hidrolizata proteina surutke za imobilizaciju

Koncentrat proteina surutke rastvoren u destilovanoj vodi u koncentraciji od 15 % (m/v)
hidrolizovan je pomocu tripsina, na 37 °C 1 h. Nakon 1 sata hidrolize enzim je
inaktivisan desetominutnim zagrevanjem na 90 °C nakon cega je rastvor spreman za

koriséenje.

3.2.11.4. Priprema mikroorganizama

3.2.11.4.1. Priprema komercijalne ABY 6 kulture za fermentaciju slobodnom

kulturom

Komercijalna ABY 6 (DVS) kultura je pre primene aktivirana pripremom 1,0 % (m/v)
rastvora kulture u mleku, nakon ¢ega je vrsena inkubacija u vodenom kupatilu u trajanju
od 40 min na temperaturi 42 °C. Ovako aktivirana kultura kori§¢ena je za inokulaciju

uzoraka.

3.2.11.4.2. Priprema komercijalne ABY 6 kulture za fermentaciju imobilisanom

kulturom

Komercijalna ABY 6 kultura u ovom slucaju nije prethodno aktivirana. Liofilizovana
kultura je dodavana u pasterizovanu prirodnu surutku u koncentraciji 1,0 % (m/v) kada
je u pitanju imobilizacija pomocu alginata, a u procentu 2,0 % kada je u pitanju
imobilizacija pomocu alginata i proteina surutke i alginata i hidrolizata proteina surutke.

U tabeli 5 je data lista oznaka razli¢itih uzoraka i njihova formulacija

Tabela 5. Oznaka uzorka i formulacija sistema

Pocetni rastvor Rastvor za Rastvor za Oznaka
geliranje oblaganje Cestica
Alginat+surutka sa kulturom CaCl, A
Alginat+ surutka sa kulturom CaCl, Hitozan AH
Alginat+surutka sa kulturm+ WPC CaCl, AW
Alginat+surutka sa kulturom+ hidrolizat CaCl, AHT

proteina surutke
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3.2.11.4.2.1. Postupak imobilizacije komercialne ABY 6 kulture u alginatne Cestice

Natrijum-alginat, pripremljen po metodi opisanoj u Odeljku 3.2.11.3.1., je pomesan sa
suspenzijom koja sadrzi kulturu (Odeljak 3.2.11.4.2.) u zapreminskom odnosu 1,5 : 1
kako bi se postigla koncentracija natrijum-alginata od 1,60 %. Ova smesa je dalje
podvrgnuta ekstruziji kroz iglu sa ravnim vrhom (22 G) pri konstantnom protoku koji se
obezbeduje pomocu infuzione pumpe. Ekstruzija je izvedena uz primenu elektri¢cnog
polja koje je uvedeno u sistem pomocu elektrode povezane sa iglom i uzemljenja
postavljenog u rastvor za geliranje. Rastojanje izmedu elektrode i uzemljenja iznosilo je
3,0 cm, a napon na elektrodama generisala je jedinica za visok napon i iznosio je 6,3
kV. Rastvor kalcijum-hlorida (2,0 %) koris¢en je kao rastvor za geliranje i u njemu su
formirane Cestice sa inkapsuliranom ABY 6 kulturom. Pored Cestica dobijanih pomoc¢u
elektriénog polja, pravljene su i Cestice bez koriS¢enja elektricnog polja u proseku 2,5
puta veée od pomenutih &estica (slika 14). Sematski prikaz postupka i uredaja dat je na

slici 13.

Infuziona pumpa

v

\ |
I Elektroststicka sila

Cestice sa BMK

o![fe}

Slika 13. Postupak elektrostaticke ekstruzije

60



Slika 14. Male Cestice dobijene elektroststickom ekstruzijom u prvoj petrisolji i velike

Cestice dobijene obi¢nom ekstruzijom u drugj Petri Solji

3.2.11.4.2.2. Postupak imobilizacije komercialne ABY 6 kulture u alginatno-

proteinske Cestice

Surutka koja sadrzi 2,0 % ABY 6 kulture (Odeljak 3.2.11.4.2.) pomeSana je sa
rastvorom proteina (Odeljak 3.2.11.3.3.) za AW (Cestice odnosno sa rastvorom
hidrolizata (3.2.11.3.4.) za AHT cestice u odnosu 1 : 1. Zatim je rastvor natrijum-
alginata pomesan sa suspenzijom koja sadrzi kulturu u zapreminskom odnosu 1.5 : 1
kako bi se postigla kona¢na koncentracija natrijum-alginata od 1,60 %, a proteina 2,40

%. Ova smesa je dalje podvrgnuta ekstruziji kao sto je opisano u Odeljku 3.2.11.4.2.1.

3.2.11.4.2.3. Postupak oblaganja alginatnih ¢estica hitozanom

Postupak oblaganja Cestica obavljen je po metodi Zhou i sar. (1998). U 100 mL rastvora
hitozana dodato je 15,0 g alginatnih Cestica. Rastvor sa Cesticama je blago meSan na
magnetnoj mesalici u trajanju od 40 minuta, a zatim filtriran kroz filter pre¢nika pora
ispod 1,0 mm uz intenzivno ispiranje destilovanom vodom. Cestice su tada spremne za

dalje koriséenje.

Alginatni
matriks

Hitozan

Slika 15. Izgled alginatne Cestice (A) i alginatne Cestice obloZene slojem hitozana (B)
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3.2.11.5. Primena i ispitivanje inkapsulirane kulture

3.2.11.5.1. Fermentacija slobodne i inkapsulirane kulture

Pripremljena meSavine surutke i1 mleka (Odeljak 3.2.11.2.3.) je =zasejavana
odgovaraju¢om koli¢inom inokuluma koja je iznosila 6,0 % (m/v) ispitivanog
inkapsuliranog mikroorganizma odnosno 6,0 % (v/v) aktiviranog slobodnog
mikroorganizma, §to je predstavljalo kontrolni uzorak. Uzorci su zatim inkubirani u
vodenom kupatilu na 42 °C sve do postizanja pH =~ 4,6, nakon Cega je fermentacija
zaustavljana naglim hladenjem uzoraka. Promena pH vrednosti je prac¢ena sterilnim

uzorkovanjem (3 mL) medijuma na svakih 1 h vremena.

3.2.11.5.2. Liofilizacija

Liofilizacija uzoraka (Cestica) je vrSena sa ciljem pripreme uzorka za procese FT-IR koji
je opisan u Odeljku 3.2.11.5.3. Liofilizacija je vrSena pomocu laboratorijskog
liofilizatora (Christ, model Beta 1-8 LD). Uzorci su do upotrebe ¢uvani u eksikatoru u

prisustvu silika gela.

3.2.11.5.3. Furijeova transformacijska infracrvena spektroskopija (FT-IR)

Furijeova transformacijska infracrvena spektroskopija je koriS¢ena u cilju utvrdivanja
eventualnih promena koje nastaju na cesticama prilikom fermentacije i interakcije
razli¢itih nosaca. Za FT-IR analize koris¢ena je koli¢ina od jedne cestice uzorka koji se
pomesa 1 sprasi sa 100 mg kalijum bromida. SmesSa se zatim komprimuje u tabletice pod
pritiskom od 11 t, u trajanju od oko 2 min. Dobijeni spektri su u rasponu talasnog broja

od 400-4000 cm™ i na rezoluciji spektra od 4 cm™™,

3.2.11.5.4. Opticka mikroskopija

Uvid u sferi¢nost i dimenzije Cestica dobijen je pomocu optickog mikroskopa (Axio
Imager A1, Carl Zeiss Microlmaging GmbH., Nemacka). Cestice su prilikom procedure
posmatranje suspendovane u destilovanoj vodi kako ne bi doSlo do suSenja i skupljanja

Cestica.
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3.2.11.5.5. Mehanicke karakteristike nosaca sa inkapsuliranom kulturom

Mehanicke karakteristike Cestica odredene su na uredaju za testiranje mehanickih
karakteristika materijala AG-X plus Universal Testing Machine (Shimadzu, Japan) u
rezimu kompresije. Za ova ispitivanja koriS¢ena je merna Celija od 100 N. Test je vrSen
na sloju Cestica mase 6,0 g postavljenom u Petri $olju, brzina kompresije je podeSena na
1 mm/min. Disk za kompresiju koji je koriS¢en pri mehanickim testovima je
cilindricnog oblika od nerdajuceg Celika sa velikom kontaktnom povr§inom (50 mm u
pre¢niku). Kompresija je vrSena do postizanja 30 % deformacije. Sva merenja su vrSena

na temperaturi od 25 °C.

3.2.11.5.6. Parametri kvaliteta

3.2.11.5.6.1. Odredivanje pH vrednosti

Vrednost pH uzoraka odredivana je pomo¢u pH metra (Inolab, WTW 82362, Wellheim,
Nemacka). Merenje je izvodeno pod apsolutno sterilnim uslovima koji su obezbedeni

sterilnim uzorkovanjem fermentacionog medijuma.

3.2.11.5.6.2. Odredivanje titracijske Kiselosti

Titracijska kiselost uzoraka je odredivana metodom po Soxhlet-Henkelu a dobijene

vrednosti su izrazavane kao °SH (Varga, 2006).

3.2.11.5.6.3. Odredivanje broja zivih Celija kod fermentacije slobodnom kulturom

Po 1,0 mL fermentacionog medijuma je pod sterilnim uslovima mesan sa 9,0 mL
sterilnog 0,85 % (m/v) rastvora NaCl, §to predstvalja razblazenje 10. Nakon toga vr§eno
je prenosenje po 1 ml prethodnog razblazenja u novih 9,0 ml sterilnog 0,85 % rastvora
NaCl da bi se dobila serija od ukupno 8 razblazenja pri ¢emu je svako sledece deset puta
vece od prethodnog. U zavisnosti od pretpostavljene koncentracije bakterija u
fermentacionom medijumu birana su tri razblaZenja iz kojih je po 1,0 mL prenoSen u
Petri Solje. Uzorci u Petri Soljama su zatim prelivani odgovaraju¢im hranljivim agarom.

Po ocvrScavanju prvog sloja agara, u Petri Solje se nanosi jo§ jedan sloj agara, radi
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obezbedivanja mikroaerofilnih uslova za rast bakterija ukoliko je to neophodno, u
zavisnosti od ispitivane bakterije. Nakon obelezavanja, Petri Solje su inkubirne u
termostatu na optimalnoj temperaturi rasta mikroorganizama (37 °C) u trajanju od 48 h.
Broj izraslih kolonija je odredivan Kohovom metodom. Ukupan broj zivih ¢elija u 1 ml
fermentacijonog medijuma racunat je mnozZenjem ukupnog broja kolonija izraslih na
Petri Solji sa odgovaraju¢im razblazenjem. U slucaju pojave kolonija na vise Petri Solja,

broj ¢elija je racunat kao srednja vrednost (Vrboski i Markov, 1993).

3.2.11.5.6.4. Odredivanje broja Zivih ¢elija kod fermentacije inkapsuliranom

kulturom

3.2.11.5.6.4.1. Odredivanje broja Zivih ¢elija inkapsulirane kulture

Medijum je profiltriran pomo¢u sterilnog filtra veli¢ine pora 0,7 mm. Cestice su ispirane
fiziolofkim rastvorom, a zatim je 1,0 g Cestica rastvaran u 9,0 mL sterilnog 2,0 % (m/v)
rastvora natrijumcitrata. Zatim je 1,0 mL ovako rastvorenih Cestica prenoSen u 9,0 mL
sterilnog 0.85 % (m/v) rastvora NaCl. Nakon toga vrSeno je prenoSenje po 1,0 mL
prethodnog razblazenja u novih 9,0 mL sterilnog 0,85 % rastvora NaCl da bi se dobila
serija od ukupno 8 razblazenja pri cemu je svako sledece deset puta vece od prethodnog.

Postupak je dalje identi¢an onom opisanom u Odeljku 3.2.11.5.6.3.

3.2.11.5.6.5.2. Odredivanje broja Zivih ¢elija kulture koja se nalazi slobodna u

medijumu

Broj slobodnih zivih ¢elije kod fermentacije inkapsuliranom kulturom odredjivan je na

nain kao broj celija kod fermentacije slobodnom kulturom opisan u Odeljku
3.2.11.5.6.3.

3.2.11.5.6.5.3. Curenje kulture iz Cestica tokom fermentacije

Curenje kulture odredivano je kao odnos broja slobodnih bakterija u fermentacionom

supstratu nakon fermentacije i ukupnog broja zivih ¢elija.
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. o broj zivih slobodnih ¢elija (CFU) x100%
urenje = broj zivih inkapsuliranih ¢elija (CFU) + broj Zivih slobodnih ¢elija (CFU) °

3.2.11.5.6.6. Odredivanje probiotskog karaktera

U ispitivanju prezivljavanja probiotskih bakterija u simuliranim uslovima u zelucu

koris¢ena je delimi¢no modifikovana metoda Prasad i sar. (1998).

Za ispitivanje uticaja kisele sredine na prezivljavanje bakterija koriS¢en je bujon
korigovane pH vrednosti 2,5 i 3,0. Korekcija pH vrednosti vrSena je dodavanjem 1M
rastvora HCI, nakon ¢ega je ovako pripremljen bujon sterilisan u autoklavu 30 min na
120 °C. Za ispitivanje uticaja prisustva zucnih soli na prezivljavanje bakterija, koris¢en
je sterilni bujon u koji je dodavan sterilni 10 % (m/v) rastvor govede Zuci, tako da je
konac¢na koncentracija govede Zuci u bujonu iznosila 0,3 % (m/v). pH vrednost ovako
pripremljenog bujona se kretala u opsegu 6,0 do 6,2. Kao kontrolni uzorak je koriséen

sterilni rastvor bujona pH vrednosti od 6,0 — 6,2.

U svaki od erlenmajera zasejavano je 2,0 % (v/v kada je u pitanju fermentacija
slobodnom kulturom i m/v kada je u pitanju fermentacija inkapsuliranom kulturom)
ispitivane kulture nakon fermentacije. Inkubacija je vrSena u termostatu na 37 °C pod
anaerobnim uslovima. Promena broja celija u uzorcima je pracena tokom 4 h, §to
odgovara maksimalnom zadrzavanju hrane u Zelucu (od 2 do 4 h). Broj ¢elija u svakom
od uzoraka je odredivan nakon serije razblazenja u fizioloSkom rastvoru Kohovom
metodom na agarnim plo¢ama (postupak opisan u Poglavlju 3.2.11.5.6.3.). Petri Solje su
inkubirane 48 h u termostatu na temperaturi 37 °C, nakon ¢ega su brojane izrasle

kolonije.

3.2.11.5.6.7. Odredivanje stabilnosti proizvoda tokom procesa ¢uvanja

Stabilnost proizvedenih napitaka pracena je odredivanjem klju¢nih parametara kvaliteta
(pH vrednosti, titracijske kiselosti 1 broja zivih Celija) tokom ¢uvanja na 4 + 1 °C u
vremenskom intervalu od 28 dana. Napici su pod sterilnim uslovima uzorkovani nakon
1, 7, 14, 21 i 28 dana i na osnovu odrdenih vrednosti parametara odreden je period u

kome napitak zadrzava zadovoljavajuci kvalitet.
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3.2.11.6. Dodatak peptida surutke u supstrat za fermentaciju radi ispitivanja
uticaja peptida na tok fermentacije

U sluc¢aju dodatka peptida ispitivana su dva supstrata za fermentaciju: mleko sa 0,5 %
mleéne masti proizvodaca Imlek d.o.0. i smeSa mleka i surutke opisana u Odeljku
3.2.11.2.3 s tom izmenom da je koriS¢ena surutka u prahu ¢ija priprema je opisana u
Odeljku 3.2.11.2.1. U ova dva supstrata za fermentaciju dodat je hidrolizat proteina
surutke dobijen pomoc¢u Proteinaze K, u procentu od 1, 3 i 5 % u odnosu na ukupan
sadrzaj proteina, kao 1 frakcija F4 hidrolizata Proteinaze K (molekulska masa manja od
3 kDa) takode u procentu od 1, 3 1 5 % u odnosu na ukupan sadrzaj proteina u supstratu
za fermentaciju. Na ovaj nacin dobijeno je ukupno 14 supstrata za fermentaciju

predtsavljenih u tabeli 6.

Tabela 6. Supstrati za fermentaciju u zavisnosti od po¢etnog supstrata i vrste i procenta

dodatka bioaktivnih peptida.

Sirovina/dodatak / 1% 3% 5% 1% 3% 5%
HPK- HPK-F4 HPK-F4 HPK HPK HPK
F4

Surutka + mleko Kontrola 1F4S 3 F4S 5 F4S 1HS 3HS 5HS
Mleko Kontrola 1 F4J 3 F4] 5 F4] 1HJ 3HJ 5HJ

3.2.11.6.1. Fermentacija mleka sa dodatkom peptida

Pasterizovano mleko sa 0,5 % mle¢ne masti proizvodac¢a Imlek d.o.o sa dodatkom
peptida kao $to je naznaceno u tabeli 6 u Odeljku 3.2.11.6. je zasejavano sa 6,0 % (v/v)
aktiviranog slobodnog mikroorganizma (Odeljak 3.2.11.4.1). Uzorci su zatim prenoSeni
u vodeno kupatilo u kome su inkubirani na temperaturi od 42 °C sve do postizanja pH ~
4,6, nakon Cega je fermentacija zaustavljana naglim hladenjem uzoraka. Promena pH

vrednosti je pracena sterilnim uzorkovanjem (3,0 mL) medijuma na svakih 1 h vremena.
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3.2.11.6.2. Fermentacija supstrata na bazi surutke sa dodatkom peptida

Pripremljena meSavine surutke i mleka sa dodatkom bioaktivnih peptida kao Sto je
naznaceno u tabeli 6 u Odeljku 3.2.11.6. je zasejavana odgovarajuCom koli¢inom
inokuluma koja je iznosila 6,0 % (v/v) aktiviranog slobodnog mikroorganizma (Odeljak
3.2.11.4.1.). Uzorci su zatim prenoSeni u vodeno kupatilo u kome su inkubirani na
temperaturi od 42 °C sve do postizanja pH = 4,6, nakon Cega je fermentacija
zaustavljana naglim hladenjem uzoraka. Promena pH vrednosti je pracena sterilnim

uzorkovanjem (3,0 mL) medijuma na svakih 1 h vremena.

3.2.11.6.3. Parametri kvaliteta fermentisanog napitka sa dodatkom proteina

3.2.11.6.3.1. Odredivanje pH vrednosti

Izvodi se kao §to je opisano u Odeljku 3.2.11.5.6.1.

3.2.11.6.3.2. Odredivanje titracijske kiselosti

Opisano u Odeljku 3.2.11.5.6.2.

3.2.11.6.3.3. Odredivanje broja zivih celija

Opisano u Odeljku 3.2.11.5.6.3

3.2.11.6.3.4. Antioksidativni kapacitet fermentisanog proizvoda

3.2.11.6.3.4.1. Odredivanje slobodno-radikalskog kapaciteta RSC (engl. Radical
Scavenging Capacity) pomo¢u DPPH radikala

U metodi odredivanja antioksidativne aktivnosti kao slobodan radikal koris¢en je 0,1
mM rastvor 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH) u 95,0 % metanolu. Rastvor je
pripreman neposredno pre testa i koriS¢en je svez. Uzorci pre i nakon fermentacije su
rastvarani u metanolu u odnosu 1:4 u slu¢aju fermentisanog napitka na bazi surutke i 1 :

3 u slucaju fermentisanog mleka, a zatim centrifugirani na 10.000 x g u trajanju od 20
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min. Nakon centrifugiranja 500 pL supernatanta mesano sa 1,0 mL metanola i 1,0 mL
rastvora DPPH. Sadrzaj epruvete je vorteksiran i ostavljan da stoji u mraku 30 min na
sobnoj temperaturi, nakon toga je vrSeno merenje apsorbance uzoraka na talasnoj duzini
517 nm. Kontrolni uzorak je sadrzao metanol umesto ispitivanog uzorka. Dobijeni
rezultat je izrazen kao procenat inhibicije DPPH radikala, koji zapravo predstavlja
procenat neutralizacije slobodnih DPPH radikala u odnosu na kontrolu i racunat
pomocu jednacine Kapacitet hvatanja slobodnih radikala racunat je na osnovu sledece
jednacine:

Ak — Aa

Ak

Inhibicija DPPH (%) = x100

Gde su: Ak — apsorbanca kontrolnog uzorka, Aa — apsorbanca uzorka.

3.2.11.6.3.4.2. ABTS test

Odredivana je aktivnost uzoraka pre i nakon fermentacije, po metodi i formuli opisanoj
u Odeljku 3.2.9.2..

3.2.11.6.3.4.3. FRAP test

Odredivana je aktivnost uzoraka pre i nakon fermentacije, po metodi i formuli opisanoj

u Odeljku 3.2.9.3.

3.2.11.6.3.5. Odredivanje ACE inhibitorne aktivnosti fermentisanog proizvoda

Radena je analiza uzoraka pre 1 posle fermentacije. Uzorkovan je fermentacioni supstrat

koji je razblazivan 10 puta. Metoda je opisana u Odeljku 3.2.10.

3.2.11.6.3.6. Odredivanje stabilnosti proizvoda tokom procesa ¢uvanja

Stabilnost proizvedenih napitaka procenjivana je odredivanjem kljucnih parametara
kvaliteta (pH vrednosti, titracijske kiselosti 1 broja Zivih ¢elija) kao antioksidaticnog
kapaciteta i redukcione snage tokom ¢uvanja na 4 = 1 °C u vremenskom intervalu od 28

dana. Napici su pod sterilnim uslovima uzorkovani nakon 1, 7, 14, 21 i 28 dana i na
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osnovu odrdenih vrednosti parametara procenjivan je maksimalni period u kome napitak

zadrzava zadovoljavajuéi kvalitet.

3.2.11.6.3.7. Probiotski karakter proizvoda

Metoda je opisana u Odeljku 3.2.11.5.6.6.

3.2.11.7. Dodatak bioaktivnih peptida u masni krem

Dodatak hidrolizata dobijenog pomo¢u proteinaze k i frakcije F4 ovog hidrolizata u
masni krem koji se koristi za punjenje konditorskih proizvoda, vrSena je u cilju
Ispitivanja poboljsanja karakteristika krema dodatkom bioaktivnih peptida. Dodatak u
krem vrSen je u koncentraciji od 5,0 % u odnosu na postoje¢i sadrzaj proteina u kremu
koji iznosi 11,0 %. Dalje je pristupano pracenju parametara nakon mesec i dva meseca
¢uvanja masnog krema u frizideru na temperaturi 4 £ 1 °C. Kontrolni uzorak
predstavljao je masni krem bez dodoatka bioaktivnih peptida. Ispitivani parametri su
antioksidativna aktivnost (DPPH, ABTS, Redukcioa moc), kao i ACE inhibitorna

aktivnost. Sve metode su prethodno opisane.

3.2.11.7.1. Antioksidativni kapacitet masnog krema

Antioksidativni kapacitet masnog krema vr$en je rastvaranjem 1 g masnog krema u 25
mL destilovane vode i tako rastvoreni uzorci su podvrgnuti metodi opisanoj u Odeljku
3.2.9.2. za inhibiciju ABTS radikala, odnosno Odeljak 3.2.9.3 za FRAP.

3.2.11.7.2. ACE inhibitorna aktivnost masnog krema

ACE inhibitorna aktivnost masnog krema vrsen je tako $to je 1g masnog krema
rastvoren u 25 mL destilovane vode i tako rastvoreni uzorci su podvrgnuti metodi

opisanoj u Odeljku 3.2.10.
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3.2.11.8. Dodatak hidrolizata proteina surutke u mle¢nu ¢okoladu

U rastopljenu mle¢nu ¢okoladnu masa dodato je 6,0 % WPC-a i hidrolizovanog WPC-a
dobijenog pomocu tripsina, dok je kontrolni uzorak predstavljala ¢okoladna masa bez
dodoataka peptida. Uradene su pretkristalizacije dobijenih ¢okoladnih masa na 29,0 °C.
Pretkristalizacija ¢okoladnih masa je izvedena u laboratorijskom pretkristalizatoru,
modifikovanom Brabenderovom farinografu. Tok pretkristalizacije se pratio indirektno
preko promene unutra$njeg otpora koji pruza masa pri mesanju i koji se registruje na
dijagramu vreme/otpor (Pajin, 2009). Primenjena je slede¢a temperatura
pretkristalizacije: 29,0 °C . Cokoladna masa je izlivena u forme dimenzija (60 x 30 x 6
mm) i ohladene u hladnjaku na temperaturi od 10,0 — 16,0 °C. U dobijenim ¢okoladama
je nakon stabilizacije od nedelju dana odreden: sadrzaja ukupnih polifenola i
antioksidativna aktivnosti, raspodela veli¢ine Cestica, reoloska ispitivanja i

teksturometrija cokolade.

3.2.11.8.1. Raspodela veli¢ine Cestica

Raspodela veli¢ina c¢vrstih Cestica u uzorcima odredena je koriS¢enjem uredaja
Mastersizer 2000, Malvern Instruments, UK (slika 16). Kao dispersant korisé¢eno je
suncokretovo ulje, u kojem je dispergovan uzorak. Najpre se za uzorak i dispersant
definiSu vrednosti indeksa apsorpcije 1 refrakcije. Zatim se pripremljen i dispergovan
uzorak u suncokretovom ulju unosi u mernu zonu instrumenta do adekvatne
obskuracije.

Parametri raspodele veli¢ina Cestica:

d(0,1) — 10 % zapremine uzorka je manje od x pum, a 90 % je vede od x pm.

d(0,5) — 50 % zapremine uzorka je manje od x um, a 50 % je vede od x pum.

d(0,9) — 90 % zapremine uzorka je manje od x um, a 10 % je vede od x pum.

dsr - srednji pre¢nik zapreminske raspodele

Specific surface area (m?/g) — ukupna povrsina &estica podeljena sa ukupnom masom
Cestica

Span — §irina raspodela
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Slika 16. Uredaj Mastersizer 2000, Malvern

3.2.11.8.2. Odredivanje teksturalnih osobina ¢okolade

U cilju odredivanja teksture Cokolade primenjena je metoda 3-Point Bending Rig
HDP/3PB na temperaturi 20 °C, na teksturometru TA.XT Plus (slika 17). Radni uslovi
su: merna ¢elija: 5 kg, temperatura 20 °C, brzina cilindri¢éne sonde pre analize: 1,0
mm/s, brzina cilindriéne sonde tokom analize: 3,0 mm/s, brzina cilindri¢ne sonde nakon
analize: 10,0 mm/s, udaljenost: 40 mm. Na radnu povrSinu smesta se osnova i pazljivo
ucvrsti pomocu Srafova koji se nalaze na ploci. Dva oslonca se podese na odgovarajucu
udaljenost tako da mogu da pridrzavaju uzorak. Podesava se polozaj koji omogucava da

noz bude podjednako udaljen od oba oslonca.

Slika 17. Uredaj teksturometar TE32

71



3.2.11.8.3. Odredivanje reoloskih osobina ¢okolade

Reoloska merenja izvedena su odredivanjem krivih proticanja na uredaju RheoStress
600, Haake. Prilikom ispitivanja uzoraka koris¢en je pribor Z20 DIN (cilindar). Krive
proticanja odredene su merenjem histerezisnih petlji (krive t—napon smicanja u
zavisnosti od D-brzine smicanja) u opsegu brzine smicanja od 0 - 60 1/s. Uzorak je
najpre temperiran 300 s na temperaturi 40°C. Brzina smicanja povecavana je od 0 - 60
1/s u trajanju od 180 sekundi, zatim je odrzavana 60 sekundi na maksimalnoj brzini od

60 1/s, a smanjivanje brzine smicanja od 60 - 0 1/s je trajalo 180 sekundi.

3.2.11.8.4. Odredivanje antioksidativnih svojstava ¢okolade

3.2.11.8.4.1. Odredivanje sadrzaja ukupnih polifenola

U 9,0 mL destilovane vode rastvoreno je 1,0 g ¢okolade. U epruveti je pomeSano 100
pL uzorka, 500 pL Folin-Ciocalteu reagensa i 6,0 mL destilovane vode. Nakon
vorteksiranja dodato je 2,0 mL 15 %-tnog rastvora Na,COs, rastvor je zatim dopunjen
do 10,0 ml destilovanom vodom, pa je ponovo vorteksiran. Absorbanca rastvora je
merena posle 2 h na 750 nm prema slepoj probi (umesto uzorka dodato je 100 pL ¢istog

rastvaraca).

Standardna kriva: Rezultati su izraZzeni kao mg galne kiseline (GAE) na g ¢okoladne
mase 1 izraCunati iz standardne krive. Za pripremanje standardne krive napravljena su
razredenja galne kiseline od 1-1500 pg/mL koja su kori$¢ena umesto uzoraka u opisanoj

metodi po Folin-Ciocalteu. Iz nadenih ekstinkcionih vrednosti konstruisana je kriva.

Dobijena jednacina standardne krive je: C(X) = (Y + 0.07823)/1.34577 R=0.98974

Gde su: Y- absorbanca rastvora na 750 nm, C(X) - mg GAE/mL uzorka.

3.2.11.8.4.2. Odredivanje sposobnosti neutralizacije DPPH radikala

U 8,0 mL destilovane vode rastvoreno je 2,0 g ¢okolade. Rastvoren uzorak ¢okolade
pomesan je sa metanolom u odnosu 1 : 3 i centrifugiran na 10000 x g, 10 minuta. U
900puL rastvora DPPH (0,1 mM rastvor 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil u 95,0 % metanolu)
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dodato je 100 pL supernatanta. Absorbanca rastvora je merena posle 30 min na 517 nm.
Kontrolni uzorak je metanol umesto ispitivanog uzorka. Dobijeni rezultat je izrazen kao

procenat inhibicije DPPH radikala, ra¢unat na osnovu sledece jednacine:

Ak — Aa

Inhibicija DPPH (%) = Ak

x100

Gde su: Ak — apsorbanca kontrolnog uzorka, Aa — apsorbanca uzorka.

3.2.11.8.4.3. Odredivanje sposobnosti neutralizacije ABTS radikala

Odredivana je aktivnost uzoraka pre i nakon fermentacije, po metodi i formuli opisanoj

u Odeljku 3.2.9.2.

3.2.11.8.5. Senzorne i teksturna svojstva cokolade

Senzorna i teksturna svojstva uzoraka su odredivane primenom QDA (engl. Qualitative
Data Analyses) metode. 20 nasumi¢no odabranih ucesnika (15 Zena i 5 musSkaraca
izmedu 30 i 55 godina starosti) je pozvano da ucestvuje u ocenjivanju senzornih
karakteristika uzoraka. Svaki ucesnik je dobio anketni list (prilog 4) sa 7 kriterijuma za
ocenu Cokolade (intezitet braon boje, sjaj povrSine, miris kakaoa, topivost, tvrdoca,
peskovitos, adhezivnost). Po 10,0 g testiranih uzoraka je servirano na beloj prostirci i
temperaturi 20,0 + 2,0 °C. Uc¢esnici su zamoljeni da zaokruze ocenu, na skali od 1 do 7

u anketnom listu, koja na najbolji nacin opisuje testirani uzorak.

3.2.12. Statisticka obrada eksperimentalnih podataka

Svi eksperimenti su izvedeni u triplikatu. Svi rezultati su predstavljeni kao srednja
vrednost + standardna devijacija za svako merenje. Prikom analize podataka, a u cilju
procene statistickog znacaja rezultata koriS¢ena je analiza varijanse (ANOVA). U
zavisnosti od broja parametara €iji je uticaj ispitivan za poredenje aritmetickih sredina,
koriS¢ena je jednostruka (One-way ANOVA) ili dvostruka analiza varijanse (Two-way
ANOVA) sa naknadnim Tukey testom. Razlike u vrednostima su smatrane statisti¢ki

znacajnim ukoliko je p vrednost bila manja od 0,05 (p < 0,05).
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4. REZULTATI | DISKUSIJA

4.1. Dobijanje i svojstva proteina i peptida surutke

4.1.1. Stepen hidrolize i tehnoloska svojstva hidrolizata

Vodeni rastvor koncentrata proteina surutke je hidrolizovan pomocu tri vrste proteaza u
cilju cepanja proteina i otpustanja bioaktivnih peptida. Tokom 60 minuta hidrolize
postignut je razli¢it stepen hidrolize (slikal8). Za stepen hidrolize je karakteristicno da
ima najveci porast na pocetku hidrolize u prvih 30 do 60 minita, a da nakon toga
gradijent njegovog rasta drasticno opada (Correa i sar., 2014; Dryakova i sar., 2010;
Graszkiewicz i sar., 2010; Mullally i sar., 1997; Spellman i sar., 2003), §to se uocava i u
ovom radu. Stepen hidrolize dobijen pomocu tripsina je 10,47 £ 0,19 % Sto je 1,12 puta
vece U odnosu na stepen hidrolize dobijen pomoc¢u termolizina, dok je stepen hidrolize
dobijen pomocu proteinaze k pod istim uslovima znacéajno veéi od oba (1,21 puta veci u
odnosu na DH dobijenog pomoc¢u termolizina, a 1,36 puta ve¢i u odnosu na DH
dobijenog pomocu tripsina).
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Slika 18. Stepen hidrolize (DH) tokom 1h hidrolize WPC-a pomo¢u proteinaze k
(E/S=1 %), termolizina (E/S=1 %), i tripsina (E/S=5 %).
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Tabela 7. Prose¢ni stepen duzine peptidnih lanaca tokom hidrolize proteina surutke
razli¢itim enzimima pri pH 8,0 temperaturi od 37 °C u trajanju od 60 min, racunato u

odnosu na stepen hidrolize

O,min 5 min 10,min 20, min 30, min 45, min 60, min

Tripsin / 27,94 18,61 13,77 12,34 10,65 9,55
Termolizin / 35,08 23,81 17,24 13,33 11,25 10,72
Proteinaza k / 22,72 15,62 11,49 9,53 8,45 7,89

U tabeli 7 prikazan je prose¢an stepen duZine lanaca peptida (APCL) u hidrolizatu,
izracunat u odnosu na stepen hidrolize po metodi opisanoj u Odeljku 3.2.3. Uo¢avamo
da je prosecan stepen duzine peptidnih lanaca hidrolizata dobijenog pomocu proteinaze
k znacajno kra¢i nego u slucaju hidrolize tripsinom i termolizinom. Medusobni odnosi
prose¢nih duzina peptidnih lanaca hidrolizata su identi¢ni odnosima njihovih stepena

hidrolize i stoga ih nije potrebno posebno analizirati.

Stepen hidrolize je znacajan parametar kKarakterizacije hidrolizata, jer je u direktnoj vezi
sa prose¢nim stepenom duzine lanaca dobijenih peptida i molekulskom masom peptida,
S§to igra vaznu ulogu u ispoljenim svojstvima peptida (tehnoloskoim i bioloskim) i
njihovoj mogucoj primeni kao dodataka prehrambenim proizvodima. Medutim,
hidrolizati sa sli¢nim ili istim DH i APCL mogu imati potpuno drugaciju raspodelu
peptida razli¢itth molekulskih masa, a samim tim 1 sasvim drugacija tehnoloska 1
bioloska svojstva. Enzimska hidroliza proteina ima veliki uticaj na tehnoloSka svojstva

proteina (Diniz i Martin, 1997; Adebiyi i sar., 2008).

4.1.1.2. Rastvorljivost

Rastvorljivost hidrolizata i rastvora WPC-a odredivana je po metodi opisanoj u Odeljku
3.2.6.1. Sa slike 19 moze se videti da svi ispitivani uzorci imaju veoma dobru
rastvorljivost pri svim ispitivanim vrednostima pH s$to je u skladu sa predhodnim
istrazivanjima (Palatnik i sar., 2015; Sanmartin i sar., 2013). Ocekivano je da
rastvorljivost hidrolizata raste sa stepenom hidrolize (Diniz i Martin, 1997; Pokora i

sar., 2013). Rastvorljivost je najznacajnije Svojstvo peptida, odreduje moguénost
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primene u prehrambenim proizvodima i u direktnoj je vezi sa hidrofobnoscu,
emulgujué¢im svojstvima, sposobnosti penjenja i sl. (Turgeon i sar., 1991; Walstra,
2003).
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Slika 19. Stepen rastvorljivost nehidrolizovanog uzorka (WPC), hidrolizata dobijenog
pomocu tripsina (HT), hidrolizata dobijenog pomocu termolizina (HTH) i hidrolizata
dobijenog pomocu proteinaze k (HPK), u vodi, na sobnoj temperaturi pri razli¢itim pH

vrednostima.

Iz prikazanih rezultata izvodi se zakljucak da su protein-voda interakcije izraZenije u
svim uzorcima u odnosu na protein-protein interakcije. Nehidrolizovani uzorak ima
statisticki znac¢ajno nizi stepen rastvorljivosti u odnosu na hidrolizovane uzorke. Razlika
u rastvorljivosti je najizrazenija pri pH 4 kada WPC ima najniZu rastvorljivost (oko 85
%). Najvisa rastvorljivost WPC ispoljava pri pH 6,0 i 8,0, §to je u skladu sa rezultatima
prikazanim u radu Lassissi i sar. (2014) gde se prikazuje porast rastvorljivosti WPC pri
pH 8,0. HT pokazuje statisticki znac¢ajno bolju rastvorljivost u odnosu na WPC pri svim
ispitivanim vrednostima pH. Najbolju rastvorljivost uzorak HT kao i WPC ima na pH
6,0 i 8,0. Hidrolizat dobijen pomocu termolizina ima statistiCki znacajno bolju
rastvorljivost od WPC-a na svim ispitivanim vrednostima pH, a od uzorka HT na pH
4,01 6,0, dok HT ima bolju rastvorljivost od HTH na pH 2,0, 8,0 i 10,0. HPK pokazuje
najbolju rastvorljivost u odnosu na sve ispitivane uzorke na svim ispitivanim pH
vrednostima. Rezultati pokazuju da pH ne utice statisticki znacajno na rastvorljivost

uzorka HPK s obzirom da je razlika u najvisoj i najnizoj rastvorljivosti 1,55 %. Kod
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uzorka HTH razlika izmedu najvecée i najmanje rastvorljivosti je 2,98 %, kod uzorka HT
2,22 %, dok je kod nehidrolizovanog uzorka ta razlika 9,00 %.

4.1.1.2. Kapacitet vezivanja vode

Kapacitet vezivanja vode je odredivan po metodi opisanoj u Odeljku 3.2.6.2. Na slici 20
moze se videti da WPC ima statisti¢ki znacajno (p < 0,05) manji kapacitet vezivanja
vode od hidrolizata. Voda moze biti ,,vezana“ od strane proteina i peptida na nac¢in da su
molekuli vode fizi¢ki ,,zarobljeni® izmedu molekula peptida, ali uglavhom je voda
vezana za peptide vodoni¢nim vezama (Slika 2), tako da je sli¢nost kapaciteta vezivanja
vode i rastvorljivosti oCekivana. Kapacitet vezivanja vode je bitan parametar u
karakterizaciji peptida i iz prikazanih rezultata moZemo zakljuciti da nehidrolizovani
uzorak ima dobar kapacitet vezivanja vode, $to je u saglasnosti sa rezultatima
prikazanim u radu Cassiani i sar. (2013), a da se hidrolizom ovo svojstvo peptida
znacajno poboljsava i kapacitet vezivanja vode se povecava sa 82,0 £ 1,2 % koliko je za
nehidrolizovani uzorak na ¢ak 97,0 + 1,0 % koliko je za analizirane hidrolizate. Ovakvo
svojstvo hidrolizata moze se pripisati povec¢anju dostupnosti polarnih jonizujucih grupa

usled hidrolize.
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Slika 20. Kapacitet vezivanja vode (%): nehidrolizovanog uzorka (WPC), hidrolizata
dobijenog pomocu tripsina (HT), hidrolizata dobijenog pomo¢u termolizina (HTH) i
hidrolizata dobijenog pomocu proteinaze k (HPK)

77



4.1.1.3. Kapacitet vezivanja ulja

Metoda odredivanja kapaciteta vezivanja ulja opisana je u Odeljku 3.2.6.3. Na slici 21
se moze uociti da je kapacitet vezivanja ulja bez znacajne razlike kod svih uzoraka.
Kapacitet vezivanja ulja zajedno sa kapacitetom vezivanja vode i rastvorljivos¢u daje
bitnu informaciju kod primene proteina surutke u proizvodima u kojima se tradicionalno
koristi meso i proteini mesa. Peptidi sa dobrim kapacitetom vezivanja vode i ulja
predstavljaju dobru sirovinu za zamenu mesnih proteina §to omogucéava spravljanje
proizvoda unapredenih nutritivnih svojstava koji su ujedno pogodni za ishranu
vegetarijanaca ili u slucaju surutkinih proteina laktovegetarijanaca. Iz prikazanih
rezultata moze se zakljuciti da hidroliza nema statisticki znacajan uticaj na kapacitet

vezivanja ulja proteina i peptida surutke
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Slika 21. Kapacitet vezivanja ulja (%): nehidrolizovanog uzorka (WPC), hidrolizata
dobijenog pomocu tripsina (HT), hidrolizata dobijenog pomo¢u termolizina (HTH) i

hidrolizata dobijenog pomocu proteinaze k (HPK)

4.1.1.4. Hidrofobnost

Hidrofobnost uzoraka odredivana je po metodi opisanoj u Odeljku 3.2.6.7. Hidrofobnost
peptida i proteina u direktnoj je vezi sa rastvorljivos¢u molekula i1 kapacitetom
vezivanja vode. Hidrofobniji rastvori imaju manju rastvorljivost i manji kapacitet
vezivanja vode. Na slici 22 moze se uociti da je najhidrofobniji nehidrolizovani uzorak,
koji ima najmanju rastvorljivost (slika 19) i kapacitet vezivanja vode (slika 20). Poznato
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je da veli¢ina molekula takode igra znaCajnu ulogu pri ispoljavanju hidrofobnosti.
Veliki molekuli su uglavnom hidrofobniji, jer su vodoni¢ne veze pretezno ,,zauzete*
stabilizacijom nativnog oblika molekula (Lassissi i sar., 2014). Ako uporedimo
prosecnu duzinu peptidnih lanaca i ispoljenu hidrofobnost, videCemo da prikazani
uzorci odstupaju od ovog pravila. Pored ocekivano najizraZzenije hidrofobnosti
nehidrolizovanog uzorka, slede¢i najhidrofobniji uzorak je HPK koji ima najmanju
prose¢nu duzinu peptidnih lanaca, zatim hidrolizat dobijen pomocu termolizina, pa
hidrolizat dobijen pomocu tripsina. Razlog ovakvog ponasanja rastvora hidrolizata treba
traziti u specificnim mestima cepanja proteina karakteristicnim za svaki enzim, ali i
razli¢itoj raspodeli peptida razli¢itih molekulskih masa u hidrolizatima sa istom ili

slicnom prosec¢nom vrednosti molekulskih masa odnosno duzinom peptidnih lanaca.
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Slika 22. Stepen hidrofobnosti nehidrolizovanog uzorka (WPC), uzorka hidrolizovanog
pomocu tripsina (Tripsin), uzorka hidrolizovanog pomo¢u termolizina (Termolizin) i
uzorka hidrolizovanog pomoc¢u proteinaze k (Prot. K) izrazen preko koli¢ine veza

ostvarenih sa reagensom bromfenol plavo

Rezultati pokazuju da hidroliza proteina surutke utice na drastican pad hidrofobnosti
uzorka. Tako je nehidrolizovani uzorak ¢ak 11,79 puta hidrofobniji od hidrolizata
dobijenog pomocu tripsina, 3,10 puta hidrofobniji od hidrolizata dobijenog pomocu
termolizina i 2,46 puta hidrofobniji od hidrolizata dobijenog pomocéu proteinaze k.

Vazno je napomenuti, da nije uvek sluc¢aj da se hidrolizom smanjuje hidrofobnost
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peptida. Neki enzimi zbog cepanja molekula na specificnim mestima uti¢u na poveéanje

stepena hidrofobnosti nakon hidrolize (Correa i sar., 2014).

4.1.1.4. Sposobnost stvaranja pene i stabilnost pene

Sposobnost stvaranja pene je kod nekih proizvoda pozeljna, dok je kod nekih apsolutno
nedopustiva. Proizvodi kao Sto su razli¢iti kremovi i nadevi za torte i kolace kao i
razli¢ita testa zahtevaju Cvrstu 1 stabilnu penu. Prehrambeni proizvodi cesto
podrazumevaju prevodenje ,,mokre* pene u ,,suvu* penu, kao Sto je slucaj kod hleba 1
drugog peciva, gelastih struktura poput gelastih dezerta i razlicitih kremova kao Sto je
,marshmallow* (Foegeding i Davis, 2011). Dobro penjenje nije uvek pra¢eno i dobrom
postojanosti pene. Stabilnost pene i sposobnost stvaranja pene odredivana je po metodi

opisanoj u Odeljku 3.2.6.4.

Il Sposobnost stvaranja pene
[ Stabilnost pene
80 | L
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Sposobnost stvaranja pene, (%)

WPC HT HTH HPK

Slika 23. Sposobnost stvaranja pene tokom 1 minuta intenzivnog mesanja i stabilnost
pene nakon 30 minuta mirovanja na sobnoj temperaturi za 10 % (m/v) rastvor
koncentrata proteina surutke (WPC), hidrolizata dobijenih pomoc¢u: tripsina (HT),
termolizina (HTH) i proteinaze k (HPK)

Sa slike 23 se moze uociti da WPC ima najloSiju sposobnost stvaranja pene, kao i
stabilnost formirane pene, za razliku od pene koju stvaraju hidrolizati dobijeni pomoc¢u
tripsina i termolizina. Hidrolizat dobijen pomocu proteinaze k ima bolju sposobnost
stvaranja pene nego WPC, ali je pena veoma nepostojana. Hidrolizat dobijen pomoc¢u

termolizina ima najbolju sposobnost stvaranja pene (za 35,71 % bolju od WPC, za 19,04
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bolju od HPK i za 10,71 % bolju od HT), a stabilnost pene je bolja u odnosu na uzorak
WPC (za 36,86 %) i HPK (za 35,88 %), medutim hidrolizat dobijen pomocu tripsina
iako ima nesto loSiju sposobnost stvaranja pene od HTH, ima znatno bolju postojano$¢u
pene. Uzorak HT ima najbolju stabilnost pene u odnosu na sve testirane uzorke, pa tako
ima za 4,03 % bolju stabilnost pene od HTH, za 39,85 % od HTK i za 40,83 % od
WPC.

Na stabilnost pene kao i na stvaranje pene utice duzina molekula peptida. U radu
Lassissi i sar. (2014) prikazana je zavisnost sposobnosti stvaranja pene i stabilnosti pene
od duzine molekula peptida. Najbolju stabilnost pene pokazala je frakcija hidrolizata sa
peptidima izmedu 5 1 10 kDa, dok je najlo$iju stabilnost kao 1 sposobnost stvaranja pene
pokazala najmanja frakcija hidrolizata (ispod 5 kDa). Sli¢na zavisnost dokazana je i u
ovom istrazivanju gde hidrolizat sa najmanjom prose¢nom duzinom lanaca peptida ima
1 najlosiju sposobnost stvaranja pene (HPK), a hidrolizat sa najveCom prosecnom
duzinom lanaca peptida ima najbolju sposobnost stvaranja pene (HTH) pene, ali ne i
stabilnost pene. Ovom gradacijom ocekivalo bi se da najveci proteini (nehidrolizovani)
imaju i najbolje karakteristike, ali to nije sluc¢aj. Kao Sto suviSe kratki molekuli nemaju
sposobnost da stabilizuju sistem voda-vazduh, tako i suviSe veliki molekuli imaju
smanjenu mogucénost da doprinesu stabilizovanju ovog sistema (Lam i1 Nickerson 2015.,
Lassissi i sar. 2014). Koliko je stabilnost pene bitna opisano je u nekim prethodnim
radovima, gde je prikazan postupak spravljanja tipi¢nog spuzvastog peciva za torte
,»angel food cake“ sa proteinima surutke umesto proteina jaja. Testo je dostiglo zeljenu
penastu strukturu i maksimalnu visinu, ali je tokom pecenja naglo splasnulo (DeVilbiss
i sar., 1974; Pernell isar., 2002). Isto se desilo i sa testom u kome je 25 % proteina
jaja zamenjeno proteinima surutke (slika 24) (Berry i sar., 2009).

Slika 24. Presek testa za tortu napravljenog po tradicionalnom receptu sa proteinima
jaja-levo i kombinacijom protina jaja i proteina surutke u odnosu 75 : 25 —desno (Berry
i sar., 2009)
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lako HTH ima najbolju sposobnost stvaranja pene, HT je pokazao najbolju stabilnost
pene i zato mozemo reé¢i da hidrolizat dobijen pomocu tripsina ima najbolje
karakteristike kada je penjenje u pitanju i da je stoga najpogodniji kao dodatak u

proizvode Kkoji zahtevaju penastu strukturu.

4.1.1.5. Emulgujuéa svojstva

Ono sto je stvaranje pene za sistem vodeni rastvor — gas, to su emulgujuca svojstva za
sistem vodeni rastvor — ulje. Emulgujuca svojstva predstavljaju sposobnost rastvora da
se mesa sa uljanom fazom. Sto su svojstva emulgovanja izraZenija, veéa je sposobnost
rastvora da se meSa sa uljima. Ova osobina je bitna kod spravljanja prehrambenih
proizvoda sa znacajnim udelom ulja i gde je neophodno mesanje uljane i vodene faze
kao $to je slu¢aj kod majoneza kada su u pitanju prehrambeni proizvodi ili veéina krema
i losiona kada je u pitanju kozmetika. Kao i kod stvaranje pene, tako i kod emulgovanja,
bitnu ulogu igra duzina peptidnih lanaca. Sa pove¢anjem stepena hidrolize smanjuje se
prose¢na duzina lanaca peptida. Ovo smanjenje uti¢e povoljno na emulgujuéa svojstva
kao 1 na stvaranje pene do odredene granice kada ti peptidi postaju suviSe mali da bi
efikasno stabilizovali granicu faza (Souissi i sar., 2007). Suvis$e mali molekuli sa slabom
ampfipatskom sposobnos¢u (molekuli koji poseduju i hidrofobnu i hidrofilnu osobinu
odnosno grupu) destabilizuju emulziju (Pokora i sar., 2013). Turgeon i sar. (1991) su
pokazali da produZena hidroliza drasticno redukuje emulgujuéa svojstva proteinskih
rastvora. Emulgujuca svojstva u ovom radu odredivana su po metodi opisanoj u Odeljku
3.2.6.5.

Na slici 25 moze se videti da najbolji emulgujuéi indeks aktivnosti ima hidrolizat
dobijen pomocu termolizina, nesto slabiji je EAI nehidrolizovanog uzorka, dok su HPK
I HT priblizno jednake emulgujuce sposobnosti i ¢ak 1,56 puta odnosno 1,45 puta manji
od EAIl uzorka HTH. Nakon 10 minuta EAI opada, ali medusobni odnos EAI uzoraka
ostaje priblizno isti (HTH ima najvis$i EAIL nesto nizi ima WPC, zatim sledi HT 1 najnizi
HPK). Nakon 24 h dolazi do drasti¢énog pada EAI kao i do promene odnosa indeksa
medu uzorcima. Tako je EAI nehidrolizovanog uzorka nakon 24 h opala za 51,04 %,

uzorka HT za 47,09 %, uzorka HTH za 72,16 %, a uzorka HPK za 84,76 %. Kako je
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EAI uzorka HTH opao za ¢ak 72,16 %, on postaje drugi najlosiji uzorak. WPC pokazuje
najvisi EAI nakon 24 h, HT pokazuje 1,26 puta manji indeks, HTH 1,66 puta, a HPK
4,75 puta manji EAl od WPC. Medutim, kao i u slu¢aju pene, stabilnost emulzije igra
bitniju ulogu od samog emulguju¢eg indeksa aktivnosti. Pa tako, nakon 10 min
najstabilniju emulziju ima HT sa ESI 1,57 puta ve¢im od ESI uzorka WPC, 1,47 puta
veé¢im od ESI uzorka HTH i 2,06 puta ve¢im ESI od uzorka HPK. Nakon 24h ESI svih
uzoraka oc¢ekivano opada, medutim indeks ne opada istim intenzitetom kod svih
uzoraka. Najstabilniju emulziju nakon 24h i dalje ima hidrolizat dobijen pomocu
tripsina, a odmah posle njega po stabilnosti je WPC koji ima 1,08 puta manji ESI, zatim
HTH sa 1,54 puta manjim ESI i HPK sa 2,39 puta manjim ESI od HT. Rezultati u ovom
radu jasno ukazuju da najbolja emulgujuca svojstav ispoljava uzorak HT. Hidrolizat
dobijen pomocu tripsina ima najoptimalniju duzinu lanaca peptida i najuspesSnije
stabilizuje emulziju, dok HPK ima suviSe kratke peptide S$to nepovoljno uti¢e na
emulgujuca svojstva i stabilnost pene. Sli¢no je prikazano u radu Lassissi i sar. (2014)
gde su ispitivana emulgujuéa svojstva nehidrolizovanog uzorka i1 frakcija nakon
hidrolize. Najbolja emulgujuca svojstva i najvecu stabilnost emulzije imala je frakcija
hidrolizata sa peptidima ve¢im od 50 kDa. Manje frakcije ( ispod 5 kDa, izmedu 5 i 10
kDa, kao i izmedu 10 1 50 kDa), pokazale su izuzetno malu sposobnost emulgovanja,
manju nego nehidrolizovani uzorak. Navedeno u pomenutom radu potvrduje zakljucak
da suviSe kratki molekuli peptida nemaju mogucénost da stabilizuju granicu faza.
Medutim, posmatranje sposobnosti emulgovanja i stvaranja pene samo preko prosecne
duzine peptidnih lanaca i stepena hidrolize nije dovoljno. Kao $to je prikazano na slici
3. odredeni delovi proteina su odgovorni za stabilizaciju granice faza i kod velikih
proteinskih lanaca ti delovi Cesto zbog tercijarne i kvaterarne strukture proteina nisu u
mogucnosti da reaguju sa povrS§inom mehura ili uljane kapljice. Hidrolizom se neki od

3

tih delova ,,0slobadaju® 1 omogucavaju da deluju na granici faza $to je slucaj kod
hidrolize tripsinom, dok u nekim slucajevima dolazi do cepanja upravo tih delova ili
hidrolize na takvom mestu da nastali peptid poprima formu pri kojoj mesto koje je bilo
dostupno za stabilizaciju granice faza u molekupu proteina, sada to prestaje da bude, Sto

je verovatno slucaj kod hidrolizata dobijenog pomocu proteinaze k i termolizina.
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Slika 25. Emulguju¢i indeks aktivnosti (EAI) nakon 1 minuta intenzivnog vorteksiranja
kao 1 10 min 1 24h nakon vorteksiranja i emulguju¢i indeks stabilnosti (ESI) 10 minuta 1
24 h nakon 1 minuta vorteksiranja za 10 % (m/v) rastvor koncentrata proteina surutke
(WPC), hidrolizata dobijenih pomocu tripsina (HT), termolizina (HTH) i proteinaze k
(HPK)

4.1.1.6. Digestibilnost

Digestibilnost je svojstvo peptida koja ima klju¢nu ulogu u odredivanju mogucénosti
iskori§¢enja bioaktivnih peptida kojima se proizvod obogacuje. Odredivanje stepena

digestibilnosti izvedeno je po metodi opisanoj u Odeljku 3.2.6.5.

Sa slike 26 moze se uoditi da najbolju digestibilnost imaju hidrolizati dobijeni pomocu
proteinaze k i termolizina, dok najloSiju digestibilnost ima nehidrolizovani uzorak.
Naime uzorak HPK pokazuje digestibilnost od oko 94 %, a uzorak HTH svega 2 % nizi
procenat. Uzorak HT pokazuje za 28 % slabiju digestibilnost, a WPC za oko 40 %
slabiju digestibilnost u odnosu na uzorke HPK i HTH. Veliki uticaj na digestibilnost
ima raspodela peptida razlic¢itih molekulskih masa po frakcijama, $to je prikazano dalje
u tekstu (tabela 9, Odeljak 4.1.2.). Kako HPK ima ubedljivo najzastupljenije frakije
ispod 3kDa (62,96 + 2,82 %), a HTH 53,59 + 2,19 % tako i pokazuju najbolju
digestibilnost. Mnogi istrazivaci su dokazali da peptidi malih molekulskih masa u koje
spadaju peptidi molekulske mase ispod 3 kDa gotovo nepromenjeno prolaze

gastrointestinalni sistem zadrzavajuéi veéinu svojih bioloskih aktivnosti (Boza i sar.,
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2000; Ismail i Gu, 2009). Takode, ovako mali molekuli nemaju smetnje pri prolasku
kroz zid tankog creva i lako dospevaju do celija gde ispoljavaju svoju bioaktivnost.
Vazno je napomenuti, da je ovo uproS¢ena metoda odredivanja digestibilnosti koja se
koristi u svrhu opisivanja tehnoloskih svojstava peptida i simulira samo intenstinalnu
digestiju, dok se za opisivanje digestije kod odredivanja bioloskih karakteristika peptida

koristi slozenija metoda koja obuhvata i zeluc¢anu digestiju pepsinom.

100 <
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Slika 26. Digestibilnost nehidrolizovanog rastvora proteina surutke (WPC) i hidrolizata

dobijenog pomocu tripsina (HT) termolizina (HTH), proteinaze k (HPK)

4.1.1.7. Zakljucak

Tehnoloska svojstva proteina i hidrolizata surutke predstavljaju vazno svojstvo sirovina
radi moguceg koriS¢enja u prehrambenoj 1 kozmetickoj industriji. Prikazana tehnoloska
svojstva jasno upuéuju na mogucnost primene hidrolizata proteina surutke kao dodataka
u prehrambene proizvode radi poboljsanja njihovih nutritivnih i tehnoloskih
karakteristika. Hidrolizati koji pokazuju najbolju sposobnost stvaranja pene i
postojanosti pene predstavljaju dobre dodatke u proizvode poput razli¢itih slatkih
kremova koji se koriste u proizvodnji konditorskih proizvoda, kolaca i torti, kao i u
proizvodnji pekarskih proizvoda koji zahtevaju prozrac¢nost i mekocu testa. Hidrolizati
koji pokazuju dobra emulgujuca svojstva, kao i kapacitet vezivanja ulja predstavljaju
dobre dodatke u razli¢ite dresinge za salate kao 1 masne kremove poput majoneza ili

nekih slatkih masnih kremova koji se koriste u spravljanju konditorskih proizvoda.
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Takode, ova karakteristika omogucava njihovo koris¢enje u formulaciji razlicitih krema
i losiona u kozmetickoj industriji. Proteini i peptidi sa izrazenim kapacitetom vezivanja
vode i ulja predstavljaju dobru zamenu za mesne proteine u prehrambenim proizvodima.
Zbog svojih tehnoloskih svojstava proteini surutke predstavljaju bolji dodatak u
proizvodnji peciva poput biskvita i mafina. Naime, utvrdeno je da biljni proteini
predstavljaju jeftin izvor proteina za obogacivanje ove vrste proizvoda (Chavan i
Kadam, 1993), medutim dodatak ovih proteina je ograni¢en na 10 — 12 % zbog
nepovoljnog uticaja na teksturu proizvoda, $to nije slucaj za proteine surutke (Jisha i
Padmaja, 2011). Wronkowska i sar. (2014) utvrdili su granicu od 20 % dodatka proteina
surutke u pekarske proizvode od pSenice 1 pSenica-raz, a da se ne narusi tekstura
proizvoda. U tabeli 8 prikazana su neka od moguéih Koris¢enja hidrolizata i proteina

surutke radi obogaéivanja i poboljSanja nutritivnih i tehnoloslih svojstava proizvoda.

Tabela 8. Ispitivana i predloZena primena proteina surutke kao dodatak u prehrambenim
proizvodima

Dodatak

Proizvod

Referenca

Nehidrolizovani proteini
surutke
Koncentrat proteina kozje
surutke

Koncentrt proteina surutke

WPC
Hidrolizat dobijen pomoéu
tripsina
Hidrolizat dobijen pomoéu
tripsina
Hidrolizat dobijen pomoéu
tripsina uz dodatak alginata
WPC uz dodatak alginata

Mafin i biskvit od kasavinog
brasna

Dresing
Dodatak u pekarske proizvod
od psenice i pSenica-raz
Dodatak u jogurt
Mafin, biskvit, kora za torte
Dresing

Inkapsulacija probiotika

Inkapsulacija probiotika

Jisha i Padmaja (2011)

Palatnik i sar. (2015)

Wronkowska i sar. (2015)

Matumoto-Pintr i sar. (2011)
Krunié

Kruni¢

Kruni¢

Krunié¢

Dodatak nehidrolizovanih proteina surutke predstavljaju dobru zamenu za proteine jaja
pri proizvodnji biskvita i mafina od brasna kasave Cija je receptura prevashodno

osmisljena u odnosu na potrebe osoba koje pate od gojaznosti i dijabetesa nekog vida
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alergije na proteine jaja, kao i vegetariance (Jisha i Padmaja, 2011). Takode, proteini
surutke ne samo da predstavljaju adekvatanu zamenu za proteine jaja, ve¢ utiCu i na
poboljsanje nutritivnih svojstava usled boljih nutritivnih svojstava proteina surutke u

odnosu na proteine jaja

Rezultati dobijeni tokom ovog istrazivanja pokazuju da bi hidrolizat dobijen pomocu
tripsina bio odlicna zamena za proteine jaja u pecivima poput biskvita, mafina,
,vazduSastih® kora za torte i slicnih pekarskih proizvoda usled dobrih svojstava

penjenja i stabilnosti pene.

Koncentrat proteina kozje surutke moguce je koristiti u formulaciji dresinga za salate
usled dobrih tehnoloskih svojstava poput rastvorljivosti, kapaciteta vezivanja vode i ulja
i emulgujuéih svojstava (Palatnik i sar., 2015). Porede¢i dobijene rezultate u ovom
istrazivanju sa Svojstvima dresinga iz rada Palatnik i sar. (2015) moze se zakljuciti da bi
uzorak sa najboljim svojstvima za primenu dresinga bio hidrolizat dobijen pomocu
tripsina koji je pokazao najbolja emulgujuéa svojstva, s obzirom da svi uzorci pokazuju

odli¢nu rastvorljivost i kapacitet vezivanja vode 1 ulja.

Proteini surutke su okarakterisani kao GRAS (engl. Generally Recognized As Safe)
sirovine, a poseduju i dobra senzorna svojstva. Ovi proteini poseduju sposobnost
geliranja, samoumrezavanja 1 vezivanja manjih molekula §to ih ¢ini dobrim matriksom
za inkapsulaciju bioaktivnih komponenata ili probiotika (Li i Nie, 2016). Primena
nehidrolizovanih proteina surutke i hidrolizata dobijenog pomocu tripsina kao matriksa

za inkapsulaciju probiotskih bakterija opisana je u Odeljku 4.2.3.

Dodatak proteina surutke u jogurt u koncentraciji od 10 % u odnosu na ukupan sadrzZaj
proteina u mleku c¢ija fermentacija se vrsi, dovodi do poboljsanja nekih od svojstava
jogurta poput teksture jogurta i smanjenja sinerezisa, dok dodatkom hidrolizovanih

proteina surutke postignuti su jos bolji rezultati (Matumoto-Pintr i sar., 2011).

4.1.2. Ultrafiltracija i bioloska svojstva proteina surutke, hidrolizata i

ultrafiltracionih frakcija hidrolizata

Razli¢iti enzimi poseduju sposobnost cepanja proteina na razli¢itim mestima, Sto vodi

razli¢itosti u bioloSkim aktivnostima dobijenih peptida. Nekada se deSava da pojedini
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enzimi tokom hidrolize znatno naruse prvobitnu bioaktivnost molekula, ali i da
naknadnom hidrolizom nekim drugim enzimom dode do povecanja te bioaktivnosti ne
samo do prvobitnog nivoa, nego i preko njega (Ma i Xiong, 2009). U ovom radu
prikazane su antioksidativne i antihipertenzivne aktivnosti nehidrolizovanih proteina
surutke, tri vrste hidrolizata i njihovih frakcija pomocu tri metode, a Sve sa ciljem izbora
najadekvatnijeg uzorka za dodatak u prehrambeni proizvod radi povecanja

funkcionalnosti istog.

HPK  HTH HT WPC

- Imunoglobulini
- Laktoferin
-BSA

- (I.S:—knzein
- aSl-kazein
. B—knzem

- x-kazein

' = B-laktoglobulin

‘ - da-laktoalbumin

A | ———.

Slika 27. Promena sastava rastvora 10 % (m/v) proteina surutke-WPC nakon hidrolize
tripsinom-HT, termolizinom-HTH i proteinazon k-HPK.

Nakon jednocasovne hidrolize WPC-a i inaktivacije enzima, hidrolizati i
nehidrolizovani uzorak podvrgniti su procesu razdvajanja peptida na osnovu molekulske
mase metodom elektroforeze. Elektoforeza je vrsena po metodi opisanoj u Odeljku 3.2.8
Na slici 27 prikazani su rezultati elrktoforeze. Na slici se jasno vidi da je hidroliza
pomoc¢u sva tri koris¢ena enzima dovela do drasticne redukcije molekulske mase
proteina prisutnih u uzorku WPC. Uocene karakteristi¢ne trake kod uzorka WPC
hidrolizovane su na manje molekule peptida i nisu uo¢ljive kod uzoraka HT, HTH i
HPK.
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Hidrolizovani i nehidrolizovan uzorak dalje su podvrgnuti procesu ultrafiltracije sa
ciljem odredivanja udela peptidnih frakcija, kao i odredivanja bioaktivnosti datih
ultrafiltracionih frakcija. Ultrafiltracija uzorka vrSena je po proceduri opisanoj u
Odeljku 3.2.7.

molekulskih masa u odnosu na nehidrolizovani uzorak. U nehidrolizovanom uzorku

U tabeli 9 moZemo uoditi znaCajan porast peptidnih frakcija malih

dominantna je frakcija molekula molekulske mase iznad 10 kDa u koju spada preko 90
% molekula. Frakcija molekulske mase izmedu 3 i 10 kDa obuhvata oko 5 % peptida, a
frakcija molekulske mase ispod 3 kDa prisutna je u tragovima. Hidrolizom pomocéu
tripsina sadrzaj frakcije koja obugvata peptide najmanje molekulske mase raste na 31,06
* 2,11 %, udeo frakcije koja sadrzi peptide od 3 do 10 kDa povecao se 4,32 puta, dok se
udeo frakcije sa peptidima od 10 do 30 kDa smanjio 2,83 puta. Frakcija koja sadni
proteine molekulske mase iznad 30 kDa idalje zauzima visok procenat u ukupnom udelu
od skoro 30%. Hidrolizom proteina termolizinom sadrzaj frakcije sa molekulima
molekulske mase iznad 30 kDa umanjen je 2,55 puta u odnosu na nehidrolizovan
uzorak, dok udeo frakcije sa peptidima molekulske mase ispod 3 kDa u ovom sluéaju
¢ini 53,59 *+ 2,19 % od ukupne mase peptida. Hidrolizom proteina surutke proteinazom
k znaCajno se povecava sadrzaj frakcije sa peptidima molekulske mase ispod 3 kDa
(62,96 * 2,82 %), a zajedno sa frakcijom koja sadrzi peptide molekulske mase od 3 do
10 kDa ¢ini oko 82 % od ukupne mase peptida. Sadrzaj peptida vecih od 10 kDa sa oko
95 % u nehidrolizovanom uzorku, hidrolizom pomocu proteinaze k smanjuje se na

svega oko 19 %.

Tabela 9 Distribucija peptida i proteina po frakcijama na osnovu molekulske mase u
nehidrolizovanom uzorku (WPC) i hidrolizatima dobijenim pomocu tripsina (HT),
termolizina (HTH) i proteinaze k (HPK) dobijena nakon ultrafiltracije.

Distribucijapo ~ WPC HT HTH HPK
frakcijama

> 30 kDa, % 47,86 + 2,86 29,95 +1,99 18,75+ 1,19 12,50 +£1,31
10-30 kDa, % 46,87 + 2,33 16,55+ 1,89 754+1,11 6,90 + 1,22
3-10 kDa, % 502+1,01 22,44 + 1,88 20,13+1,18 17,77 + 1,03
<3 kDa, % 0,20+0,12 31,06 £2,11 53,59 + 2,19 62,96 + 2,82
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4.1.2.1. Antioksidativna aktivnost hidrolizata i ultrafiltracionih frakcija

Antioksidativni kapaciteti frakcija, hidrolizata kao i nehidrolizovanog uzorka odredivani
su po metodi opisanoj u Odeljku 3.2.9.2., a u cilju odredivanja frakcije koja ima
najbolje karakteristike kao dodatak prehrmbenom proizvodu radi postizanja kriterijuma
funkcionalne hrane. ABTS reagens je Siroko Kkoris¢en reagens za ispitivanje
antioksidativnih svojstava najviSe iz razloga $to reaguje i sa lipofilnim i sa hidrofilnim

antioksidansima (Arno, 2000).
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-
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Slika 28. Antioksidativna aktivnost odredivana pomo¢u ABTS reagensa, raCunata na
ICso za: nehidrolizovani uzorak WPC, hidrolizat dobijen pomocu tripsina HT,

termolizina HTH i proteinaze k

Na slici 28 prikazan je antioksidativni kapacitet nehidrolizovanog uzorka i hidrolizata.
Jasno se uocava statisticki znacajan (p < 0,05) pad koli¢ine peptida koja je potrebna da
se inaktivira 50 % prsutnog ABTS reagensa kod uzoraka koji su hidrolizovani, §to je u
saglasnosti sa prethodnim istraZivanjima (Dryakova i sar., 2010; Correa i sar., 2014;
O’Keeffe i FitzGerald 2014; Salami i sar. 2010). Nehidrolizovani uzorak poseduje 1Cso
= 18,15 £ 0,54 mg/mL, dok ICso kod hidrolizata ne prelazi 1,33 + 0,14 mg/mL.
Hidrolizat dobijen pomocu tripsina iako pokazuje najmanji antioksidativni kapacitet u
odnosu na hidrolizate ipak poseduje izuzetno visok antioksidativni kapacitet (ICso =
1,33 + 0,14 mg/mL), ¢ak 13,65 puta visi od nehidrolizovanog uzorka. Slaba
antioksidativna svojstva hidrolizata dobijenog pomocu tripsina u odnosu na ostale

hidrolizate prikazana su i u radu Salami i sar. (2010), gde je takav rezultat objasnjen
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specificnim mestom cepanja proteina koje je karakteristi¢no za tripsin. Naime, tripsin
proteine cepa na takvim mestima gde amino kiseline sa baznim grupom kao $to su Lys i
Arg ostaju na C kraju peptida, $to loSe uti¢e na antioksidativni kapacitet (Antal i sar.,
2001). Antal i sar. (2001) kao i Salami i sar. (2010) tvrde da C kraj peptida ima klju¢nu
ulogu u ispoljavanju antioksidativnih svojstava molekula. Hidrolizat dobijen pomocéu
termolizina poseduje znacajno visi (1,40 puta visi) antioksidativni kapacitet od
hidrolizata dobijenog pomocu tripsina i iznosi ICso = 0,9621 + 0,12 mg/ml. Uzorak HPK
pokazuje najbolja antioksidativna svojsva i poseduje najvisi antioksidativni kapacitet od
svih ispitivanih uzoraka (ICso = 0,8577 = 0,12 mg/ml) §to je blago vise od HTH, 1,55
puta visi kapacitet od HT i1 ¢ak 21,16 puta visi antioksidativni kapacitet u odnosu na
nehidrolizovani uzorak. To je posledica specifiénog mesta na kome proteinaza k
hidrolizuje peptidne veze (koje ¢ine karboksilne grupe alifaticnih i aromaticnih

aminokiselina sa amino grupama drugih aminokiselina).

v

Antioksidativna aktivnost racunata na ICso (mg/mL)

F1 F2 F3 F4
Hidrolizat dobijen pomocu tripsina

Slika 29. Antioksidativna aktivnost odredivana pomo¢u ABTS reagensa, raCunata na
ICso za ultrafiltracione frakcije (F1 — frakcija peptida molekulskih masa vecih od 30
kDa, F2 — frakcija peptida molekulskih masa izmedu 10 i 30 kDa, F3 — frakcija peptida
molekulskih masa izmedu 3 i 10 kDa, F4 — frakcija peptida molekulskih masa manjih

od 3 kDa ) hidrolizata dobijenog pomocu tripsina.

Na slici 29 prikazane su antioksidativni kapaciteti frakcija hidrolizata dobijenog
pomocu tripsina. Frakcija F2 poseduje najlosiji antioksidativni kapacitet (ICso = 2,913 +

0,81 mg/mL), dok frakcija F1 poseduje statistiCki znaCajno viSi antioksidativni
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kapacitet, 1,57 puta vi$i u poredenju sa frakcijom F2. Frakcija F3 poseduje najvisi
anitoksidativni kapacitet u odnosu na ostale frakcije hidrolizata dobijenog pomocéu
tripsina (ICso = 0,438 £+ 0,11 mg/mL), 2,34 puta je bolja od frakcije F4, 4,23 puta bolja
od frakcije F1, a ¢ak 6,65 puta bolja od najlosije frakcije F2. Ova frakcija obuhvata
22,44 + 1,88 % od ukupnog sadrzaja peptida u hidrolizatu, dok slede¢a frakcija sa
najboljim antioksidativnim kapacitetom F4 (ICso = 1,025 + 0,18 mg/mL), obuhvata
31,06 £ 2,11 % (tabela 9) od ukupnih peptida u hidrolizatu. Razlike u antioksidativnim
kapacitetima peptidnih frakcija su znacajne, $to navodi na zakljuc¢ak da eliminisanjem
neke frakcije iz hidrolizata dovodi do znacajnih promena u ukupnom antioksidativnom
kapacitetu hidrolizata. Poboljsanje karakteristika hidrolizata dobijenog pomocu tripsina
moguce je odbacivanjem frakcija iznad 10 kDa ¢ime preostaje preko 50 % ukupnih
peptida, odnosno frakcije F3 i F4 sa najboljim antioksidativnim karakteristikama.
Dodatnom ultrafiltracijom pomoc¢u membrane veli¢ine pora 3 kDa i odbacivanjem
permeata (frakcija F4), preostali retentat poseduje drasti¢no bolje karakteristike. Ovako
ultrafiltriran hidrolizat poseduje 3,04 puta visi antioksidativni kapacitet u odnosu na
netretiran hidrolizata, ali poseduje i svega 22,44 + 1,88 % peptida u odnosu na ukupni

hidrolizat.

Antioksidativna aktivnost racunata na IC s (mg/mL)

F1 F2 F3 F4
Hidrolizat dobijen pomocu termolizina

Slika 30. Antioksidativna aktivnost odredivana pomo¢u ABTS reagensa, raCunata na
ICso za ultrafiltracione frakcije (F1 — frakcija peptida molekulskih masa vecih od 30
kDa, F2 — frakcija peptida molekulskih masa izmedu 10 i 30 kDa, F3 — frakcija peptida
molekulskih masa izmedu 3 i 10 kDa, F4 — frakcija peptida molekulskih masa manjih

od 3 kDa ) hidrolizata dobijenog pomoc¢u termolizina.
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Na slici 30 prikazani su antioksidativni kapaciteti frakcija hidrolizata dobijenog pomocu
termolizina. Kod ovog hidrolizata, za razliku od hidrolizata dobijenog pomocu tripsina,
nema drasti¢nih razlika u antioksidativnom kapacitetu pojedina¢nih frakcija. Frakcije
ispod 10 kDa pokazuju veoma bliske vrednosti antioksidativnog kapaciteta statisti¢ki (p
< 0,05) bez znacajnih razlika. Najbolja frakcija F4 (ICso = 0,948 + 0,12 mg/mL) je samo
1,74 puta bolja od najlosije frakcije F1(ICso = 1,670 £ 0,20 mg/mL) i 1,39 puta bolja od
frakcije F2 (ICso = 1,318 £ 0,18 mg/mL). U slu¢aju hidrolizata dobijenog pomocéu
termolizina, zbog bliskih vrednosti 1Cso svih frakcija, ultrafiltracionom metodom nije
moguce znacajno poboljSanje antioksidativnog kapaciteta hidrolizata. Bliske vrednosti
antioksidativnih kapaciteta frakcija hidrolizata dobijenog pomocu termolizina prikazane

su u radu Salami i sar. (2010).
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Antioksidativna aktivnost racunata na ICso (mg/mL)

F1 F2 F3 F4
Hidrolizat dobijen pomocu proteinaze k

Slika 31. Antioksidativna aktivnost odredivana pomo¢u ABTS reagensa, ra¢unata na
ICsp za ultrafiltracione frakcije (F1 — frakcija peptida molekulskih masa veéih od 30
kDa, F2 — frakcija peptida molekulskih masa izmedu 10 i 30 kDa, F3 — frakcija peptida
molekulskih masa izmedu 3 i 10 kDa, F4 — frakcija peptida molekulskih masa manjih
od 3 kDa ) hidrolizata dobijenog pomocu proteinaze k.

Na slici 31 prikazani su antioksidativni kapaciteti frakcija hidrolizata dobijenog pomoc¢u
proteinaze kK i moze se uociti da sve Cetri frakcije pokazuju veoma visok antioksidativni
kapacitet. Medusobni odnos vrednosti ICso frakcija hidrolizata dobijenog pomocu
proteinaze k veoma podseca na medusobni odnos frakcija hidrolizata dobijenog pomocu

termolizina, s tim §to su vrednosti znacajno nize, odnosno antioksidativni kapacitet visi.

93



Frakcija F2 (ICso = 1,362 = 0,09 mg/mL) ima statisticki znacajno visi antioksidativni
kapacitet od frakcije F1 od koje je 1,52 puta bolja, dok frakcija F4 pokazuje 1,45
odnosno 1,30 puta visi antioksidativni kapacitet od frakcije F2 (ICso = 0,897 + 0,07
mg/mL), odnosno F3 (ICsp = 0,800 £ 0,07 mg/mL), koje imaju statisticki vrlo bliske
vrednosti bez znacajne razlike. Najbolja frakcija F4 (ICso = 0,613 + 0,05 mg/mL) ¢ini
cak 62,96 £ 2,82 % od ukupnog sadrzaja peptida u hidrolizatu dobijenom pomocu
proteinaze Kk, pa je i njen uticaj na antioksidativni kapacitet hidrolizata najdominantniji.
Posto sve frakcije hidrolizata dobijenog pomoc¢u proteinaze k, kao i ukupan hidrolizat,
pokazuju visok antioksidativni kapacitet, ultrafiltracijom pomoéu membrane veli¢ine
pora 3 kDa, statisti¢ki ne povecavamo znacajno antioksidatini kapacitet uzorka, ali ono
Sto je vazno napomenuti jeste da na ovaj nacin dobijama peptide ¢ija molekulska masa
ne prelazi 3 kDa, a za njih odnosno za peptide malih molekulskih masa je
karakteristicno da ne podlezu procesu digestije u Zelucu i da u velikom procentu u
intenstinalni sistem dospevaju nepromenjene strukture i bioaktivnosti (Boza i sar., 2000;
Ismail i Gu, 2009).
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Slika 32. Redukciona snaga racunata na ICso za: nehidrolizovani uzorak WPC,
hidrolizat dobijen pomocu: tripsina (HT), termolizina (HTH) i proteinaze k (HPK)

Redukciona shaga uzoraka odredivana je po metodi opisanoj u Odeljku 3.2.9.3. Na slici
32 prikazana je redukciona snaga nehidrolizovanog uzorka i hidrolizata. FRAP se ¢esto
koristi za odredivanje sposobnosti antioksidanta da doniraju elektron ili vodonik, a neka

istrazivanja su pokazala da postoji direktna veza izmedu antioksidativne sposobnosti i
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redukcione snage peptida (Li i sar., 2010; Tang i sar., 2012). U sluc¢aju redukcione
snage kao i u slucaju antioksidativnih karakterisita odredivanih ABTS metodom,
hidroliza znac¢ajno doprinosi smanjenju 1Cso vrednosti uzoraka. Nehidrolizovani uzorak
(WPC) poseduje znacéajno nizu redukcionu snagu u odnosu na hidrolizate, §to je u
skladu sa predhodnim istrazivanjima (He i sar. 2013 Salami i sar. 2010). Uzorak HT
poseduje znatno visu redukcionu snagu u odnosu na nehidrolizovani uzorak, dok HPK
poseduje znatno visu redukcionu snagu u odnosu na hidrolizat dobijen pomocu tripsina.
Najvisu redukcionu snagu poseduje hidrolizat dobijen pomoc¢u termolizina koji je u
eksperimentu sa ABTS radikalom pokazao drugu najvisu antioksidativnu karakterisitku,
odmah posle uzorka HPK koji je u eksperimentu odredivanja redukcione snage pokazao
drugu najvisu redukcionu snagu. Smanjena redukciona snaga hidrolizata u odnosu na
nehidrolizovani uzorak je u skladu sa istrazivanjima He i sar. (2013) gde je opisano
znatno smanjenje redukcione mo¢i proteina uljane repice nakon hidrolize proteinazom

K, termolizinom, kao i enzimima koji nisu kori$¢eni u ovom istrazivanju.
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Slika 33. Redukciona snaga rac¢unata na ICsg za ultrafiltracione frakcije (F1 — frakcija
peptida molekulskih masa vecih od 30 kDa, F2 — frakcija peptida molekulskih masa
izmedu 10 i 30 kDa, F3 — frakcija peptida molekulskih masa izmedu 3 i 10 kDa, F4 —
frakcija peptida molekulskih masa manjih od 3 kDa ) hidrolizata dobijenog pomoc¢u

tripsina.

Ukupnu redukcionu snagu hidrolizata ¢ine redukcione snage njegovih frakcija. Tako,

kod hidrolizata dobijenog pomoc¢u tripsina, najvisu redukcionu snagu pokazuje frakcija
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F2 ito (ICso = 4,70 = 0,12 mg/mL) (slika 30). Ovo medutim ne prati antioksidativne
karakteristike dobijene ABTS metodom gde ova frakcija pokazuje najslabije
karakterisitke. Sledeca frakcija sa najboljim karakterisitikama je frakcija sa peptidima
molekulske mase ispod 3 kDa od koje je frakcija F2 1,83 puta bolja, zatim frakcija F1, a
najlosije karakteristike poseduje frakcija F3 koja je 2,21 put losija od frakcije F2.
Frakcija sa najnizom redukcionom snagom je ujedno frakcija koja je pokazala najbolje
antioksidativne karakteristike u eksperimentu sa ABTS reagensom. Sve navedeno
ukazuje na to da izdvajanje najbolje frakcije kod hidrolizata dobijenog pomocu tripsina
zahteva dvostepenu ultrafiltraciju gde bi se membranom veli¢ine pora 30 kDa odstranila
frakcija F1, a zatim membranom veli¢ine pora 10 kDa odstranile frakcije F3 i F4. Na taj

nacin preostala bi samo frakcija F2 sa peptidima molekulskih masa izmedu 30 i 10 kDa,
koja je pokazala najbolju redukcionu snhagu.
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Slika 34. Redukciona snaga rac¢unata na ICsg za ultrafiltracione frakcije (F1 — frakcija
peptida molekulskih masa vec¢ih od 30 kDa, F2 — frakcija peptida molekulskih masa

izmedu 10 i 30 kDa, F3 — frakcija peptida molekulskih masa izmedu 3 i 10 kDa, F4 —
frakcija peptida molekulskih masa manjih od 3 kDa ) hidrolizata dobijenog pomocu

termolizina

U slucaju hidrolizata dobijenog pomocu termolizina najbolja frakcija je ponovo F2 sa
ICs0 = 2,73 £ 0,12 mg/mL (slika 34), kao i u slu¢aju hidrolizata dobijenog pomoc¢u
tripsina. Sledeca frakcija sa najviSom redukcionom snagom je frakcija F3 sa ICso = 5,84

+ 0,33 mg/mL, a frakcija F4 pokazuje blago nizu redukcionu snagu od frakcije F3 sa
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ICs0 = 6,25 + 0,29 mg/mL. Frakcije F3 i F4 pokazuju vrlo bliske vrednosti redukcione
snage, bas kao §to pokazuju bliske vrednosti antioksidativnih karakteristika u testu sa
ABTS reagensom. Najlosije karakteristike pokazuje frakcija F1(ICso = 8,83 £ 0,25
mg/mL). Frakcija F1 je ujedno i frakcija koja pokazuje najlosije antioksidativne
karakteristike u eksperimentu sa ABTS radikalom (slika 25). U slu¢aju hidrolizata
dobijenog pomocéu termolizina primecuje se vece poklapanje antioksidativnih
karakterisitka dva razlicita testa (ABTS 1 FRAP) nego $to je to slucaj kod hidrolizata
dobijenog pomocu tripsina. Kao u slu¢aju hidrolizata dobijenog pomocu tripsina i ovde
je neophodna identi¢na dvostepenu ultrafiltraciju gde bi se membranom veli¢ine pora 30
kDa odstranila frakcija F1, a zatim membranom veli¢ine pora 10 kDa odstranile frakcije
sa peptidima molekulskih masa ispod 10 kDa, tako bi preostala frakcija F2 sa peptidima

molekulskih masa izmedu 30 1 10 kDa, koja je pokazala najbolju redukcionu mo¢.
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Slika 35. Redukciona snaga racunata na ICsg za ultrafiltracione frakcije (F1 — frakcija
peptida molekulskih masa vec¢ih od 30 kDa, F2 — frakcija peptida molekulskih masa

izmedu 10 1 30 kDa, F3 — frakcija peptida molekulskih masa izmedu 3 i 10 kDa, F4 —
frakcija peptida molekulskih masa manjih od 3 kDa ) hidrolizata dobijenog pomoc¢u

proteinaze k

Uzorak HPK koji pokazuje najbolje karakteristike u eksperimentu sa ABTS radikalom u
slu¢aju FRAP testa pokazuje drugu po redu najviSu redukcionu snagu, posle uzorka
HTH. Hidrolizat dobijen pomoc¢u proteinaze k pokazuje najvece razlike u vrednostima
redukcione snage po frakcijama (slika 35). Nalosije karakteristike pokazuje frakcija F2
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sa Cak ICsp = 16,60 = 0,98 mg/mL i predstavlja jedinu frakciju ¢ija ICsp premasuje
vrednost ICsp nehidrolizovanog uzorka (nehidrolizovani uzorak pokazuje 1,28 puta visu
redukcionu shagu od F2, a HPK 2,63 puta viSu vrednost). Medutim ova frakcija
procentualno ¢ini najmanji udeo u ukupnim peptidima, svega 6,90 + 1,22 % (tabela 9)
pa tako i njen uticaj na ukupnu vrednost redukcione snage hidrolizata nije znacajan.
Frakcija F4 koja ¢ini najve¢i udeo od 62,96 + 2,82 % poseduje znacajno viSu
redukcionu snagu (ICso = 11,25 = 0,79 mg/mL), ali i dalje veoma lo$u, 1,94 puta loSiju
od najbolje frakcije i 1,66 puta loSiju od frakcije F1. Frakcije F1 i F3 imaju bliske
vrednosti redukcione snage, a znacajno vise od frakcije F4 i F2. Najbolje karakteristike
pokazuje frakcija F3 koja ¢ini oko 18 % od ukupnih peptida. U slucaju hidrolizata
proteina surutke dobijenog pomocu proteinaze k nijedna frakcija ne pokazuje znacajno
bolju redukcionu snagu od hidrolizata stoga se izvodi zakljucak da ne postoji

opravdanost postupka ultrafiltracije kada je redukciona snaga u pitanju.

4.1.2.2. ACE inhibitorna aktivnost hidrolizata i ultrafiltracionih frakcija

ACE inhibitorna aktivnost odredivana je po metodi opisanoj u Odeljku 3.2.10. Na slici
36 prikazane su vrednosti ACE inhibitorne aktivnosti nehidrolizovanog uzorka i

hidrolizata.
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Slika 36. ACE inhibitorna aktivnost ra¢unata na ICsp za nehidrolizovani uzorak (WPC) i
hidrolizate dobijen pomocu: tripsina (HT), termolizina (HTH) i proteinaze k (HPK)
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ACE inhibitorna aktivnost nehidrolizovanih proteina surutke je najslabija i iznosi ¢ak
ICs0 = 3,05 £ 0,04 mg/mL. Hidroliza proteina surutke sa bilo kojim od tri koris¢ena
enzima statisti¢ki znacajno (p < 0,05) povecava ACE inhibitornu aktivnost uzorka.
Hidrolozat dobijen pomocu proteinaze k pokazuje ¢ak 59,80 puta visu ACE inhibitornu
aktivnost od nehidrolizovanog uzorka, hidrolizat dobijen pomoc¢u tripsina 32,97 puta
viSu aktivnost, a hidrolizat dobijen pomoc¢u termolizina 24,02 puta visu ACE
inhibitornu aktivnost od nehidrolizovanog uzorka. Hidrolizati dobijeni pomocu tripsina
i termolizina imaju bliske vrednosti ACE inhibitorne aktivnosti, dok hidrolizat dobijen
pomocu proteinaze k pokazuje statisticki znacajno (p < 0,05) bolju aktivnost od svih
testiranih uzoraka, sto je u skladu sa rezultatima prikazanim u radu Hernandez—Ledesma
i sar. (2002). Naime, uzorak HPK ima 1,81 puta bolju ACE inhibitornu aktivnost od
uzorka HT, 2,49 puta bolju aktivnost od HTH i kao $to je prethodno navedeno ¢ak 59,80
puta bolju aktivnost od nehidrolizovanog uzorka. Ako uporedimo prosecnu duzinu
peptidnih lanaca, odnosto stepen hidrolize sa ACE inhibitornom aktivno$¢u, uo¢avamo
da postoji direktna veza ova dva faktora. Naime, sa povecanjem stepena hidrolize i
smanjenjem prosecne duzine peptidnih lanaca, povecava se 1 ACE inhibitorna aktivnost
uzoraka, §to je u saglasnosti sa tvrdnjom da su nosioci ACE inhibitorne aktivnosti
upravo peptidi molekulske mase ispod 3 kDa (Hernandez—Ledesma i sar., 2011;
O’Loughlin i sar., 2014; Uluko i sar., 2014). U prilog ovoj tvrdnji govori i rezultat da
hidrolizat koji pokazuje najviSu ACE inhibitornu aktivnost sadrzi ¢ak 62,96 + 2,82 %
peptida molekulske mase ispod 3 kDa (HPK). Takode, vazno je napomenuti da
poveéanje stepena hidrolize ne vodi nuzno povecanju bioaktivnosti uzorka. Ukoliko
hidroliza traje previSe dugo, dolazi do razgradnje i nastalih peptida koji poseduju
odredenu bioaktivnost, a time i do smanjenja bioaktivnosti uzorka (Hernandez—Ledesma

i sar., 2002).
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Slika 37. ACE inhibitorna aktivnost racunata na ICso za ultrafiltracione frakcije (F1 —
frakcija peptida molekulskih masa vec¢ih od 30 kDa, F2 — frakcija peptida molekulskih
masa izmedu 10 i 30 kDa, F3 — frakcija peptida molekulskih masa izmedu 3 i 10 kDa,
F4 — frakcija peptida molekulskih masa manjih od 3 kDa ) hidrolizata proteina surutke

dobijenog pomocu tripsina

Na slici 37 prikazana je ACE inhibitorna aktivnost ultrafiltracionih frakcija hidrolizata
dobijenog pomocu tripsina. NajizraZzeniju ACE inhibitornu aktivnost pokazala je
frakcija F4 (ICso = 0,053 + 0,0089 mg/mL), sto je u skladu sa prethodno navedenom
tvrdnjom da su peptidi molekulske mase ispod 3 kDa naj¢es$c¢e nosioci ACE inhibitorne
aktivnosti. Frakcija F4 je ujedno i najdominantnija frakcija sa oko 30 % ukupnih
peptida. Frakcija F3 je sledeca najbolja frakcija ¢ija je ACE inhibitorna aktivnost 1,62
puta (ICso = 0,0857 + 0,011 mg/mL) slabija od aktivnosti F4 frakcije, ali je statisticki
znacajno bolja od frakcija F1 i1 F2. Frakcija F1 poseduje ACE inhibitornu aktivnost
(ICs0 = 0,2588 + 0,05 mg/mL) koja je 4,88 puta slabija od aktivnosti frakcije F4, 3,02
puta slabija od frakcije F3, ali 3,22 puta bolja od frakcije F2 koja je ujedno i najmanje
zastupljena frakcija sa oko 17 % od ukupnih peptida. Najlosija frakcija, F2 je ¢ak 15,70
puta slabija od najbolje frakcije F4. Kako najlosija frakcija predstavlja i najmanji udeo u
odnosu na ukupne peptide, njenim izdvajanjem ne bi se znacajnije doprinelo povecanju
ACE inhibitorne aktivnosti hidrolizata. Medutim, ultrafiltracijom pomoc¢u membrane
veli¢ine pora 3 kDa i izdvajanjem frakcije F4 ACE inhibitorna aktivnost filtrata bi se

udvostrudila.
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Slika 38. ACE inhibitorna aktivnost racunata na ICsp za ultrafiltracione frakcije (F1 —

frakcija peptida molekulskih masa vecih od 30 kDa, F2 — frakcija peptida molekulskih

masa izmedu 10 i 30 kDa, F3 — frakcija peptida molekulskih masa izmedu 3 i 10 kDa,
F4 — frakcija peptida molekulskih masa manjih od 3 kDa ) hidrolizata dobijenog

pomocu termolizina

Na slici 38 prikazana je ACE inhibitorna aktivnost ultrafiltracionih frakcija hidrolizata
dobijenog pomocu termolizina. Najvisu ACE inhibitornu aktivnost pokazuje frakcije F4
(ICs0 = 0,0976 £ 0,011 mg/mL), ali i F3 (ICso = 0,118 + 0,045 mg/mL) koje zajedno
¢ine oko 73,4 % ukupnih peptida. Frakcija F2 pokazuje 4,56 puta niZzu vrednost ACE
inhibitorne aktivnosti od najbolje frakcije F4, a frakcija F1 ¢ak 4,82 puta nizu aktivnost
od najbolje frakcije. Hidrolizat dobijen pomoc¢u termolizina ima takavu raspodelu
aktivnosti gde dve nize frakcije F3 i F4 poseduju blisku i visoku ACE inhibitornu
aktivnost, a druge dve frakcije sa peptidima molekulske mase izmedu 10 i 30 kDa (F2) i
preko 30 kDa (F1) takode bliskih vrednosti, ali znac¢ajno nizih od prvog para feakcija.
Ovakva raspodela bioaktivnosti po frakcijama ukazuje da jednostepena ultrafiltracija
vodi poboljsanju aktivnosti hidrolizata. Jednostavnom ultrafiltracijom pomocu
membrane veli¢ine pora 10 kDa i odbacivanjem frakcija F1 i F2, preostaje oko 73,4 %
od ukupnih peptida sa visom ACE inhibitornu aktivnost od prvobitne aktivnosti

hidrolizata.
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Slika 39. ACE inhibitorna aktivnost racunata na ICsp za ultrafiltracione frakcije (F1 —

frakcija peptida molekulskih masa ve¢ih od 30 kDa, F2 — frakcija peptida molekulskih

masa izmedu 10 i 30 kDa, F3 — frakcija peptida molekulskih masa izmedu 3 i 10 kDa,
F4 — frakcija peptida molekulskih masa manjih od 3 kDa ) hidrolizata dobijenog

pomocu proteinaze k

Na slici 39 prikazana je ACE inhibitorna aktivnost ultrafiltracionih frakcija hidrolizata
dobijenog pomocu proteinaze k. Medusobni odnos bioaktivnosti ovih frakcija sli¢an je
onome koji je opisan za frakcije hidrolizata dobijenog pomocu tripsina. Najvisu ACE
inhibitornu aktivnost pokazuju frakcije F4 (ICso = 0,0321 + 0,008 mg/mL) i F3 (ICso =
0,0485 £ 0,009 mg/mL) koje se statisticki ne razlikuju znacajno. Frakcija F1 pokazuje
6,10 puta loSiju ACE inhibitornu aktivnost od najbolje frakcije, ali 1 2,78 puta bolju
aktivnost od nalosije frakcije F2. Frakcija F2 koja obuhvata svega 6,90 % od ukupnih
peptida i predstavlja najlosiju frakciju sa 1Cso = 0,545 £ 0,05 mg/mL ima cak 14,14 puta
nizu ACE inhibitornu aktivnost od frakcije F4. Kod hidrolizata dobijenog pomocu
proteinaze k kao i kod hidrolizata dobijenog pomocu termolizina, jednostepenom
ultrafiltracijom pomocu membrane veli¢ine pora 10 kDa, odbacuju se znacajno loSije
frakcije, ali se zbog veoma visokog ACE inhibitornog dejstva ukupnog hidrolizata time
ne doprinosi znacajnije toj aktivnosti. Naime, ukupan hidrolizat proteina surutke dobijen
pomocu proteinaze k pokazao je visu ACE inhibitornu aktivnost od najboljih frakcija
ostalih hidrolizata, a njegove frakcije F3 i pogotovo F4 pokazale su visu aktivnost od

samog hidrolizata. Ultrafiltracijom pomo¢u membrane veli¢ine pora 3 kDa se dobija
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frakcija koja poseduje 1,59 puta visu ACE inhibitornu aktivnost u odnosu na pocetnu
aktivnost hidrolizata pre ultrafiltracije i kao §to je navedeno za antioksidativni kapacitet
ove frakcije, njen znacaj nije samo u viSoj bioaktivnosti ve¢ 1 u sposobnosti da
gastrointestinalnu digestiju prode bez zna¢ajnih promena u strukturi, odnosno promeni u

bioaktivnosti.

4.1.2.3. Zakljuéak

U Odeljku 4.1.2. su prikazani rezltati bioaktivnosti proteina i peptida pre i nakon
hidrolize sve u cilju odredivanja najadekvatnijeg uzorka za obogacéivanje prehrambenih

proizvoda i proizvodnje funkcionalne hrane i napitaka.

Najbolja antioksidativna svojstva pokazao je hidrolizat dobijen pomocu proteinaze k.
Ovaj enzim je i u drugim radovima pokazao osobinu da daje peptide dobrih
antioksidativnih svojstava, ali losije redukcione snage (He i sar., 2013). Naime,
hidrolizat dobijen pomocu proteinaze k je pokazao da poseduje frakcije koje imaju
antioksidativni kapacitet blizak vrednosti kapaciteta ukupnog hidrolizata i da ne postoji
moguénosti izdvajanja ultrafiltracione frakcije koja poseduje znatno bolje osobine od
hidrolizata. Hidrolizat proteina surutke dobijen pomoc¢u termolizina Kkoji je po
vrednostima antioksidativnog kapaciteta najblizi HPK uzorku takode poseduje frakcije
koje su po antioksidativnom kapacitetu bliske vrednostima hidrolizata dobijenog
pomocu termolizina, a loSije od vrednosti koje pokazuje hidrolizat i frakcije hidrolizata
dobijenog pomocu proteinaze k. Hidrolizat proteina surutke dobijen pomocu tripsina
1ako pokazuje najlosiji antioksidativni kapacitet u poredenju sa ostalim hidrolizatima,
poseduje frakciju F3 (peptidi molekulske mase izmedu 10 i 3 kDa) koja pokazuje
antioksidativna svojstva bolja od hidrolizata dobijenog pomoc¢u proteinaze k, ali i od
njegove najbolje frakcije F4. Ova frakcija hidrolizata dobijenog pomocu tripsina
nazalost obuhvata svega 22,44 + 1,88 % peptida u hidrolizatu. Uporedivanjem tri
uzorka koji predstavljaju najbolje kandidata za dodatak u prhrambeni proizvod sa
aspekta antioksidativnih svojstava F3 hidrolizata dobijenog pomocu tripsina (HT-F3),
F4 hidrolizata dobijenog pomoc¢u proteinaze k (HPK-F4) i ukupnog hidrolizata
dobijenog pomocu proteinaze k (HPK) dobijamo sledec¢e odnose. Peptidi iz uzorka HT-
F3 su 1,96 puta bolji antioksidansi od peptida iz uzorka HPK, ali ih ima 4,46 puta
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manje nego peptida HPK uz vece troskove proizvodnje (posto pored identi¢nih uslove
hidrolize, ova frakcija zahteva i dvostepenu ultrafiltraciju). Takode, peptidi iz uzorka
HT-F3 su 1,40 puta bolji antioksidansi od peptida iz uzorka HPK-F4, ali ih uz vrlo
sli¢ne troskove proizvodnje (u prvom slucaju je dvostepena ultrafiltracija, a u drugom
slu¢aju jednostepena ultrafiltracija) dobijamo 2,81 put manje. Peptidi iz uzorka HPK-F4
su 1,40 puta bolji antioksidansi od peptida iz uzorka HPK, ali ih ima 1,59 puta manje
nego peptida HPK uz vece troskove proizvodnje, jer HPK-F4 pored hidrolize zahteva i
jednostepenu ultrafiltraciju. Dakle, najpogodniji uzorci za obogaéivanje proizvoda u

cilju postizanja vise antioksidativne sposobnosti proizvoda su HPK-F4 i HPK.

Redukciona snaga predstavlja sposobnost molekula da redukuje trovalentno gvozde do
dvovalentnog time S$to ¢e donirati elektron, a dovodi se u direktnu vezu sa
antioksidativnom sposobnos$¢u molekula (Yun-hui i sar., 2006; Wang i sar., 2007).
Ispitivani uzorci su pokazali takve karakterisitke gde su hidrolizati pokazali bolje
sposobnosti redukcije trovalentnog gvozda, od nehidrolizovanog uzorka, dok su frakcije
koje su pokazale bolje karakteristike od hidrolizata one koje obuhvataju procentualno
veoma malo peptida. Frakcije koje pokazuju visoku redukcionu shagu su frakcije
peptida ve¢ih molekulskih masa nego §to je to slucaj kod antioksidativnih svojstava
odredivanih pomo¢u ABTS reagensa, $to je u skladu sa literaturom (Girgih i sar., 2011;
Li i sar., 2008; Uluko i sar., 2014), dok je u radu He i sar. (2013) jedina frakcija koja
pokazuje redukcionu snagu upravo najmanja frakcija. Bolja redukciona snaga duzih
molekula objaSnjava se prisustvom veceg broja redukcionih grupa kod ovih molekula
nego kod kracih peptida (Girgih i sar., 2011). Hidrolizati sa najboljom redukcionim
snagom su kao 1 u slucaju antioksidativnih kapaciteta HPK 1 HTH.

Antihipertenzivno svojstvao peptida ispitivano je preko ACE inhibitorne aktivnosti
uzoraka. Dobijeni rezultati jasno ukazuju da hidroliza pozitivno uti¢e na
antihipertenzivno svojstvo peptida i da se procesom hidrolize drasti¢no povecava ACE
inhibitorna aktivnost proteina surutke. Najvise vrednosti ACE inhibitorne aktivnosti pre
ultrafiltracije pokazao je hidrolizat proteina surutke dobijen pomoc¢u proteinaze k.
Uzorak HPK pokazuje visu ACE inhibitornu aktivnost u odnosu na sve frakcije ostalih
hidrolizata, dok frakcije F3 i F4 hidrolizata dobijenog pomoc¢u proteinaze k pokazuju

bolje ACE inhibitorne aktivnosti od ukupnog hidrolizata dobijenog pomocu proteinaze
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k. Frakcija HPK-F4 poseduje 1,59 puta visu ACE inhibitornu aktivnost u odnosu na
aktivnost ukupnog hidrolizata dobijenog pomocu proteinaze K, ali isto toliko puta manje
peptida. Opravdanost ultrafiltracije u ovom slucaju ogleda se u tome Sto pored bolje
bioaktivnosti peptidi male molekulske mase u ve¢em procentu nepromenjeni prolaze
gastointestinalni sistem ¢oveka i sa nepromenjenom bioaktivno$¢u dospevaju do mesta

u organizmu gde ispoljavaju svoju aktivnost.

Iz svega navedenog, zakljuCuje se da je uzorak sa najboljim karakteristikama
antioksidativnim i antihipertenzivnim hidrolizat proteina surutke dobijen pomocu
proteinaze k kao i njegova frakcija F4. Ovaj hidrolizat se zbog pokazane znac¢ajno bolje
bioaktivnosti u odnosu na ostale ispitivane uzorke, preporucuje za obogacivanje
prehrambenih proizvoda u cilju postizanja ili poboljSanja njihove funkcionalnosti.
Hidrolizat proteina surutke dobijen pomocu proteinaze k, kao i njegova frakcija HPK-
F4 bice dodati u fermentisani probiotski napitak na bazi surutke i mleka, probiotski
jogurt kao i u masni krem koji se koristi u kondintorskoj industriji, u cilju njihovog

obogacivanja (rezultati prikazani dalje u radu).

U tabeli 10 navedeni su neki od proizvoda koji poseduju bioaktivne peptide kao i nasa

preporuka obogacivanja proizvoda peptidima na osnovu pokazanih najboljih svojstava.

Tabela 10. sa postoje¢im proizvodima koji poseduju bioaktivne peptide kao nosioce
funkcionalnosti 1 predlozeni novi proizvodi

Naziv Tip proizvoda Dejstvo Proizvodac lzvor
»Calpis” Mlecni napitak sa Antihipertenzivno Calpis Co., (Haque i
kulturama Japan Rattan, 2006).
Lactobacillus
helveticus CP790 i
Saccharomyces
cerevisiae
,»Evolus” Mle¢ni napitak sa Antihipertenzivno Valio Oy, (Seppo i sar.,
kulturom Finland 2002).

Lactobacillus
helveticus LBK-16H
»PeptoPro”  Sportski napitak sa  StimuliSe produkciju  Dutch State (Korhonen i

dodoatkom di- i tri- insulina Mines, 2004). Pihlanto,
peptida 2006).
»BioZate”  Hidrolizovani proteini  Antihipertenzivno Davisco, USA  (Korhonen i
surutke Pihlanto,
2006).
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,BioPure-
GMP”

,Vivinal
Alpha”

Glikomakropeptid

Peptidi dobijeni iz
surutke

Cokoladni sladoled
Mleko obogaéeno
razli¢itim aromama

Fermentisani napitak
na bazi surutke i
mleka
Fermentisani napitak
na bazi mleka
Masni krem-punjenje
za konditorske
proizvode

Prevencija zubaod  Davisco, USA  (Korhonen i
karijesa Pihlanto,
2006).
Umanjenje stresai  Borculo Domo  (Korhonen i
laksi san Ingredients Pihlanto,
(BDI), 2006).
The
Netherlands
Antioksidativna / Kumari 2013
Antioksidativna / Pellagrani
2003; Mannii
sar. 2014
Antioksidativna i / Kruni¢
ACE inhibitorna
Antioksidativna i / Kruni¢
ACE inhibitorna
Antioksidativna i / Kruni¢

ACE inhibitorna
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4.2. Primena proteina i peptida surutke

4.2.1. Dodatak bioaktivnih peptida surutke u razli¢ite prehrambene proizvode

4.2.1.1. Stabilnost bioaktivnih peptida u masnom kremu koji se koristi kao

punjenje za razli¢ite konditorske proizvode

Dodatak bioaktivnih peptida u masni krem opisan je u Odeljku 3.2.11.7., a rezultati su

prikazani u tabeli 11.

Tabela 11. Uticaj dodatka bioaktivnih peptida surutke u masni krem na antioksidativnu
(ABTS i FRAP) i ACE inhibitornu (ACEI) aktivnost proizvoda. Kontrola predstavlja
uzorak mle¢nog krema u koji nisu dodati bioaktivni peptidi, MK-H — uzorak u koji je

dodat hidrolizat proteina surutke dobijen pomocu proteinaze k, u koncentraciji od 5 % u
odnosu na ukupan sadrzaj proteina u kremu, MK-F4 — uzorak u koji je dodata frakcija

peptida hidrolizata proteina surutke dobijenog pomocu proteinaze k, a ¢iji peptidi imaju

molekulsku masu ispod 3 kDa, u koncentraciji od 5 % u odnosu na ukupan sadrzaj

proteina u masnom kremu

Bioaktivnost uzoraka

Uzorak Dan ABTS, % FRAP, aps ACEI, %
Kontrola 0 16,24+1,01 0,213+0,016 25,77+1,01
30 16,26+1,16 0,220+0,012 24,55+2,22
60 16,44+1,18 0,216+0,020 25,42+2,12
MK-H 0 19,97+1,80 0,224+0,020 58,74+2,16
30 20,02+1,32 0,228+0,018 59,01+2,00
60 20,22+1,18 0,23040,022 59,91+1,88
MK-F4 0 20,12+1,11 0,209+0,018 70,00+1,00
30 20,20+1,08 0,210+0,020 70,02+£1,21
60 20,33+1,06 0,208+0,020 70,00+1,11

Dobijeni rezultati ukazuju na znatno povecanje antioksidativne kao i ACE inhibitorne

aktivnosti masnog krema nakon dodatka peptida. Antioksidativni kapacitet izrazen
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preko inhibicije ABTS radikala povecao se u proseku za 3,5 % odnosno 1,23 puta , dok
se redukciona snaga nije statisticki znacajno promenila. ACE inhibitorna aktivnost
povecala se za 32,98 % odnosno 2,35 puta u masnom kremu kome je dodat hidrolizat, a
Cak za 44,23 %, odnosno 2,77 puta u uzorku kome je dodata frakcija HPK-F4.
Vrednosti antioksidativnog kapaciteta kao i ACE inhibitorne aktivnosti tokom 2 meseca
Cuvanja u frizideru ostale su nepromenjene u svim uzorcima. Iz dobijenih rezultata
moze se zakljuciti da su bioaktivni peptidi veoma dobar izbor za dodatak u masni krem
sa ciljem poboljSanja nutritivnih i funkcionalnih svojstava proizvoda, kao i da peptidi
dodati u masni krem pokazuju izuzetno dobru stabilnost tokom dva meseca ¢uvanja, Sto
zna¢i da je na ovaj nacin moguce dobiti obogacen proizvod nepromenjenih
funkcionalnih svojstava tokom duzeg perioda ¢uvanja. Vazno je naglasiti, da je masni
krem utoliko bolji izbor proizvoda za obogacivanje, jer se moze koristiti za punjenje
razli¢itih konditorskih proizvoda. Obogaé¢enim masnim kremom, moguée je puniti
proizvode poput: napolitanki, keksa, biskvita, ¢okolada i mnogih drugih, ¢ime se
omogucava poboljsanje funkcionalnih svojstava tih proizvoda. Kako se ovaj krem
pokazao kao pogodno okruZenje za bioaktivne peptide, koji ne gube na svojoj aktivnosti
tokom perioda ¢uvanja, ovakav krem predstavlja dobar izbor za punjenje onih proizvoda
koji pokazuju pad bioaktivnosti tokom cuvanja ili nemoguénost obogacivanja

bioaktivnim peptidima surutke iz bilo kog razloga.

4.2.1.2. Uticaj dodatka bioaktivnih peptida surutke na tok fermentacije,

karakteristike proizvoda i probiotski karakter fermentisanog napitka

4.2.1.2.1. Uticaj dodatka bioaktivnih peptida surutke na fermentisani napitak na

bazi mleka

Uticaj dodatka bioaktivnih peptida na tok fermentacije i karakteristike gotovog
proizvoda raden je po metodi opisanoj u Odeljku 3.2.11.6. Dodatak hidrolizata odnosno
HPK-F4 frakcije od 1, 315 % (m/m) su odabrani u datom procentu da se ne bi uticalo
na ukus proizvoda. Dodatak peptida u jogurt od preko 5 % ili po nekim istrazivac¢ima
preko 10 % u odnosu na ukupan sadrzaj proteina doprinosi porastu goréine proizvoda
koji su konzumenti na testiranju oznacili kao napozeljan (Christopher i sar., 2009;

Matumoto-Pintro i sar., 2011). Uticaj dodatka peptida predstavljen je u tabeli 12.
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4.2.1.2.1.1. Uticaj dodatka bioaktivnih peptida surutke na tok fermentacije napitka
na bazi mleka

Metoda ispitivanja uticaja dodatka peptida surutke na fermentacioni proizvod na bazi
mleka opisana je u Odeljku 3.2.11.6. i 3.2.11.6.1.

109



Tabela 12. Parametri mleka sa 0,5 % mle¢ne masti u koje je dodato 1, 3 i 5 % hidrolizata proteina surutke dobijenog pomocu proteinaze
k (1HJ, 3HJ, 5HJ) i frakcije hidrolizata koja sadrzi peptide molekulske mase ispod 3 kDa (1F4J, 3F4J, 5F4J) ra¢unato na ukupan

sadrzaj proteina u mleku, pre i nakon fermentacije pomoc¢u ABY 6 jugurtne kulture.

Kontrola 1HJ 3HJ SHJ 1F4J 3F4J 5F4J

Pre Posle Pre Posle Pre Posle Pre Posle Pre Posle Pre Posle Pre Posle
fer. fer. fer. fer. fer. fer. fer. fer. fer. fer. fer. fer. fer. fer.

Broj Zivih 6,667 8,709 6,667 8839 6667 8530 6,667 8,617 6,667 8,768 6,667 8,405 6,667 8,600
¢elija, logio  #0,02 +0,12 +0,02 +0,11 0,02 0,10 0,02 0,12 0,02 0,11 0,02 0,10 0,02 0,12
CFU/mL

pH 6,701 4,84 6,701 4,712 6,701 4672 6,701 4,718 6,701 4706 6,701 4,756 6,701 6,826
+0,10 +0,08 +0,10 0,07 +0,10 +0,08 +0,10 0,06 +0,10 +0,07 +0,10 0,07 0,10 +0,08

Titracijska 5,6 22,0 5,6 24,0 5,6 26,0 5,6 25,6 5,6 24.8 5,6 25,6 5,6 25,2
kiselost, °SH +0,8 +0,6 +0,6 +0,4 +0,6 +0,6 +0,4

DPPH, % 1,80 6,93 2,39 3,91 3,55 10,12 5,69 16,23 2,80 9,20 2,45 5,15 3,60 6,93
+0,85 #0,89 +0,99 +122 +099 +218 +098 +229 +097 *168 +099 *1,79 0,89 +0,88

ABTS, % 36,34 40,17 34,12 4183 37,82 46,12 40,47 48,34 34,86 42,67 38,7 44,60 43,72 49,72
181 +280 +1,89 +225 +165 +252 +285 +293 +189 +195 +286 *195 +295 +2,89

FRAP,aps 0409 0.626 0512 0635 0540 0584 0592 0650 0489 0552 0491 0599 0426 0.604
+0,01 0,03 0,02 =+0,03 0,02 0,02 +0,01 +002 0,03 =+0,02 +001 0,02 0,03 =+0,04

ACEI, % 9,69 8,24 23,02 9,18 2192 9,18 33,05 1742 2350 1416 3520 16,57 39,71 15,59
2,80 *289 +290 +188 +285 +190 +330 +299 +295 +259 +390 +290 *396 +2,98
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U tabeli 12 prikazani su parametri fermentacije mleka u zavisnosti od tipa i procenta
dodatka bioaktivnih peptida surutke. Broj zivih c¢elija (metoda opisana u Odeljku
3.2.11.6.3.3.) nakon fermentacije bio je blago pove¢an u uzorcima koji su sadrzali
dodatak frakcije hidrolizata od 1,0 %. Uzorak sa dodatkom 1,0 % ukupnog hidrolizata
pokazao je porast od 0,13 logio CFU/mL u odnosu na kontrolni uzorak, a uzork sa
dodatkom frakcije hidrolizata pokazao je neSto manji rast (0,049 logio CFU/mL). Ostali
uzorci su pokazali blagi pad ukupnog broja Zivih ¢elija nakon fermentacije u odnosu na
kontrolni uzorak. Iz predstavljenih rezultata mozemo zakljuciti da ispitivani dodatak
bioaktivnih peptida surutke nema statisticki znacajan (p < 0,05) uticaj na rast mle¢nih
bakterija tokom fermentacije mleka. Ova tvrdnja je u skladu sa literaturom, gde se uticaj
peptida na rast tokom fermentacije ispoljava razlicito u zavisnosti od kori§¢enog soja, a
za soj S thermophilus i L. acidophilus je utvrdeno da dodatak peptida uti¢e nepovoljno
na rast kulture tokom fermentacije, ali pozitivho na broj zivih ¢éelija tokom procesa
Cuvanja (Lucas i sar., 2004). Mccomas i Gilliland (2003) utvrdili su da dodatak
hidrolizata nema uticaja na rast kultura L. delbrueckii ssp. bulgaricus i Streptococcus
thermophiles, ali ima znaCajan uticaj na rast kultura Bifidobacterium longum i L.

acidophilus.

pH vrednost kao vazan parametar fermentacije (metoda opisana u Odeljku 3.2.11.6.3.1.)
pokazuje da je fermentacija najsporije tekla u kontrolnom uzorku (pH uzorka se tokom
fermentacije smanjena je sa 6,701 na 4,840), a najbrze u uzorku sa dodatkom 3,0 %
ukupnog hidrolizata, kod koga je pH vrednost nakon fermentacije iznosila 4,672.
Sledeci najbolji uzorak je 1F4J sa pH 4,706 posle fermentacije, zatim sledi uzorak 1HJ,
pa 5HJ, a posle njega 3F4J i 5F4J. pH vrednosti ispitivanih uzoraka ukazuju na to da je
dodatak proteina i peptida surutke imao znacajan uticaj na tok fermentacije, pri cemu je
dodatak peptida u vidu ukupnog hidrolizata vise uticao na tok fermentacije i pad pH
vrednosti uzoraka od dodatka peptidne frakcije hidrolizata molekulske mase ispod 3
kDa.

Titracijska kiselost je jo§ jedan bitan parametar koji pokazuje fermentacionu aktivnost
bakterijske kulture (metoda opisana u Odeljku 3.2.11.6.3.2.). 1z prikazanih rezultata se
potvrduje zakljucak dobijen analizom pH vrenosti parametara. Naime, najmanju

titracijsku kiselost pokazuje kontrola sa svega 22,0 £ 0,8 °SH, statisti¢ki znacajno (p <
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0,05) nizu od ostalih uzoraka. Uzorci sa 1,0 % dodatka bioaktivnih peptida pokazuju
nesto visu vrednost i to 1HJ 24,0 £ 0,6 °SH, a 1F4J 24,8 £ 0,6 °SH. Najvece povecanje
titracijske kiselosti pokazuju uzorci sa dodatkom 3,0 % proteina i peptida surutke i to
3HJ pokazuje 26,0 + 0,6 °SH, a 3F4J nesto nizu vrednost 25,6 £ 0,6 °SH. Uzorci sa
dodatkom proteina i peptida surutke od 5,0 % pokazuju blagi pad porasta titracijske
kiselosti u odnosu na uzorke sa 3,0 % dodatka. Kako su uzorci sa dodatkom proteina i
peptida surutke od 3,0 % pokazali najbolju fermetativnu aktivnost mozemo zakljuciti da
je ta koli¢ina dodatka proteina i peptida surutke optimalana za rast kori$¢ene kulture pre
svega najdominantnijeg soja S. thermophilus. Soj S. thermophilus ne poseduje izrazenu
proteoliticku aktivnost, ali je odgovoran za proizvodnju najveceg dela mle¢ne kiseline u
dobijenim uzorcima. Soj L. delbrueckii ssp. bulgaricus, s druge strane kao najmanje
dominantna kultura zastupljena u procentu od 1,0 % u kulturi ABY 6, sa izrazenim
proteolitickim dejstvom ima vaznom ulogom u obezbedivanju dovoljne koli¢ine

aminkiselina za nesmetan rast soja S. thermophilus.

Dodatak bioaktivnih peptida imao je za cilj ne samo uticaj na rast bakterijske kulture i
tok fermentacije, ve¢ i na bioloSku aktivnost napitka. U tabeli 12 su prikazane vrednosti
antioksidativne aktivnosti uzoraka mleka pre i nakon fermentacije odredivane pomocu
tri razlic¢ite metode (inhibicije DPPH radikala, inhibicije ABTS radikala i FRAP
metoda). Metoda odredivanja inhibicija DPPH radikala opisan u Odeljku 3.2.11.6.3.4.1.
I ograniCena je isklju¢ivo na detektovanje antioksidanasa rastvornih u metanolu, sto je
limitiraju¢e za detektovanje proteina i peptida ve¢e molekulske mase. Ovom metodom
utvrdeno je da dodatak peptida znacajno uti¢e na povecanje antioksidativne aktivnosti
mleka pre same fermentacije pri ¢emu je stepen porasta direktno zavisan od procenta
dodatih peptida. Najbolje karakteristike pokazuje uzorak 5HJ koji poseduje statisticki (p
< 0,05) znacajno visu antioksidativnu aktivnost od 16,23 % posle fermentacije, ali i
najveci porast antioksidativnhog kapaciteta tokom fermentacije od 9,54 %. Sledeci
najbolji porast antioksidativnog kapaciteta pokazuje uzorak 3HJ sa porastom sa 3,55 %
na 10,12 %. Metoda odredivanja antioksidativnog kapaciteta pomo¢u ABTS reagensa
opisan je u Odeljku 3.2.11.6.3.4.2. a podrazumeva identi¢an mehanizam kao i metoda sa
DPPH reagensom (engl. ,,scavenging activity) s tim §to ova metoda detektuje kako
hidrofilne tako i lipofilne antioksidanse. Ovom metodom je utvrdeno da se dodatkom

bioaktivnih peptida znacajno povecava antioksidativni kapacitet kod svih uzoraka, §to je
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kao 1 kod inhibicije DPPH radikala u direktnoj vezi sa koli¢inom dodatih bioaktivnih
peptida. Najvisu vrednost pre (43,72 £ 2,95 %) ali i posle (49,72 £+ 2,89 %) fermentacije
poseduje uzorak 5F4J, statisticki (p < 0,05) znacajno viSu od kontrolnog uzorka. Uzorak
5HJ koji pokazuje najbolju vrednost inhibicije DPPH radikala, ovde pokazuje drugu
najbolju aktivnost sa 48,34 % nakon fermentacije. Takode, uzorak 3HJ pokazuje bliske
vrednosti antioksidativnog kapaciteta uzorcima 5F4J i 5HJ, dok ostali uzorci pokazuju
statisti¢ki (p < 0,05) znacajno nizu antioksidativnu aktivnost. FRAP metoda, opisana u
Odeljku 3.2.11.6.3.4.3., takode pokazuje da se dodatkom bioaktivnih peptida znatno
povecéava antioksidativni kapacitet kod svih uzoraka kao i da se fermentacijom dodatno
povecava redukciona snaga uzoraka. Ipak, najveée povecanje redukcione snage uoceno
je kod kontrolnog uzorka. Formiranje reduktanata tokom fermentacije moze biti razlog
za povecanje redukcione snage. Oni mogu da reaguju sa slobodnim radikalima,
stabilizuju ih i suzbiju radikalsku lanc¢anu reakciju. U literaturi postoje podaci o uticaju
mnogih bakterija mle¢ne kiseline na povecanje redukcione snage fermentisanih
supstrata (Lin i Yen, 1999). Takode, poveéanju redukcione snage mogu da doprinesu i
unutaréelijski antioksidansi 1 peptidi starter kultura i njihova hidrogen donorska
sposobnost (Yang i sar., 2000). Ostali uzorci pokazuju manji porast redukcione snage
tokom fermentacije, ali kako dodatak bioaktivnih peptida utiCe na poveéanje
antioksidativnog kapaciteta pa i redukcione snage u uzorcima pre same fermentacije,
neki uzorci i pored manjeg porasta tokom fermentacije, poseduju visu redukcionu snage
gotovog proizvoda. Najveéu redukcionu snagu poseduje 5HJ uzorak koji pokazuje i
najvisi antioksidativni kapacitet odredivan metodom inhibicije DPPH radikala i drugi

najvisi kapacitet odredivan metodom inhibicije ABTS radikala.

Veoma bitna Kkarakteristika obogacenog napitka je ACE inhibitorna aktivnost
odredivana po metodi opisanoj u Odeljku 3.2.11.6.3.5. Dobijeni rezultati ukazuju na to
da se fermentacijom ACE inhibitorna aktivnost napitka smanjuje. Mleko pre
fermentacije poseduje visu aktivnost od jogurta koji se dobija nakon fermentacije
mleka. Uzorci sa dodatkom bioaktivnih peptida surutke o¢ekivano poseduju i visu ACE
inhibitornu aktivnost od kontrolnog uzorka, ali je prisutno znatno vece opadanje te
aktivnosti tokom fermentacije. Najvisu ACE inhibitornu aktivnost nakon fermentacije
pokazuje uzorak 5HJ koji pokazuje i najbolje antioksidativne karakteristike. Produkcija
ACE inhibitornih peptida je mogué¢a pomocu BMK, ali je bitan odabir adekvatne
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proteoliticke kulture i uslova fermentacije (Gupta i sar., 2013). Mnogi radovi potvrduju
mogucnost proizvodnje napitka sa ACE inhibitornim peptidima pomo¢u BMK (Donkor
i sar., 2005; Gobbetti i sar., 2000), ali produkcija ovakvih bioaktivnih peptida ¢esto ne
prati onu metabolicku aktivnost koja je potrebna za dobijanje fermentisanog proizvoda
zadovoljavajuc¢ih organoleptickih karakteristika. Dodatak bioaktivnih peptida u
fermentisani proizvod predstavlja jednostavan nacin za poboljsanje funkcionalnih
svojstava proizvoda, bez naruSavanja organoleptickih i drugih pozeljnih karakteristika

fermentisanog napitka.

Analizom rezultata prikazanih u tabeli 12 izvodi se zakljuc¢ak da iako dodatak proteina i
peptida surutke ne uti¢e znacajno na povecanje ukupnog broja zivih celija ABY 6
kulture nakon fermentacije, zasigurno uti¢e na promenu medusobnog odnosa 4
bakterijska soja koja ¢ine ovu mesSanu jogurtnu Kkulturu, kao i na samu metabolicku
aktivnost koris¢enih sojeva, na Sta upucuje promena pH vrednosti i titiracijske kiselosti
u zavisnosti od koli¢ine 1 vrste dodatih peptida. Razli¢ito ponaSanje probiotske kulture u
zavisnosti od koli¢ine i vrste dodatih peptida pokazano je i u radu Lucas i sar. (2004).
Takode, u radu Prasanna i sar., (2012) pokazano je kao i u ovom radu da na ponasanje
BMK znacajan uticaj ima tip odnosno veli¢ina dodatih peptida. Uzorak bez dodatka
peptida pokazuje porast antioksidativnog kapaciteta, $to je delom uzrok proteoliticke
aktivnosti BMK, a najviSe soja L. delbrueckii ssp. bulgaricus, koji ima sposobnost da
hidrolizuje velike molekule proteina i peptida, na manje peptide i slobodne
aminokiseline, koji su ¢esto nosioci odredenih bioaktivnosti poput antioksidativne ili
ACE inhibitorne. Uzorci sa dodatkom proteina i peptida surutke pokazali su smanjenje
ACE inhibitorne aktivnosti nakon fermentacije u daleko ve¢oj meri nego $to je slucaj
kod kontrolnog uzorka §to je direktna posledica potroSnje bioaktivnih peptida od strane
BMK, a pre sveha soja S. thermophilus. MeSana kultura ABY 6 je kultura koja se
komercijalno koristi za fermentaciju mleka i kombinovana je u takvom odnosu
bakterijskih sojeva da mleko predstavlja idealan supstrat da bi ona ispoljila svoje
najbolje karakteristike. Dodatkom peptida u ovakav fermentacioni supstrat po Cijem
sastavu je meSana kultura koncipirana veoma malo remeti i menja njeno prvobitno
funkcionisanje. Tome u prilog ide i ¢injenica da su mali rast ukupnog broja zivih ¢elija
pokazali samo uzorci sa minimalnim dodatkom bioaktivnih peptida (1HJ i 1F4J), svako

dalje dodavanje peptida dovodi do smanjenja ukupnog broja zivih c¢elija nakon
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fermentacije. ObjaSnjenje smanjenja broja ukupnih zivih c¢elija moze se na¢i u
favorizovanju aktivnosti soja L. delbrueckii ssp. bulgaricus dodatkom peptida u
fermentacioni supstrat. Favorizovanje i podsticanje rasta soja L. delbrueckii ssp.
bulgaricus nije dobro, jer ovaj soj proizvodi vec¢e koli¢ine vodonik-peroksida nego §to
je to slucaj sa sojem S. thermophilus, a to nepovoljno uti¢e na rast probiotskih sojeva
sadrzanih kulturama tipa ABY (Korbekandi i sar., 2011; Mortazavian i sar., 2007;

Mortazavian i sar., 2008; Tamime i sar., 2005 ).

Ovo ipak nije slucaj sa bioaktivnosti odnosno funkcionalnim svojstvima proizvoda.
Dodatak bioaktivnih peptida uti¢e povoljno na povecanje antioksidativnog kapaciteta,
redukcione snage kao i ACE inhibitorne aktivnosti uzoraka nakon fermentacije.
Dodatak bioaktivnih peptida daje veliki doprinos kvalitetu proizvoda kroz poveéanje
funkcionalnosti proizvoda. Najbolje parametre bioaktivnosti poseduje uzorak 5HJ, §to je

u vezi sa sadrzajem peptida u uzorku.

4.2.1.2.1.2. Uticaj dodatka bioaktivnih peptida surutke na stabilnost fermentisanog

napitak na bazi mleka

Parametri koji su odredivani pre i posle fermentacije mleka, praceni su i tokom ¢uvanja
dobijenog fermentisanog proizvoda u frizideru na temperaturi od 4 £ 1 °C (metoda
opisana u Odeljku 3.2.11.6.3.6). Na slici 40 prikazan je uticaj dodatka bioaktivnih

peptida na broja Zivih ¢elija meSane kulture u fermentisanom proizvodu tokom ¢uvanja.
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Slika 40. Broj zivih ¢elija u fermentisanom mleku sa dodatkom hidrolizata proteina
surutke (dobijenog hidrolizom pomoc¢u proteinaze k) od 1 %, 3 % i 5 % (1HJ, 3HJ, 5HJ)
i frakcije hidrolizata koja sadrzi peptide molekulske mase ispod 3 kDa (1F4J, 3F4J,
5F4)), kao i kontrole — uzorak bez dodatih peptida, tokom 28 dana ¢uvanja na 4 °C

Iako bioaktivni peptidi nisu ispoljili znacajan uticaj na rast primenjene kulture tokom
procesa fermentacije, njihov pozitivan uticaj je prisutan tokom ¢uvanja proizvoda na 4 +
1 °C i to za ceo period od 28 dana (slika 40). Ovi rezultati su u skladu sa literaturom
(Akalin i sar., 2007; Christopher i sar., 2009; Gustaw i sar., 2016), dok su Mccomas i
Gilliland (2003) pokazali suprotan efekat (da postoji pad u broju BMK) tokom ¢uvanja
na4 = 1 °C u trajanju od 28 dana. Vazno je napomenuti razliku u delovanju ukupnog
hidrolizata i frakcije hidrolizata na broj zivih ¢elija. U period od 0. do 7. dana ¢uvanja,
svi uzorci ispoljili su rast broja zivih ¢elija, osim uzoraka u koje je dodat hidrolizat.
Kontrola pokazuje blagi rast u prvih 7 dana, dok uzorci sa dodatkom frakcije HPK-F4
pokazuju znatan rast, pogotovo uzorak 3F4J koji pokazuje rast od ¢ak Alog = 0,4.
Nakon sedmog dana ¢uvanja svi uzorci pokazuju pad broja zivih ¢Celija. Kontrolni
uzorak pokazuje najveci pad od ¢ak Alog =-0,879. Uzorak 1HJ koji je imao najveci rast
tokom fermentacije, pokazao je posle kontrole najveei smanjenje broja zivih Celija
tokom c¢uvanja (Alog = -0,517), 3HJ i 5HJ pokazuju smanjenje od Alog = -0,405
odnosno Alog = -0,383. Uzorci 1F4J i 5F4J imaju medusobno gotovo identican broj
zivih ¢elija nakon 28 dana ¢uvanja $to odgovara smanjenju viabilnosti od Alog = -0,243
odnosno Alog = -0,195. Jedini uzorak koji ispoljava povecanje broja zivih Celija je
uzorak 3F4J koji je nakon fermentacije imao upravo najmanji broj zivih ¢elija. Ovaj
uzorak imao je najvece povecanje vijabilnosti izmedu nultog i sedmog dana, a zatim je
pokazivao blago smanjenje, da bi nakon 28. dana ¢uvanja zadrzao rast u broju zivih

¢elija u odnosu na nulti dan od Alog = 0,114.

Na slici 41 prikazana je promena pH vrednosti i titracijske kiselosti tokom cuvanja
uzoraka u frizideru u trajanju od 28 dana. Svi uzorci su zadrzali isti trend koji su imali
nakon fermentacije, odnosno nultog dana ¢uvanja. Kontrola zadrZava najnizu titracijsku
kiselost koja nakon 28 dana ¢uvanja iznosi 32,4 + 0,15 °SH, $to predstavlja povecanje
od 10,4 °SH. Isto poveéanje imali su uzorci sa dodatkom ukupnog hidrolizata, ¢ija je

titracijska kiselost nakon 28 dana ¢uvanja iznosila u proseku 35,7 °SH. Identi¢an trend
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zabeleZen je i kod pH vrednosti. Kontrola je zadrzala najvisu pH vrednostu u odnosu na
ostale uzorke i nakon 28 dana ¢uvanja pH vrednost se spustila za 0,480 jedinica. Uzorci
sa dodatkom bioaktivnih peptida imali su u proseku smanjenje od 0,490 jedinica, gde je
najve¢e smanjenje od 0,547 jedinica zabelezen u uzorku 5F4J. Slede¢e najvece
smanjenje pH vrednosti, ali i rast titracijske kiselosti imao je uzorak 3F4J koji je
pokazao i najvecu vijabilnost. Sli¢ni rezultat dobijeni su sa kombinovanom kulturom
Lactobacillus acidophilus LA-5, Lactobacillus rhamnosus LR-35 i Streptococcus

thermophilus (Lucas i sar., 2004).
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Slika 41. Titracijska kiselost odnosno pH vrednost fermentisanog mleka sa dodatkom
hidrolizata proteina surutke (dobijenog hidrolizom pomocu proteinaze k) od 1 %, 3 % i
5 % (1HJ, 3HJ, 5HJ) 1 frakcije hidrolizata koja sadrzi peptide molekulske mase ispod 3

kDa (1F4J, 3F4J, 5F4)), kao i kontrole — uzorak bez dodatih peptida, tokom 28 dana

cuvanjana 4 °C

Kao i u ovom istrazivanju Lucas i sar. (2004) zabelezili su nepovoljan uticaj dodatka
peptida surutke na rast probiotske kulture tokom fermentacije, pogotovo pri veéim
koncentracijama peptida. Medutim, tokom Cuvanja u frizideru, zabeleZen je pozitivan
uticaj peptida na rast kultura (Akalin i sar., 2007; Lucas i sar., 2004). lako su u svim
uzorcima kulture belezile pad broja tokom ¢uvanja, dodatak hidrolizata proteina surutke
uticao je na smanjenje razlike u broju zivih ¢elija nultog i poslednjeg dana Cuvanja, Sto

je u saglasnosti sa nasim radom. Takode, dodatak peptida uticao je na povecanu kiselost
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uzoraka (Akalin i sar., 2007; Horackova i sar., 2014; Lucas i sar., 2004), sto je slucaj i

sa uzorcima ispitivanim u ovom radu.
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Slika 42. Antioksidativna aktivnost fermentisanog mleka sa dodatkom hidrolizata
proteina surutke (dobijenog hidrolizom pomocu proteinaze k) od 1 %, 3 % i 5 % (1HJ,
3HJ, 5HJ) i frakcije hidrolizata koja sadrzi peptide molekulske mase ispod 3 kDa (1F4J,
3F4J, 5F4)), kao i kontrole — uzorak bez dodatih peptida, tokom 28 dana ¢uvanja na 4
°C, racunata preko inhibicije DPPH radikala, Redukcione snage i Inhibicije ABTS

radikala

Prema podacima iz literature, fermentacija pomocu BMK dovodi do povecanja
antioksidativnog kapaciteta (Virtanen i sar., 2007), ali tokom perioda Cuvanja
antioksidativni kapacitet opada. Na slici 42 prikazana je promena antioksidativne
aktivnosti uzoraka tokom ¢uvanja na 4 £ 1 °C u trajanju od 28 dana. Inhibicija DPPH
radikala pokazuje znacajno povecanje kod uzorka kome nisu dodati peptidi. Inhibicija
DPPH rdikala je 28. dana ¢ak 3,48 puta visa nego nultog dana ¢uvanja, odnosno odmah
nakon fermentacije. Porast antioksidativnog kapaciteta posebno je izrazenu u drugoj
polovini perioda ¢uvanja, od 14. do 21. dana (1,64 puta) i od 21. do 28. dana (1,44
puta). Uzorak 1HJ koji je jedan od uzoraka sa najve¢im smanjenjem broja zivih celija
tokom ¢uvanja, pokazuje porast inhibicije DPPH radikala od 3,69 puta, §to je znatno
vise od kontrolnog uzorka. Uzorak 1HJ je pokazao znatno nizu vrednost inhibicije

DPPH radikala nakon fermentacije, tako da i pored manjeg pada inhibicije DPPH
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radikala od kontrolnog uzorka, kontrola u 28. dana pokazuje vec¢i stepen inhibicije
DPPH radikala od ovog uzorka. Ostali uzorci sa dodatkom ukupnog hidrolizata beleze
pad inhibicije DPPH radikala i nizu vrednost 28. dana u odnosu na kontrolni uzorak.
Uzorci sa dodatkom frakcije hidrolizata takode beleZze nizu vrednost inhibicije DPPH
radikala 28. dana u odnosu na kontrolu, s tim da uzorci 1F4J, 3F4J i 5F4] beleze rast od
1,25 odnosno 2,42 , odnosno 1,82 puta u odnosu na pocetnu vrednost. Inhibicija ABTS
radikala belezi pad kod svih uzoraka tokom perioda cuvanja od 28 dana. Najmanji pad u
inhibiciji ABTS radikala (1,26 puta) ostvario je uzorak sa najmanjim padom u broju
zivih ¢elije, uzorak 3F4J. Sledeci najmanji pad od 1,35 puta zabelezen je u uzorku 3HJ
koji zajedno sa 3F4J pokazuje i najvecu inhibiciju ABTS radikala posle 28 dana ¢uvanja
od 34,06 % (sto je 1,31 puta visa vrednost od kontrolnog uzorka), odnosno 35,31 % (Sto
je 1,36 puta visa vrednost od kontrolnog uzorka) za 3F4J uzorak. Jedini uzorak pored
pomenuta dva koji pokazuje viSu inhibiciju ABTS radikala u odnosu na kontrolu posle
28 dana ¢uvanja je 1F4J, sa 1,15 puta ve¢om inhibicijom od kontrolnog uzorka. Ostali
uzorci pokazuju inhibiciju ABTS radikala koja je u granicama one koju ispoljava
kontrolni uzorak. Redukciona snaga je takode pokazatelj antioksidativnog kapaciteta
uzoraka. Kao i inhibicija DPPH i ABTS radikala, redukciona snaga pokazuje opadanje
tokom cCuvanja. Kontrolni uzorak pokazuje ravnomerno opadanje tokom vremena
cuvanja i najveci pad redukcione snage u odnosu na pocetnu vrednost (1,30 puta).
Redukciona snaga kontrolnog uzorka iako nultog dana ¢uvanja pokazuje visu vrednost
od ¢ak 4 uzorka sa dodatkom peptida (3HJ, 1F4J, 3F4J, 5F4)), predstavlja najnizu
vrednost u odnosu na druge uzorke nakon 28 dana cuvanja. Uzorak koji pokazuje
najvisu vrednost je uzorak SHJ koji je imao 1 najviSu vrednost posle fermentacije 1 pad
od svega 1,07 puta. Slede¢i uzorak sa najviSom redukcionom snagom nakon 28 dana
cuvanja je uzorak 3HJ, koji nije pokazao ukupan pad redukcione snage, za Sta je
zasluzan veliki skok aktivnosti u 7. danu ¢uvanja i1 postepeno opadanje u narednim
danima. Uzorci sa hidrolizatom pokazali su bolju redukcionu snagu kako nakon
fermentacije, tako i nakon 28 dana cuvanja, poredeci sa kontrolom ali i uzorcima kojima
je dodata frakcija hidrolizata. Redukciona snaga uzorka SHJ nakon 28 dana Cuvanja je
1,26 puta viSa od redukcione snage kontrole, a redukciona snaga 3HJ uzorka je 1,24
puta visa od redukcione snage kontrole. Svi uzorci sa dodatkom peptida pokazuju

statisticki znacajno (p < 0,05) visu redukcionu snagu poredeci sa kontrolnim uzorkom.
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Zakljucak

Iz navedenih rezultata moZzemo zakljuciti da dodatak bioaktivnih peptida ne utice
znacajno na povecanje broja zivih ¢elija ABY 6 kulture nakon fermentacije, Sto se moze
pripisati kratkom trajanju fermentacije od svega 3 sata i 45 minuta, ali utice na
metabolizam koriS¢enih bakterija 1 dovodi do statisticki znacajno (p < 0,05) brzeg pada
pH odnosno povecanja titracijske kiselosti u svim uzorcima. Dodatak peptida pozitivno
uti¢e na ukupan broj Zivih ¢elija tokom procesa ¢uvanja na 4 £ 1 °C u trajanju od 28
dana, a sama efikasnost zavisi od tipa kori$¢enih peptida. Frakcija HPK-F4 ima bolji
uticaj na ukupan broj zivih ¢elija dodata u svim procentim (1 %, 3 %, 5 %), dok dodatak
ukupnog hidrolizata ima nesto manji uticaj, ali svakako ukupan broj zivih ¢elija u svim
uzorcima sa dodatkom peptida ima statisti¢ki znacajno (p < 0,05) viSu vrednost, pri
¢emu se posebno istice uzorak 3F4J sa najveéim brojem zivih celija posle 28 dana
cuvanja. Titracijska kiselost i pH vrednost uzoraka sa dodatkom peptida su nize (pH),
odnosno vise (titracijska kiselost) tokom celog perioda ¢uvanja, Sto je poslecica razlike
u vrednostima nakon fermentacije, odnosno u nultom danu ¢uvanja. Tokom ¢uvanja, svi
uzorci imaju isti trend opadanja pH, odnosno rasta titracijske kiselosti na Sta dodatak
peptida nije imao uticaja. Dodatak bioaktivnih peptida surutke imao je ocekivano
najveci uticaj upravo na taj karakter proizvoda. ACE inhibitorna aktivnost mleka pre
fermentacije znatno je povecana dodatkom bioaktivnih peptida, ocekivano najvisa
vrednost bila je kod uzoraka sa dodatkom 5 % proteina i peptida surutke. ACE
inhibitorna aktivnost svih uzoraka se smanjila tokom procesa fermentacije Sto je
posledica razgradnje bioaktivnih peptida od strane koriS¢ene kulture, pri ¢emu se
najveca vrednost zadrzala u uzorcima SHJ i 3F4J nakon fermentacije. Antioksidativni
kapacitet proizvoda je znatno uvecan kod svih uzoraka sa dodatkom proteina i peptida
surutke, uz oc¢ekivano najveci porast u uzorcima s dodatkom od 5 %. Fermentacija je
dodatno uvecala antioksidativni kapacitet uzoraka. NajviSu inhibiciju ABTS radikala
nakon 28 dana ¢uvanja u frizideru pokazali su uzorci 3HJ i 3F4J. Uzorak 3F4J pokazao
je najbolje karakteristike i mozemo re¢i da kada je u pitanju ABY 6 kultura, i mleko sa
0,5 % mlecne masti, najbolje karakteristike proizvoda dobijamo obogacivanjem

medijuma sa 3,0 % frakcije HPK-F4.
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4.2.1.2.1.3. Uticaj dodatka bioaktivnih peptida surutke na probiotska svojstva
fermentisanog napitak na bazi mleka

Komerciajalna mesana kultura ABY 6 kori$¢ena u ovom radu sadrzi dva probiotska soja
L. acidophilus i B. bifidum u Odeljku 3.2.11.6.3.7. opisana je metoda odredivanja
prezivljavanja ove probiotske kulture u uslovima koji vladaju u zelucu i

dvanaestopalacnom crevu (niska pH 1 prisustvo zu¢ne soli).
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Slika 43. Ukupan broj zivih ¢elija dva probiotska soja L. acidophilus i B. Bifidum nakon

fermentacije mleka ABY 6 kulturom za uzorke bez dodatka peptida KJ, sa dodoatkom

hidrolizata proteina surutke (dobijenog hidrolizom pomocu proteinaze k) od 1% (1HJ),

3% (3HJ) i 5% (5HJ) i frakcije hidrolizata koja sadrzi peptide molekulske mase ispod 3
kDa od 1% (1F4J), 3% (3F4J), 5% (5F4J), tokom 4h inkubaciju u MRS bujonu sa

dodatkom 0,3% govede Zuci, podeSenom pH na 3,0 odnosno 2,5. Kontrola presdstavlja

MRS bujon bez dodataka sa pH oko 6,2

121



Na slici 43 je prikazan broj Zivih ¢elija probiotske kulture tokom vremena od 4,0 h pri
razli¢itim uslovima koji simuliraju uslove u gastrointestinalnom traktu. Tokom
ispitivanja sposobnosti prezivljavanja meSane kulture sojeva L. acidophilus i B. bifidum
pri uslovima pH 2,5 pocevsi od nultog sata zabelezeno je intenzivno odumiranje ¢elija u
odnosu na pocetni broj. Probiotska kultura ima u proseku 62,0 % prezivljavanje nakon
prvog sata pri pH 2,5 (pH vrednost koja vlada u Zelucu), a nakon drugog sata taj broj je
jednak nuli u svim uzorcima. Dobijeni rezultati ukazuju da tip i koli¢ina dodatih
bioaktivnih peptida ne utice na broj zivih ¢elija pri pH vrednosti 2,5. Tokom ispitivanja
sposobnosti prezivljavanja meSane kulture sojeva L. acidophilus i B. bifidum pri
uslovima pH 3,0 tokom 4,0 h zabelezeno je veoma blago odumiranje ¢elija u odnosu na
pocetni broj Prezivljavanje probiotske kulture kod svih uzoraka iznosilo je oko 99,0 %
nakon 2,0 h inkubacije, a 97,5 % nakon 4,0 h inkubacije. Navedeni rezultati ukazuju da
ni u ovom slucaju nije bilo znacajnih odstupanja u broju Zivih ¢elija u zavisnosti od tipa
i koli¢ine dodatih peptida. Dodatak govede zuci od 0,3 % simulira uslove koji vladaju u
dvanaestopala¢nom crevu. Ukupan broj zivih ¢elija zabelezen nakon 2,0 h inkubacije u
prisustvu 0,3 % govede zuci iznosio je oko 99,0 % u odnosu na pocetni broj, kod svih

uzoraka, a nakon 4h taj broj je bio 98,5 %.

Na osnovu prikazanih rezultata moze se zakljuciti da dodatak bioaktivnih peptida kao i
tip i koncentracija istih, pre samog procesa fermentacije ne utiCe na procenat
prezivljavanja probiotske kulture u simuliranim uslovima koji vladaju u

gastrointestinalnom traktu.

4.2.1.2.2. Uticaj dodatka bioaktivnih peptida surutke na fermentisani napitak na

bazi surutke

Formulacija fermentacionog supstrata opisana je u Odeljku 3.2.11.2.3.

4.2.1.2.2.1. Uticaj dodatka bioaktivnih peptida surutke na tok fermentacije napitka

na bazi surutke

Metoda ispitivanja uticaja dodatka peptida surutke na fermentacioni proizvod na bazi
surutke opisana je u Odeljku 3.2.11.6. 1 3.2.11.6.2.
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Tabela 13. Parametri fermentacionog supstrata koji sadrzi surutku i mleka (sa 0,5 % mle¢ne masti) u odnosu 70 : 30 u koji je dodato 1, 3

I 5 % hidrolizata proteina surutke dobijenog pomocu proteinaze k (1HS, 3HS, SHS) i frakcije hidrolizata koja sadrzi peptide molekulske

mase ispod 3 kDa (1F4S, 3F4S, 5F4S) racunato na ukupan sadrzaj proteina u mediumu, pre i nakon fermentacije pomoc¢u ABY 6

komercialne kulture

Kontrola 1HS 3HS 5HS 1F4S 3F4S 5F4S
Pre Posle Pre Posle Pre Posle Pre Posle Pre Posle Pre Posle Pre Posle
fer. fer. fer. fer. fer. fer. fer. fer. fer. fer. fer. fer. fer. fer.
Broj zivih 6,991 8,186 6,991 8,205 6,991 8,210 6,991 8,200 6,991 8,472 6,991 8,422 6,991 8,344
c¢elija, logio +0,05 0,08 0,05 0,08 0,05 0,09 0,05 0,06 +0,05 0,07 0,05 0,06 0,05 0,10
CFU/mL
pH 6,452 4590 6,452 4551 6,452 4576 6,452 4580 6,452 4535 6,452 4530 6,452 4,531
+0,05 +0,04 0,05 +0,03 +0,05 +0,04 +0,05 +0,04 0,05 0,03 0,05 +0,04 +0,05 0,02
Titracijska 5,2 18,2 5,2 18.6 5.2 19,6 52 19,4 52 18,6 5,2 19,2 5,2 19,2
kiselost, +0,10 +0,10 +0,15 +0,15 +0,10 +0,15 +0,13
°SH
DPPH, % 22,17 2899 2599 30,29 2755 1523 28,10 7,34 2510 2450 2548 29,98 2578 27,80
+1,89 +199 +187 +289 +2,79 +155 +344 +119 +188 +299 +3,09 +3,19 +282 +292
ABTS, % 60,10 67,23 6257 66,10 62,99 64,40 63,14 67,10 6293 6519 69,02 69,70 70,91 72,65
+225 +295 +190 2,00 +1,87 +1,89 +2,02 +254 +234 +210 2,60 +2,28 +2,05 2,25
FRAP,aps 0.622 0.715 0.615 0.748 0.632 0.716 0.687 0.709 0.615 0.632 0.614 0.648 0.617 0.645
+0,03 0,06 0,05 0,04 +0,02 +0,05 +0,04 +0,05 0,05 0,03 0,04 +0,02 +0,03 0,05
ACEI, % 736 6,63 1293 210 2546 946 3540 19,64 12,12 510 30,01 16,17 41,14 2942
+1,90 +2,10 +268 +0,92 +298 +1,64 +284 +268 +2,16 +168 +2,72 +260 +268 +2,79
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U tabeli 13 prikazani su parametri fermentacije supstrata koji sadrzi 30 % mleka i 70 %
surutke, u zavisnosti od tipa i procenta dodatka bioaktivnih peptida surutke. Broj zivih
¢elija nakon fermentacije (metoda opisana u Odeljku 3.2.11.6.3.3.) pokazuje visu
vrednost kod uzoraka sa dodatkom bioaktivnih peptida i proteina surutke u poredenju sa
kontrolnim uzorkom, $§to predstavlja bolje rezultate u odnosu na vrednosti dobijene pri
fermentaciji mleka kao i navodima iz literature vezanin za fermentaciju mleka (Lucas i
sar., 2004). Rast ukupnog broja zivih ¢elija kod kontrolnog uzorka bio je 1,195 logio
CFU/mL, dok je kod svih uzoraka sa dodatkom ukupnog hidrolizata ovaj rast bio blago
uvecan, ali ne i statisticki (p < 0,05) znacajno veci. Kod uzoraka sa dodatkom peptidne
frakcije molekulske mase ispod 3 kDa uocava se drugaciji trend. Uzorak 1F4S i 3F4S
pokazuju veci rast celija tokom fermentacije poredeci sa kontrolnim uzorkom. Uzorak
1F4S pokazuje 1,24 puta veci rast ukupnog broja zivih ¢elija tokom fermentacije od
rasta u kontrolnom uzorku, a uzorak 3F4S 1,20 puta vedi rast od kontrolnog uzorka.
Uzorak 5F4S pokazuje nesto manji rast od ostalih uzoraka sa dodatkom frakcije
hidrolizata (1,13 puta veéi nego u kontrolnom uzorku). U tabelama 12 | 13 je prikazan
ukupan broj zivih ¢elija, ali ono §to je karakteristicno za ovo povecanje broja nakon
fermentacije jeste, da se on pokazao na M17 podlozi, $to znaci da se rast ogleda upravo
u povecanju broja zivih ¢elija soja S. thermophilus za ¢iji rast su neophodni Kkratki
peptidni lanci koje mu obezbeduje L. delbrueckii ssp. bulgaricus, hidrolizom proteina iz
mleka i surutke. Ovo povecanje broja nije prisutno u mleku verovatno iz razloga sto je u
mleku prisutna veca koli¢ina proteina koja je dostupna soju L. delbrueckii ssp.
bulgaricus i iz koje nastaje dovoljna koli¢ina peptida i aminokiselina neophodnih za rast
S. thermophilus. Surutka s druge strane ima manji sadrzaj proteina $§to uti¢e na manju
koli¢inu oslobodenih kratkih peptidnih lanaca od strane soja L. delbrueckii ssp.
bulgaricus, pa je rast soja S. thermophilus ograni¢en njihovom koli¢inom. Dodatkom
proteina i peptida surutke, a pogotovo peptida molekulske mase ispod 3kDa, obezbeduje

se dovoljna koli¢ina istih za rast soja S. thermophilus.

pH vrednost kao vazan parametar fermentacije (metoda opisana u Odeljku 3.2.11.6.3.1.)
pokazuje da je fermentacija najsporije tekla u kontrolnom uzorku (pH uzorka se tokom
fermentacije smanjila sa 6,452 + 0,05 na 4,590 £ 0,04), a najbrze u uzorku sa dodatkom
3,0 % frakcije hidrolizata, kod koga je pH vrednost nakon fermentacije iznosila 4,530 +

0,06. pH vrednosti ispitivanih uzoraka ukazuju na to da je dodatak peptida u vidu
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frakcije hidrolizata vise uticao na tok fermentacije i pad pH uzoraka od dodatka
ukupnog hidrolizata.

Iz prikazanih rezultata titracijske kiselosti (metoda opisana u Odeljku 3.2.11.6.3.2.) se
potvrduje zakljucak dobijen analizom pH vrenosti uzoraka. Naime, najmanju titracijsku
kiselost pokazuje kontrola sa 18,2 + 0,4 °SH. Uzorci sa 1,0 % dodatka peptida pokazuju
nesto viSu vrednost i to 18,6 £ 0,6 °SH. Najveéi porast titracijske kiselosti pokazuju
uzorci sa dodatkom 3,0 % i 5,0 % hidrolizata i to 3HS pokazuje 19,6 £ 0,4 °SH, a 5HS
nesto nizu vrednost 19,4 £ 0,6 °SH. Uzorci sa dodatkom frakcije hidrolizta od 3,0 % i
5,0 % pokazuju manji rast titracijske kiselosti u odnosu na uzorke sa istim procentom
ukupnog hidrolizata (19,2 £ 0,4 °SH). Kako su uzorci sa dodatkom frakcija hidrolizata
od 1,0 % i 3,0 % pokazali najeci broj zivih ¢elija posle 3h i 45 minuta fermentacije, a
pracenjem pH i titracijske kiselosti nije ustanovljen znacajan uticaj na fermetativnu
aktivnost, mozemo zakljuciti da tip odnosno veli¢ina dodatih peptida igra vaznu ulogu u
ispoljavanju njihovog uticaja na rast i metabolizam koris¢ene kulture. Dodatak peptida
male molekulske mase utice na rast i poveéanje broja zivih celija, dok nema znacajnog
uticaja na metabolizam koris¢ene kulture, dok dodatak ukupnog hidrolizata ima
znacajan uticaj na metabolicku aktivnost kulture, ali neSto manji uticaj na povecanje

broja zivih ¢elija tokom procesa fermentacije.

Kao $to je ve¢ navedeno metoda odredivanja inhibicija DPPH radikala opisan u Odeljku
3.2.11.6.3.4.1. ograni¢ena je isklju¢ivo na detektovanje antioksidanasa rastvornih u
metanolu. Ovom metodom utvrdeno je da dodatak peptida utiCe na povecanje
antioksidativne aktivnosti supstrata na bazi surutke pre same fermentacije, pri ¢emu je
stepen porasta direktno zavisan od koncentracije dodatih peptida. Uticaj fermentacije na
inhibiciju DPPH radikala je razli¢it u uzorcima sa razli¢itom koncentracijom i tipom
dodatih peptida. U uzorcima 3HS, SHS 1 1F4S zabeleZen je pad inhibicije DPPH
radikala nakon fermentacije, dok je u uzorcima 1HS, 3F4S, 5F4S kao i u kontrolnom

uzorku zabelezen rast inhibicije. Najbolje karakteristike pokazuju uzorci 1HS i 3F4S.

Metoda odredivanja antioksidativnog kapaciteta pomo¢u ABTS reagensa opisan je u
Odeljku 3.2.11.6.3.4.2. Ovom metodom je utvrdeno da se dodatkom bioaktivnih peptida
znaCajno povecava antioksidativna aktivnost kod svih uzoraka, Sto je kao 1 kod

inhibicije DPPH radikala u direktnoj vezi sa koli¢inom dodatih bioaktivnih peptida.
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Najvisu vrednost pre (70,91 + 2,05 %) ali i posle (72,65 £ 2,25 %) fermentacije
poseduje uzorak 5F4S, statisticki (p < 0,05) znacajno visu od kontrolnog uzorka, iako
znatno manji rast antioksidativnog kapaciteta tokom fermentacije od svega 1,74 %.
Kontrolni uzorak je pokazao povecanje antioksidativnog kapaciteta tokom fermentacije
sa 60,10 £ 2,20 % na 67,32 £+ 2,95 %, Sto predstavlja povecanje od 7,13 %. Uzorci sa
dodatkom peptida pokazali su visi antioksidativni kapacitet pre fermentacije, ali znatno
manji povecanje kapaciteta tokom fermentacije, Sto dovodi do toga da svi uzorci izuzev
3F4S i 5F4S pokazuju blago nizu sposobnost inhibicije ABTS radikala porede¢i sa
kontrolnim uzorkom. Uzorak 3F4S pokazuje blago visi antioksidativni kapacitet nakon
fermentacije, porede¢i sa kontrolnim uzorkom, iako se tokom fermentacije
antioksidativni kapacitet povecao za svega 0,7 %. Dok uzorak 5F4S pokazuje statisticki
znacajno visi antioksidativni kapacitet poredeci sa kontrolnim uzorkom. Takode, uocava
se razlic¢it trend kod uzoraka sa dodatkom ukupnog hidrolizata i uzoraka sa dodoatkom
frakcije hidrolizata. Uzorci sa dodatkom frakcije hidrolizata pokazuju znatno manje
povecanje antioksidativog kapaciteta tokom fermentacije, prose¢no 1,57 %, dok uzorci
sa dodatko ukupnih hidrolizata pokazuju povecanje antioksidativnhog kapaciteta
prosecno 3,29 %. Sve ovo ukazuje na prisutno troSenje bioaktivnih peptida tokom
fermentacije. Kako ukupni hidrolizat sadrzi peptide i proteine veéih molekulskih masa,
koji nisu direktno dostupni soju S. thermophilus za ishranu, njihova redukcija je znatno
manja (Sto se ogleda u antioksidativnom kapacitetu, kao i ukupnom broju zivih celija),
dok je u uzorcima sa dodoatkom peptidne frakcije usled prisusutva peptida male
molekulske mase veca dostupnost ovih peptida za ishranu bakterija, pa je 1 redukcija
ovih peptida znacajnija (Sto se takode ogleda u antioksidativnhom kapacitetu, kao i
ukupnom broju zivih ¢elija). Dakle, u slu¢aju ABTS radikala, pokazano je da se
dodatkom bioaktivnih peptida znacajno povecava antioksidativni kapacitet kod svih
uzoraka kao i da se fermentacijom dodatno povecava taj kapacitet, ali ne u onolikoj
meri koliko je to slu¢aj kod kontrolnog uzorka Sto se objasnjava potroSnje bioaktivnih

peptida od strane BMK.

Jo§ jedna metoda koriS¢ena za odredivanje antioksidativnog kapaciteta je odredivanje
redukcione snage, radeno po FRAP metodi opisanoj u Odeljku 3.2.11.6.3.4.3. Najvece
povecanje redukcione snage uoceno je kod 1HS uzorka. Ovaj uzorak, sa dodoatkom

ukupnog hidrolizata od 1,0 %, iako ne poseduje najvisu vrednost redukcione snage pre
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fermentacije, usled najveceg skoka tokom procesa fermentacije, poseduje znacajno visu
vrednost od ostalih uzoraka (0,748 aps). Ovo se moze objasniti uticajem dodatka
proteina i peptida surutke na metabolizam kori$¢ene kulture i stimulisanje produkcije
razli¢itih reduktanata tokom fermentacije. Oc¢ekivano, svi uzorci sa dodoatkom ukupnog
hidrolizata poseduju visu vrednost redukcione snage od uzoraka sa dodatkom frakcije
hidrolizata, kako pre tako i posle fermentacije (ukupan hidrolizat pokazuje veéu
redukcionu snagu od frakcije HPK-F4, (Odeljak 4.1.2.1.). Uzorci sa dodoatkom
ukupnog hidrolizata pokazali su 1 znatno veéi porast redukcione snage tokom
fermentacije, prosecno 0,080 aps, dok je prosecan porst redukcione snage kod uzoraka
sa dodatkom peptidne frakcije 0,029 aps. Jedino uzorak 1HS pokazuje veéi porast

redukcione snage tokom femrentacije (0,133 aps) u odnosu na kontrolu (0,093 aps).

Veoma bitna karakteristika obogacenog napitka je ACE inhibitorna aktivnost
odredivana po metodi opisanoj u Odeljku 3.2.11.6.3.5. Dobijeni rezultati ukazuju na to
da se fermentacijom ACE inhibitorna aktivnost napitka smanjuje, kao i u slucaju
fermentacije mleka. Supstrat na bazi surutke pre fermentacije poseduje visu aktivnost od
fermentisanog napitka koji se dobija nakon fermentacije mleka. Uzorci sa dodatkom
bioaktivnih peptida surutke o¢ekivano poseduju i visu ACE inhibitornu aktivnost od
kontrolnog uzorka, ali je prisutno znatno vece Smanjenje te aktivnosti tokom
fermentacije. Ovo smanjenje je najverovatnije u vezi sa potrosnjom ovih bioaktivnih
peptida za rast, pre svega soja S. thermophilus. Kao §to je ve¢ navedeno produkcija
ACE inhibitornih peptida je moguc¢a pomocu BMK, ali je bitan odabir proteoliticke
kulture i uslova fermentacije. Najvisu ACE inhibitornu aktivnost nakon fermentacije
pokazuje uzorak 5F4S koji pokazuje i najbolju inhibiciju ABTS radikala, ali ne 1 najveéi

broj Zivih ¢elija nakon fermentacije.

Analizom rezultata prikazanih u tabeli 13 dolazimo do zakljucka da dodatak bioaktivnih
peptida surutke uti¢e na povecanje ukupnog broja Zivih ¢elija nakon femrentacije, kao i
na povecanje bioaktivnosti odnosto funkcionalnosti proizvoda, ali i da imamo odreden

gubitak bioaktivnih peptida usled koriS¢enja ovih peptida za ishranu od strane BMK.
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4.2.1.2.2.2. Uticaj dodatka bioaktivnih peptida surutke na stabilnost fermentisanog

napitka na bazi surutke

Parametri koji su odredivani pre i posle fermentacije napitka na bazi surutke, pra¢eni su
i tokom Cuvanja dobijenog fermentisanog proizvoda u frizideru, na temperaturi od 4 + 1

°C (metoda opisana u Odeljku 3.2.11.6.3.6.).
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Slika 44. Broj zivih ¢elija u fermentisanom napitku na bazi surutke (30 % mleko i 70 %
surutka) sa dodatkom hidrolizata proteina surutke (dobijenog hidrolizom pomocu
proteinaze k) od 1 %, 3 % i 5 % (1HS, 3HS, 5HS) i frakcije hidrolizata koja sadrzi

peptide molekulske mase ispod 3 kDa (1F4S, 3F4S, 5F4S), kao i kontrole — uzorak bez

dodatih peptida, tokom 28 dana ¢uvanja na 4 °C

Na slici 44 prikazan je uticaj dodatka bioaktivnih peptida na broja zivih ¢elija meSane
kulture u fermentisanom proizvodu na bazi surutke tokom 28 dana ¢uvanja u frizideru.
Ono $to se odmah primecuje sa slike 44 je razli¢ito ponaSanje uzoraka tokom vremena,
u zavisnosti od tipa peptida koji su dodati. Svi uzorci u koje je dodata frakcija
hidrolizata imaju znacajno poveéanje ukupnog broja zivih ¢éelija tokom prve dve nedelje
Cuvanja, tj. do 14.dana ¢uvanja. Nakon toga (treca i Cetvrta nedelja ¢uvanja), dolazi do
smanjenja ukupnom broju zivih Celija. Najizrazenije povecanje ukupnog broja zivih
¢elija 14. dana Cuvanja zabelezeno je u uzorku SF4S (Alogio = 0,924 CFU/mL), ali ovaj
uzorak belezi i najveée smanjenje broja u daljem periodu ¢uvanja od Alogio = -0,977
CFU/mL u trecoj i ¢etvrtoj nedelji. Jedino kontrola i 3F4S uzorak beleze manji ukupan

broj zivih ¢elija na kraju perioda ¢uvanja u odnosu na 5F4S. Uzorci 1F4S i 3F4S iako su
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jedini pokazali znacajno veéi ukupan broj zivih Celija posle fermentacije u odnosu na
kontrolu, beleze veéi pad tog broja tokom Cuvanja, tako da uzorak 3F4S pokazuje
identican broj Zivih ¢elija kao kontrolni uzorak, a 1F4S svega 1,08 puta vecéi broj u
odnosu na kontrolu. Uzorci sa dodatkom ukupnog hidrolizata ostveruju drugaciju
dinamiku prezivljavanja tokom ¢uvanja, u odnosu na uzorke sa dodatkom frakcije. Svi
uzorci sa dodatkom ukupnog hidrolizata kao i kontrola beleze rast 7. dana Cuvanja.
Kontrola i 1HS beleZe nagli rast 7. dana, a zatim smanjenje ukupnom broju sve do 21.
dana ¢uvanja, kada ponovo dolazi do povecanja ukupnog broja zivih ¢elija. Uzorci 3HS
I 5HS pokazuju znatno manje varijacije u broju zivih ¢lija tokom prvih 21 dan (za 3HS),
odnosno 14 dana (za 5HS), a zatim beleze povecanje ukupnog broja Zivih ¢elija. Vano
je napomenuti da svi uzorci sa dodatkom proteina i peptida surutke izuzev 1F4S i 3F4S
beleze povecanje ukupnog broja Zivih ¢elija tokom Euvanja i Svi uzorci osim 3F4S

pokazuju veéi ukupan broj zivih ¢elija od kontrolnog uzorka.
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Slika 45. Titracijska kiselost odnosno pH vrednost fermentisanog napitka na bazi
surutke sa dodatkom hidrolizata proteina surutke (dobijenog hidrolizom pomocéu
proteinaze k) od 1 %, 3 % i 5 % (1HS, 3HS, SHS) i frakcije hidrolizata koja sadrzi
peptide molekulske mase ispod 3 kDa (1F4S, 3F4S, 5F4S), kao i kontrole — uzorak bez
dodatih peptida, tokom 28 dana ¢uvanja na 4 °C

Promena titracijske kiselosti i pH vrednosti uzoraka tokom ¢uvanja prikazana je na slici
45. Kao $to se moze videti sa slike uglavnom se zadrzao odnos vrednosti pH 1 titracijske

kiselosti uzoraka 28. dana kao i nultog dana ¢uvanja. Svi uzorci pokazali su porast
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titracijske kiselosti u prvih 14 dana ¢uvanja, a nakon toga blagi porast ili stagnaciju
ovog parametra. Kontrola zadrzava najnizu titracijsku kiselost koja nakon 28 dana
Cuvanja (23,6 £ 0,1 °SH), $to predstavlja povecanje od 5,6 °SH. Sli¢u promenu u
proseku, imali su i ostali uzorci gde su svi uzorci sa dodatkom ukupnog hidrolizata
pokazali titracijsku kiselost od 25,2 + 0,1 °SH nakon 28 dana ¢uvanja, a uzorci sa
dodatkom frakcije hidrolizata u proseku 24,5 + 0,1 °SH. Isti trend zabeleZen je i kod
pH vrednosti, koja ima najveci pad u prvih 7 dana ¢uvanja, nakon ¢ega ima blagi pad ili
stagnaciju. Kontrola je zadrzala najviSu pH vrednost u odnosu na ostale uzorke i nakon
28 dana ¢uvanja. U odnosu na nulti dan odnosno vrednost nakon fermentacije pH
vrednost kontrole se smanjila za 0,23 jedinice. Uzorci sa dodatkom bioaktivnih peptida
imali su u proseku pad od 0,29 jedinica, gde je najveci pad od 0,33 jediniza zabeleZzen u
uzorku 5HS, koji pokazuje i najvisu titracijsku kiselost i najveci ukupan broj zivih éelija

nakon 28 dana ¢uvanja u frizideru.
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Slika 46. Antioksidativna aktivnost fermentisanog napitka na bazi surutke sa dodatkom
hidrolizata proteina surutke (dobijenog hidrolizom pomocu proteinaze k) od 1 %, 3 % i
5 % (1HS, 3HS, 5HS) i frakcije hidrolizata koja sadrzi peptide molekulske mase ispod 3
kDa (1F4S, 3F4S, 5F4S), kao i kontrole — uzorak bez dodatih peptida, tokom 28 dana
cuvanja na 4 °C, racunata preko inhibicije DPPH radikala, redukcione snage i inhibicije

ABTS radikala

Na slici 46 prikazana je promena antioksidativne aktivnosti uzoraka tokom cuvanja u

frizideru u trajanju od 28 dana i to pomoc¢u metoda: inhibicije DPPH radikala opisana u
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Odeljku 3.2.11.6.3.4.1., FRAP opisane u odeljku 3.2.11.6.3.4.3. i inhibicije ABTS
radikala opisana u odeljku 3.2.11.6.3.4.2. Inhibicija DPPH radikala pokazuje razlicite
promene vrednosti tokom ¢uvanja. NajviSu vrednost inhibicije DPPH radikala nakon 28
dana ¢uvanja pokazuje uzorak 5HS (29,15 £2,0 %), koji ujedno pokazuje i najvece
povecanje u odnosu na inhibiciju nultog dana ¢uvanja. Ostali uzorci sa dodatkom
peptida i proteina surutke iako pokazuju razli¢ito povecanje (3HS, 1F4S, 5FA4S)
odnosno smanjenje (1HS, 3F4S) inhibicije DPPH radikala, imaju veoma ujedna¢enu
vrednost 28. dana (prose¢no 26,2 £ 1,3 %). Kontrola koja je imala jednu od vecih
vrednosti nultog dana 28,99 + 1,2 % nakon 28 dana vrednost pada na 20,9 + 1,1 %, dok
uzorci sa dodatkom peptida koji su nultog dana takode imali vise vrednosti inhibicije
DPPH radikala imaju znatno manji pad inhibicije od kontrole, $to je posledica prisustva
bioaktivnih peptida. Inhibicija ABTS radikala kod svih uzoraka pokazuje smanjenje
tokom cCuvanja. Kontrola, 1HS i 1F4S imaju gotovo identicne vrednosti kako nultog
tako i 28. dana ¢uvanja. Uzorak 3HS pokazuje manji pad inhibicije ABTS radikala u
odnosu na kontrolni uzorak, $to dovodi do vise vrednosti inhibicije za 1,5 % (odnosno
1,04 puta) u odnosu na kontrolu, nakon 28 dana ¢uvanja. Uzorak 5HS pokazuje manji
pad inhibicije ABTS radikala kako od kontrolnog uzorka tako i od uzoraka 1HS i 3HS,
pa 28. dana cuvanja pokazuje 1,13 puta viSu vrednost u odnosu na kontrolni uzorak.
Uzorci sa dodatkom 3,0 % i 5,0 % frakcije hidrolizata pokazuju manji pad inhibicije
ABTS radikala (oko 5,0 %) od kontrole i uzoraka sa dodatkom ukupnog hidrolizata koji
su imali pad u proseku oko 8,5 % (izuzev 5HS). Najvisu vrednost inhibicije ABTS
radikala 28. dana ¢uvanja poseduje uzorak 5F4S, (1,22 puta viSu od kontrolnog uzorka),
a zatim uzorci 3F4S i1 5HS (1,13 puta viSu vrednost od kontrolnog uzorka). Redukciona
snaga je antioksidativna karakteristika koja kod svih uzoraka raste tokom Cuvanja i
ocekivano je najvisa kod uzoraka sa dodatkom ukupnog hidrolizata. Najvisu vrednost
pokazuje uzorak SHS koji pokazuje 1 najviSu vrednost inhibicije DPPH radikala, drugu
najviSu vrednost inhibicije ABTS radikala i najve¢i ukupan broj Zivih celija 28.dana
cuvanja. Dodatak frakcije hidrolizata ocigledno je nepovoljno uticao na redukcionu
snagu, jer svi uzorci sa dodatkom frakcije hidrolizata kako tokom fermentacije, tako i

tokom i nakon ¢uvanja pokazuju znatno nizu vrednost od kontrolnog uzorka.
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4.2.1.2.2.3. Uticaj dodatka bioaktivnih peptida surutke na probiotska svojstva

fermentisanog napitka na bazi surutke

Komerciajalna jogurtna kultura koris¢ena u ovom radu sadrzi dva probiotska soja L.
acidophilus i B. bifidum u Odeljku 3.2.11.6.3.7. opisana je metoda odredivanja
prezivljavanja ove probiotske kulture u uslovima koji vladaju u zelucu i

dvanaestopalacnom crevu (niska pH 1 prisustvo zu¢ne soli).
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Slika 47. Ukupan broj zivih ¢elija dva probiotska soja L. acidophilus i B. Bifidum nakon
fermentacije mleka ABY 6 kulturom za uzorke bez dodatka peptida KS, sa dodoatkom
hidrolizata proteina surutke (dobijenog hidrolizom pomocu proteinaze k) od 1 % (1HS),
3% (3HS) i 5 % (5HS) i frakcije hidrolizata koja sadrzi peptide molekulske mase ispod
3 kDaod 1 % (1F4S), 3 % (3F4S), 5 % (5F4S), tokom 4h inkubaciju u MRS bujonu sa
dodatkom 0,3% govede Zuci, podeSenom pH na 3,0 odnosno 2,5. Kontrola je MRS
bujon bez dodataka sa pH vrednosti oko 6,5
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Na slici 47 je prikazan broj Zivih ¢elija probiotske kulture tokom vremena od 4,0 h pri
razli¢itim uslovima koji simuliraju uslove u gastrointestinalnom traktu. Tokom
ispitivanja sposobnosti prezivljavanja mesane kulture sojeva L. acidophilus i B. bifidum
pri uslovima pH 2,5 pocevsi od nultog sata zabelezeno je intenzivno odumiranje ¢elija u
odnosu na pocetni broj. Probiotska kultura ima u proseku 60,0 % prezivljavanje nakon
prvog sata pri pH 2,5 (pH vrednost koja vlada u zelucu), a nakon drugog sata taj broj je
jednak nuli u svim uzorcima. Dobijeni rezultati ukazuju da tip i koli¢ina dodatih
bioaktivnih peptida ne utice na broj zivih Celija pri pH vrednosti 2,5. Tokom ispitivanja
sposobnosti prezivljavanja meSane kulture sojeva L. acidophilus i B. bifidum pri
uslovima pH 3,0 tokom 4,0 h zabeleZeno je veoma blago odumiranje ¢elija u odnosu na
pocetni broj. Prezivljavanje probiotskih sojeva kod svih uzoraka iznosilo je oko 98,2 %,
nakon 2,0 h inkubacije, odnosno 97,1 % nakon 4,0 h inkubacije. 1z navedenih rezultata
moze se zakljuciti da ni u ovom slucaju nije bilo znacajnih odstupanja u broju zivih
¢elija u zavisnosti od tipa i koli¢ine dodatih peptida. Dodatak govede zuc¢i od 0,3 %
simulira uslove koji vladaju u dvanaestopalacnom crevu. Ukupan broj Zivih Celija
zabeleZen nakon 2,0 h inkubacije u prisustvu 0,3 % govede Zuci iznosio je oko 97,8 % u
odnosu na pocetni broj, kod svih uzoraka, a nakon 4,0 h broj zivih ¢éelija bio je identic¢an

broju zabeleZenom u drugom satu.

Na osnovu prikazanih rezultata moze se zakljuciti da dodatak bioaktivnih peptida kao ni
tip ili koncentracija istih, pre samog procesa fermentacije ne utice na procenat
prezivljavanja probiotske kulture u simuliranim uslovima koji vladaju u

gastrointestinalnom traktu.

4.2.1.2.3. Zakljucak

Analiziraju¢i rezultate dobijene pracenjem fermentacije, Cuvanja i preZivljavanja
(probiotskog svojstva) uzoraka mleka i surutke sa dodatkom frakcije hidrolizata i
ukupnog hidrolizata surutke zaklju¢ujemo da dodatak bioaktivnih peptida u mleko ne
doprinosi povecanju broja Zivih ¢elija nakon 3h 1 45 min fermentacije, ve¢ dovodi do
blagog pada broja zivih ¢elija kod svih uzoraka osim 1HJ i 1F4J sto je u skladu sa

literaturom (Lucas i sar., 2004). Medutim, dodatak istih tih peptida u fermentacioni
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supstrat koji sarzi 30,0 % mleka i 70,0 % surutke pre fermentacije, pod identi¢nim
uslovima, dovodi do povecanja broja zivih ¢elija nakon fermentacije pogotovo kod
uzoraka sa dodatkom peptida manjih od 3kDa, a u odnosu na kontrolni uzorak. Ovo
povecanje se ogleda upravo u povecanju broja zivih cCelija soja S. thermophilus i
objasnjava se poveéanom potrebom BMK za peptidima i aminokiselinama kada je
fermentacioni supstrat siromasniji proteinima u odnosu na mleko. Takode, dodatak
bioaktivnih peptida utiCe na povecanje metabolicke aktivnosti kulture u oba supstrata
(mleko i mleko + surutka) $to se ogleda u izraZenijem padu pH i povecanju titracijske
kiselosti. Dodatak bioaktivnih peptida surutke uti¢e na povecéanje antioksidativnog
kapaciteta proizvoda kao i ACE inhibitorne aktivnosti proizvoda u slucaju oba
fermentaciona supstrata (mleko kao i kombinacija mleko + surutka). Stabilnost
proizvoda je takode unapredenja dodatkom bioaktivnih peptida surutke, jer dodatak
bioaktivnih peptida utic¢e povoljno na stabilnost proizvoda odnosno na broj zivih ¢elija
tokom ¢uvanja fermentisanog proizvoda (na bazi mleka kao i na bazi surutke), ali i na
stabilnost antioksidativnog kapaciteta tokom 28 dana u frizideru. Sto se tide
prezivljavanja probiotskih sojeva u uslovima niske pH i prisustva Zu¢nih soli ono je

ostalo nepromenjeno kod svih uzoraka.

Iz dobijenih rezultata moZemo zakljuciti da je obogacivanje fermentisanih proizvoda
bioktivnim peptidima dobar nacin pobolj$anja funkcionalnosti, ali i stabilnosti
proizvoda. Analizom dobijenih rezultata moguce je izvesi sledeca preporuka. Ukoliko
zelimo poboljsati funkcionalna svojstav proizvoda u vidu antioksidativnog kapaciteta
kao i ACE inhibitorne aktivnosti, dodatak bioaktivnih peptida bolje je sprovesti nakon
zavrSene fermentacije, s obzirom da je tokom fermentacije prisutna potroS$nja
bioaktivnih peptida od strane BMK, §to dovodi do smanjenja bioaktivnosti Krajnjeg

proizvoda.

4.2.1.3. Uticaj dodatka proteina i peptida surutke na kvalitet mle¢ne ¢okolade

Dodatak proteina i peptida od 6,0 % (m/m) racunato na ukupnu ¢okoladnu masu utice
na funkcionalne i tehnoloske karakteristike Cokolade. Raspodela veli¢ina Cestica je

klju¢na osobina reoloskih svojstva cokolade sa direktnim uticajem na senzorna svojstva.
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Slika 48. Raspodela ¢estica cokolade bez dodatka (K-C), cokolade sa dodatkom
proteina surutke (WPC-C) i ¢okolade sa dodatkom hidrolizata proteina surutke

dobijenog pomocu tripsina (HT-C)

Kontrolni uzorak ima pravilnu zapreminsku raspodelu veli¢ine ¢estica karakteristi¢énu za
mle¢ne ¢okolade dobijene standardnim postupkom (sitnjenje na petovaljku i kon¢iranje
24 h). Uzorak K-C ima bimodalnu raspodelu, takvu da je prisutno 40,0 % sitnih i 60,0
% krupnih cestica. Oblik krivih je u skladu sa literaturnim podacima (Bolenz i sar.,
2014). Dodatak hidrolizata (WPC i HT) doveo je do stvaranja jos jedne faze u sloZenoj
reoloskoj strukturi mle¢ne cokoladne mase. Sa slike 48 se uocCava znacajna promena u
raspodeli Cestica u uzorcima sa dodatkom proteina i peptida surutke. Zbog prisustva
hidrolizata koji usloznjavaju strukturu, kriva raspodele kod WPC-C i HT-C prelazi u
Siru monomodalnu raspodelu. Uzorci HT-C i WPC-C pokazuju prisustvo cestica vrlo
bliskih dimenzija. Srednja vrednost pre¢nika Cestica uzoraka sa dodatkom proteina
surutke (HT-C i WPC-C) je 2,25 puta manja od srednje vrednosti pre¢nika Cestica
kontrolnog uzorka. Cak 50,0 % ispitivanog uzorka ¢okolade bez dodataka ima Eestice
precnika do 18,763 um, za razliku od uzoraka sa dodatkom proteina i peptida surutke
kod kojih 50,0 % ispitivanoh uzorka ima Cestice manje od 8,152 pum za WPC-C
odnosno 7,704 um za HT-C. Ta razlika ponavlja se i kod parametra d(0,1) gde 10,0 %
zapremine uzorka poseduje Cestice manje od 3,332 pum kod kontrolnog uzorka, dok je
kod uzoraka WPC-C i HT-C dimenzija tih Cestica 2,502 um.
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Tabela 15. Parametri veli¢ine ¢estica mle¢ne ¢okolade sa dodatkom proteina, kontrolni
uzorak bez dodatka (K-C), uzorak sa dodatkom nehidrolizovanih proteina surutke

(WPC-C), uzorak sa dodatkom proteina surutke hidrolizovanih pomocu tripsina (HT-C)

Uzorci Parametri veli¢ine Cestica
d(0.1) d(0.5) d(0.9) dsr(um) Span Specific
(um) (um) (um) surface
area
(m2/g)
K-C 3,332 18,763 66,288 27,957 3,355 0,742
WPC-C 2,502 8,152 26,587 12,336 2,954 1,14
HT-C 2,502 7,704 29,767 12,381 3,539 1,13
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Slika 49. Krive proticanja ¢okoladnih masa: ¢okolada bez dodatka (K-C), ¢okolada sa
dodoatkom proteina surutke (WPC-C) i ¢okolada sa dodoatkom hidrolizata proteina

surutke dobijenog pomocu tripsina (HT-C)

Tabela 16. Reoloska svojstva mle¢ne ¢okolade u zavisnosti od vrste dodatih proteina:
¢okolada bez dodatka (K-C), ¢okolada sa dodatkom proteina surutke (WPC-C) i

cokolada sa dodoatkom hidrolizata proteina surutke dobijenog pomocu tripsina (HT-C)

Prinosni napon po Viskozitet po Povrsina tiksotropne
Casson-u, Pa Casson-u, Pas petlje, Pas
K-C 12,81 3,53 1073
WPC-C 20,08 9,171 5499
HT-C 23,40 11,89 8608
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Cokoladna masa proizvodi se sastavljanjem, mlevenjem i konéiranjem osnovnih
sirovina: kakao mase, Secera u prahu, kakaomaslaca, mleka u prahu i lecitina. Ona
predstavlja grubu suspenziju Cestica Secera u prahu, mleka u prahu i nemasnih kakao
Zestica u kakao maslacu kaodisperznom sredstvu (Pajin, 2014). Cokoladna masa je
nenjutnovski fluid koji pokazuje plasticno proticanje i ima karakteristicni prinosni
napon koji predstavlja silu koju je neophodno primeniti kako bi ¢okoladna masa pocela
da protice. Kontrola viskoznosti Ccokoladne mase je neophodna buduci da direktno utice
na kvalitet i cenu finalnog proizvoda, a zavisi od sirovinskog sastava i raspodele
veli¢ina Cvrstih Cestica u suspenziji ¢vrstih Cestica u masnoj fazi (Afoakwa i sar., 2008).
Povrsina tiksotropne petlje je merilo gubitka energije veza koje su razruSene tokom

smicanja, a takode je 1 merilo tiksotropnih promena unutar datog sistema.

Rezultati pokazuju znacajnu razliku u reologiji ¢okoladne mase u zavisnosti od vrste
dodatih proteina. Najhomogeniju strukturu, sa najnizim vrednostima prin0Snog napona,
viskoziteta po Casson-u i povrSine tiksotropne petlje ima Cokolada bez dodataka.
Uzorak sa dodatkom hidrolizata ima veéa odstupanja u odnosu da uzorak sa
nehidrolizovanim proteinima surutke. Razlika u veli¢inama povrsina tiksotropnih petlji
tri uzorka je jasno uocljiva na slici 49 Veli¢ina tiksotropne petlje zavisi od sastojaka
¢okoladne mase, udela masti, temperature prerade kao i jacine upotrebljene sile pri
mesSanju (Afoakwa i sar., 2008). Sve cokoladne mase ispitivane u ovom radu imaju isti
pocetni sastav i proSle su identi¢an tretman obrade. Razlika u reoloskim svojstvima
posledica je isklju¢ivo prisustva razli¢itih proteinskih dodataka u uzorcima. Dodaci
peptida i proteina surutke uticali su na pakovanje &estica. Cvrste Cestice nisu zauzele
pravilno mesto u kristalnoj reSetci, Sto je dovelo do razliitth medumolekulskih
povezivanja i rasta prinosnog napona i viskoznosti. Dodatak hidrolizata ima znacajan
uticaj na reologiju ¢okoladne mase i povecava tiksotropnu petlju 8,02 puta u odnosu na
kontrolni uzorak, a 1,57 puta u odnosu na WPC-C. Uzorak sa dodatkom WPC-a
povecava tiksotropnu petlju 5,12 puta u odnosu na kontrolu. Dodatkom hidrolizata
proteina surutke u ¢okoladnu masu viskozitet se povecao 3,37 puta, dok se dodatkom
WPC-a povecao 2,60 puta u odnosu na kontrolu. Vazno je napomenuti da dodatak
peptida i proteina surutke utice vise na viskoznost, nego na prinosni napon, a povecanje
viskoznosti moze biti umanjeno boljim izborom emulgatora. Na slici 50 prikazani su

rezultati ispitivanja ¢vrstoée Eokoladne mase (Odeljak 3.2.11.8.2.). Cvrstoée ispitivanih
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uzoraka su priblizne i moze se konstatovati da dodatak hidrolizata ne uti¢e bitno na

teksturometriju.
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Slika 50. Cvrsto¢a mleéne ¢okolade u zavisnosti od vrste dodatka: kontrolni uzorak bez
dodatka (K-C), ¢okolada sa dodatkom proteina surutke (WPC-C) i ¢okolada sa

dodoatkom hidrolizata proteina surutke dobijenog pomocu tripsina (HT-C).

4.2.1.3.1. Uticaj dodatka proteina i peptida surutke na antioksidativni kapacitet

mlec¢ne ¢okolade

Tabela 17. Antioksidativni kapacitet mle¢ne ¢okolade u zavisnosti od vrste dodatka:
kontrolni uzorak bez dodatka (K-C), ¢okolada sa dodatkom proteina surutke (WPC-C) i
¢okolada sa dodoatkom hidrolizata proteina surutke dobijenog pomocu tripsina (HT-C),

neposredno nakon vadenja uzoraka iz kalupa i nakon 2 meseca ¢uvanja uzoraka na 20

°C.
Uzorak  Vreme,  Ukupni polifenoli, ABTS test, % DPPH test, %
mesec gcAe/Jeokoladaa

K-C 0 8,771 + 0,560 48,46 £ 2,11 48,07 £ 2,80
9,320 + 0,440 50,11 £ 2,52 49,21 £2,52
WPC-C 0 10,121 £ 0,673 51,01+ 2,24 46,43 £ 4,17
2 9,815 + 0,350 53,30 + 1,99 48,25 + 3,50
HT-C 0 10,078 + 0,968 66,30 + 1,99 56,34 + 3,20
2 10,882 + 0,480 69,90 + 1,52 72,04 £ 4,10
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U tabeli 17 su prikazana antioksidativna svojstva mle¢ne ¢okolade u zavisnosti od vrste
dodatka. Dodatak proteina i peptida surutke (WPC-a i HT-a) povecava sadrzaj ukupnih
polifenola 1,15 puta. Inhibicija ABTS radikala se povecala 1,37 puta dodatkom
hidrolizata, dok dodatak WPC-a nije znacajno uticao na ovo svojstva uzorka. DPPH test
je pokazao povecanje inhibicije DPPH radikala dodatkom HT-a (1,17 puta), dok
dodatak WPC-a nije pokazao znafajnu promenu ovog parametra. Nakon 2 meseca
¢uvanja mle¢ne ¢okolade na 20 °C u uzorcima sa dodatkom proteina i peptida surutke
doslo je do povecanja antioksidativnih svojstava. Ukupan sadrzaj polifenola kao i
inhibicija ABTS radikala nisu pokazali statisticki (p < 0,05) znacajne promene, dok je
inhibicija DPPH radikala u uzorku HT-C pokazala povec¢anje od 1,28 puta u odnosu na

pocetnu vrednost, a oko 1,46 u odnosu na K-C i WPC-C uzorke.

4.2.1.3.2. Uticaj dodatka proteina i peptida surutke na senzorna svojstva mle¢ne

cokolade

Za prikaz senzorne ocene uzoraka koris¢en je grafik ,,paukova mreza“ koji se u

kombinaciji sa QDA metodom pokazao kao najoptimalniji prikaz senzornih ocena.

K-C WPC-C HT-C

Intenzitet braon boje

5,00
4,00
Adhezivnost 300 Sjaj povriine
2,00
1,00
0,00

Peskovitost Miris kakaoa

Tvrdoéa Topivost

Slika 51. Senzorna analiza mleéne ¢okolade sa razli¢itim dodacima: kontrolni uzorak
bez dodatka (K-C), ¢okolada sa dodoatkom proteina surutke (WPC-C) i ¢okolada sa

dodoatkom hidrolizata proteina surutke dobijenog pomocu tripsina (HT-C)

Sa slike 51 se uoCava da ne postoje znacajana odstupanja u senzornim svojstvima

uzoraka. Dodatak HT utice na senzorna svojstav mlecne ¢okolade tako da ne postoji
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odstupanje vec¢e od 0,25 boda (na skali od 1 do 7), dok ¢okolada sa dodatkom WPC-a
pokazuje odstupanja od 0,5 u najveéem broju slucajeva, a ocena adhezivnosti je
pogorsana za 1,0 bodova. Iz prikazanih rezultata moze se zakljuciti da su uzorci sa
dodatkom proteina 1 peptida surutke kao i kontrolni uzorak ocenjeni zadovoljavaju¢im

ocenama, bez znacajnih razlika.

4.2.1.3.3. Zakljuéak

Mlecna cokolada sa dodatkom proteina i peptida surutke pokazuje znacajna odstupanja
u reoloskim svojstvima u odnosu na kontrolni uzorak (mle¢na cokolada bez dodatka).
Dodatak hidrolizata uzrokuje veca odstupanaj u reoloskim svojstvima ¢okoladne mase,
u odnosu na WPC, §to je 1 ofekivano usled znatno veéeg prisustva peptida male
molekulske mase. Ipak, ispitivanje ¢vrstoce uzoraka nije pokazalo znaCajne promene U
vrednostima kod uzoraka sa razli¢itim dodacima. Senzorna analiza pokazuje da dodatak
peptida i promena reoloskih svojstava i raspodele veli¢ina ¢estica ¢okoladne mase nije
uticala na znaCajnu promenu senzorne ocene kod konzumenata. Antioksidativni
kapacitet mlecne ¢okolade je znatno uvecan dodatkom proteina i peptida surutke, pri
¢emu je uzorak HT-C pokazao 1,37 puta vecéu inhibiciju ABTS radikala i 1,17 puta veéu
inhibiciju DPPH radikala u odnosu na kontrolni uzorak,. Takode, ovaj uzorak pokazao
je 1 rast inhibicije DPPH radikala (1,28 puta) tokom ¢uvanja u vremenu od 2 meseca na
20 °C.

Iz svega navedenog moze se zakljuéiti da dodatak hidrolizata proteina surutke dobijen
pomocu tripsina, predstavlja dobar izbor za obogacivanje mle¢ne ¢okolade, s obzirom
da znacajno doprinosi funkcionalnosti proizvoda, a minimalno uti¢e na senzorna

svojstva proizvoda.

4.2.2. Primena proteina surutke kao nosac¢a za inkapsulaciju meSane probiotske

kulture pri proizvodnji fermentisanog proizvoda na bazi surutke

Inkapsulacija probiotskih kultura u ovom radu, koriS¢ena je u cilju poboljsanja

stabilnosti i probiotskog svojstva fermentisanog napitka na bazi surutke.
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4.2.2.1. Uticaj dodataka proteina surutke u alginatni matriks koriséen za
imobilizaciju meSane probiotske kulture na karakterisitke ¢estica i fermentativnu

aktivnost kulture

Inkapsulacija ABY 6 kulture, vrSena je pomoc¢u 4 tipa nosa¢a. Pomoc¢u ekstruzione
metode i elektricnog napona dobijene su Cestice razli¢itih dimenzija i sastava: alginatne
Cestice (male ALG i ve¢e ALGV) metoda opisana u Odeljku 3.2.11.4.2. odnosno
Odeljku 3.2.11.4.2.1., alginatne Cestice obloZzene hitozanom (male AH i ve¢e AHV)
metoda opisana u Odeljku 3.2.11.4.2.3., ¢estice dobijene kombinacijom alginata i WPC-
a (male AW i veCe AWV) metoda opisana u Odeljku 3.2.11.4.2.2., Cestice dobijene
kombinacijom alginata i hidrolizata proteina surutke dobijenog pomoc¢ tripsina (male
AHT i ve¢e AHTV ) metoda opisana u Odeljku 3.2.11.4.2.2. Dimenzije Cestica

odredivane su po metodi opisanoj u Odeljku 3.2.11.5.4. i prikazane na slici 52.

Cestice su globularnog oblika, razli¢itih dimenzija u zavisnosti od metode. Na sve
Cestice primenjen je identi¢an elektrostaticki napon (kod malih Cestica), igla identi¢nih
dimenzija i pumpa identicne jacine pritiska. Alginatne Cestice su najmanjih dimenzija u
proseku 0,82 + 0,09 mm, $to je znacajno manje (1,50 puta) od Cestica oblozenih
hitozanom 1,23 £ 0,10 mm, pri ¢emu razlika u pre¢niku odgovara debljini sloja hitozana
koji oblaze &esticu. Cestice AW su zbog neito veéeg viskoziteta nosa¢a, dimenzija 0,98
*+ 0,07 mm, Sto je 1,16 puta veéi precnik od alginatnih Cestica, dok je srednji pre¢nik
Cestica AHT 1,49 puta ve¢i od alginatnih Cestica 1 iznosi 1,22 + 0,02 mm. Velike
alginatne Cestice nisu najmanje od svih velikih Cestica kao §to je slucaj kod cestica
malih dimenzija. Njihov sredni pre¢nik iznosi 2,42 + 0,07 mm, dok je precnika AHV
3,01 £ 0,11 mm. Ovde uocavamao da je kod velikih Cestica prisutan deblji sloj hitozana
(0,59 mm), za razliku od sloja hitozana na malim €esticama koji ima debljinu 0,39 mm.
Cestice AWV imaju srednji pre¢nik 2,55 + 0,08 mm §to je 1,05 puta vece od srednjeg
precnika alginatnih Cestica, dok je srednji pre¢nik AHTV 2,30 + 0,08 mm, S§to je
najmanji precnik velikih Cestica, od kojeg je precnik alginatnih Cestica 1,05 puta veéi. 1z
navedenih rezultata koji ukazuju na razli¢it medusobni odnos dimenzija Cestica na koje
je delovao elektrostaticki napon i1 onih na koje nije delovao i ¢ije dimenzije zavise
isklju€ivo od viskoznosti matriksa mozemo zakljuciti da elektrostaticki napon deluje

razli¢ito na razli¢ite matrikse i1 da prisustvo velike koli¢ine peptida kod AHT cestica
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dovodi do promena u svojstvima matriksa usled delovanja elektrostatickog napona i do
stvaranja vecih Cestica u odnosu na alginatne, dok je u slucaju velikih Cestica alginatni

matriks kao viskozniji stvorio 1,05 puta vece ¢estice u odnosu na AHTV.

Slika 52. Male alginatne Cestice (A), velike alginatne Cestice (B), male alginatne Cestice
obloZene hitozanom (C), velike alginatne Cestice oblozene hitozanom (D), male Cestice
dobijene kombinacijom alginata i WPC-a (E), velike ¢estice dobijene kombinacijom
alginata i WPC-a (F), male Cestice dobijene kombinacijom alginata i hidrolizata
proteina surutke pomocu tripsina (G), velike ¢estice dobijene kombinacijom alginata i

hidrolizata proteina surutke pomocu tripsina (H)
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Fermentacija supstrata na bazi surutke vrSena je po metodi opisanoj u Odeljku

3.2.11.5.1. i pri tome je koriSéena sveza suruka dobijene iz pogona Imlek d.o.o. i mleko

proizvodaca Imlek d.o.o. sa 0,5 % mle¢ne masti (Odeljak 3.2.11.2.2. i Odeljak

3.2.11.2.3.). Fermentacija je vrSena sa ciljem odredivanja fermentacione aktivnosti

inkapsulirane kulture. U tabeli 18 su prikazani parametri (broj zivih celija, pH i1

titracijska kiselost) pre i posle fermentacije.

Tabela 18. Parametri fermentacije (broj zivih ¢elija, pH i titracijska kiselost) pre i posle

fermentacije inkapsuliranim kulturama (male alginatne Cestice — A, velike alginatne

Cestice — AV, male alginatne Cestice obloZene hitozanom — AH, velike alginatne Cestice

obloZzene hitozanom — AHV, male Cestice dobijene kombinacijom alginata i WPC-a

—AW, velike Cestice dobijene kombinacijom alginata i WPC-a — AWV, male Cestice

dobijene kombinacijom alginata i hidrolizata proteina surutke pomocu tripsina —AHT,

velike Cestice dobijene kombinacijom alginata i hidrolizata proteina surutke pomocu

tripsina — AHTV, kao i slobodnom kulturom — SK

Broj pre Broj posle Broj posle pH* Titracijska
fermentacije fermentacije fermentacije kiselost*, °SH

logio CFU/g logio CFU/g izvan Cestica,

logio CFU/mlI
SK** 7,429+0,10 9,052+0,10 / 4,554+0,08 20,6+0,18
A 7,844+0,10 8,969+0,10 6,588+0,11 4,90+0,10 14,0+0,20
AV 8,001+0,12 8,366+0,15 6,034+0,12 4,99+0,08 12,0+0,20
AH 7,698+0,15 9,005+0,14 5,874+0,11 5,15+0,12 13,0+0,20
AHV 7,591+0,12 8,471+0,17 6,256+0,10 5,30+0,11 11,6+0,20
AW 7,449+0,11 8,970+0,16 7,055+0,12 4,85+0,10 15,4+0,20
AWV 7,665+0,15 8,961+0,19 7,187+0,16 5,20+0,10 11,2+0,20
AHT 7,654+0,14 9,203+0,16 7,102+0,14 5,02+0,11 13,6+0,20
AHTV 7,504+0,16 8,873+0,18 6,620+0,15 5,15+0,10 11,2+0,20

*pH vrednost supstrata za fermentaciju pre fermentacije iznosila je 6,31+0,08, a titracijska kiselost

4,20+0,20°SH

**Fermentacija slobodne kulture vrsena je 4h, a broj zivih ¢elija je izrazen kao logio CFU/mL

Fermantacija slobodnom kulturom odvija se znatno brze, a pH vrednost od 4,60 dostize

se ve¢ posle 4.0 h. Sve fermentacije sa inkapsuliranom kulturom tekle su znatno sporije

i trajale su 5,5 h. Produzeno vreme trajanja fermentacije je ocekivano usled prisustva
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barijere u vidu nosaca koja usporava protok hranljivin materija iz fermentacionog
supstrata do ¢elija unutar Cestica. Takode, nosa¢ utice i na sporije oslobadanje produkata
metabolizma iz Cestica u fermentacioni supstrat. Povecanje broja zivih ¢elija po gramu
Cestice je znatno manje u velikim ¢esticama nego u manjim. Ta razlika je najizrazenija
kod alginatnih Cestica i Cestica oblozenih hitozanom. Kod alginatnih cestica Alog
(razlika logaritma broja Zivih ¢elija posle i pre fermentacije po gramu Cestica) za male
Cestice iznosi 1,125 logio CFU/g, a za velike svega 0,365 logio CFU/g, $to je ¢ak 3,08
puta manji rast. U uzorku sa obloZzenim ¢esticama te vrednosti su 1,307 logio CFU/g za
male i 0,88 logio CFU/g za velike Cestice. Kod oblozenih ¢estica imamo statisticki (p <
0,05) znacajno veci rast u oba uzorka u poredenju sa alginatnim Cesticama, $to moze da
se pripiSe boljoj zastiti ¢elija unutar ¢vrs¢ih 1 dodatno obloZenih Cestica. Kod cestica
obloZenih hitozanom rast kod malih Cestica je 1,49 puta veéi nego kod istih Cestica
veéih dimenzija. Cestice koje pored 1,60 % alginata, sadrze u svom matriksu i 2,40 %
proteina surutke ostvaruju statisticki znacajno bolji rast u oba uzorka, poredeci sa
alginatnim i obloZenim Cesticama. Rast u uzorku sa AW ¢esticama tokom 5,5 h
fermentacije je 1,521 logio CFU/g, a za Gestice AWV je 1,296 logio CFU/g §to je 1,17
puta veci rast u uzorku sa manjim cesticama. Uzorak sa Cesticama koje umesto proteina
surutke sadrze hidrolizat poteina surutke dobijen pomocu tripsina, pokazuju bolje
karakteristike od svih ostalih ¢estica. AHT ostvaruju rast od 1,549 logio CFU/g, a
AHTV od 1,369 logio CFU/g, odnosno 1,13 puta veci rast u uzorku sa manjim
Cesticama. Razlog boljeg rasta koriS¢ene meSane kulture treba traziti u izgledu i
izgradnji koriséenog matriksa odnosno nosaca. Cestice sa dodatkom proteina surutke
imaju znatno veci broj slobodnih ¢elija u fermentisanom proizvodu, Sto ukazuje na veci
procenat curenja ¢elija iz matriksa, odnosno postojanje veéih pora matriksa. Curenje za
AW je 19,70 + 0,78 %, a za AWV je 23,50 = 0,89 % (tabela 19). Medutim, u uzorcima
sa Cesticama u ¢ijem matriksu su proteini surutke zamenjeni hidrolizatom proteina
surutke usled manjih peptidnih lanaca, stvaraju se i manje pore, pa je i curenje ¢éelija iz
Cestica znacajno manje i za AHT iznosi 6,98 + 0,23 %, a za AHTV 8,33 £ 0,35 %
(tabela 19). Analizom pH vrednosti i titracijske kiselosti i poredenjem sa brojem zivih
¢elija mozZe se stvoriti jasna slika o razmeni materija i nosaca kao barijeri za istu.
Najvisu vrednost pH 1 najnizu vrednost titracijske kiselosti imaju uzorci sa oblozenim

Cesticama koji imaju bolji rast ¢elija od uzoraka sa A i AV cCesticama, ali slabiju
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fermentativnu aktivnost (pH 1 titracijska kiselost) iz razloga snaznije barijere za protok
materija usled dodatnog sloja u vidu hitozana. Bolju fermentativhu aktivnost od
alginatnih i obloZenih ¢estica pokazuju Cestice sa proteinima surutke (pH je 4,85 £ 0,10,
a titracijska kiselost 15,4 £ 0,20 °SH za AW i 5,20 £ 0,10, odnosno 11,2 + 0,20 °SH za
AWV) i hidrolizatom proteina surutke (pH je 5,02 + 0,11, a titracijska kiselost 13,6 +
0,20 °SH za AHT, odnosno 5,15 + 0,10 1 11,2 + 0,20 °SH za AHTV) $to je u skladu sa
prisutnim vecim rastom odnosno ukupnim brojem zivih ¢elija koje vrSe fermentaciju.
Poredenjem rezultata za Cestice sa proteinima surutke i hidrolizatom proteina surutke,
moze se primetiti da i pored veceg rasta i veceg broja zivih ¢elija kod AHT i AHTV
Cestica, parametri fermentacije (pH i Titracijska kiselost) su izrazeniji kod AW i AWV
Sestica. Cestice AW i AWV imaju vise vrenosti ova dva parametra usled velikog broja
slobodnih ¢elija u fermentacionom supstratu. Curenje Zivih ¢elija iz Cestica kod nosaca
sa proteinima surutke je u proseku oko 20 % Sto je znatno vise od 6,98 % odnosno 8,33
% kod AHT tj. AHTV , dok je kod alginatnih i obloZenih cestica ispod 5,3 %. Ovo
ukazuje na veliki uticaj slobodne kulture na pH i titracijsku kiselost uzorka sa AW i
AWYV C¢esticama koja €ini 20 % ukupne kulture, dok je kod ostalih Cestica taj procenat, a
samim tim i uticaj znatno manji. Curenje ¢elija iz Cestica u nasem slucaju ne predstavlja
problem ukoliko je broj ¢elija unutar samih Cestica visok, §to jeste slucaj. Alginatne, kao
1 obloZene Cestice imaju veoma mali procenta curenja od Cestica sa proteinima surutke 1
hidrolizatom proteina surutke, ali i pored toga cestice AW, AWV, AHT i AHTV
pokazuju znatno bolji rast tokom fermentacije i izrazeniju fermetativnu aktivnost.
Takode, uzorci sa Cesticama manjih dimenzija u proseku oko 1,0 mm pokazuju bolje
sve parametre fermentacije u odnosu na uzorke sa Cestica veli¢ine oko 2,6 mm. Dalje
analize su iz navedenog razloga vrSene samo na uzorcima Sa Cesticama manjih

dimenzija.

U tabeli 19 prikazana je ¢vrstina Cestica pre i1 posle fermentacije. 1z prikazanih rezultata
se moze uociti da ¢vrstina Cestice izraZzena kroz silu koju je potrebno primeniti da bi se
Cestica deformisala 30 %, raste kod svih uzoraka nakon femrentacije. Alginatne Cestice
pokazuju najmanju ¢vrstocu kako pre tako i1 posle fermentacije, dok obloZene Cestice
usled ¢vrsto¢e primenjenog hitozana pokazuju najvisi stepen ¢vrstoce, ali i najmanji
porast ¢vrstoc¢e tokom fermentacije, Sto je posledica jake barijere 1 zaStite Cestica od

spoljne sredine u vidu omota¢a od hitozana. Cestice ¢iji nosa¢ je graden od alginata i
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proteina surutke, pokazuju vecu ¢vrstocu od alginatnih Cestica kao i ve¢i porast ¢vrstoce
tokom fermentacije. Cestice koje umesto proteina surutke sadrze hidrolizat proteina
surutke pokazuju blago nizu ¢vrstoc¢u pre fermentacije nego Cestice sa nehidrolizovanim
proteinima surutke, ali svakako vecu Cvrstoc¢u od alginatnih Cestica. Takode, ove Cesice
pokazuju i veéi porast ¢vrstoce tokom fermentacije, od alginatnih Cestica, ali nizi porast

¢vrstoce od Cestica sa nehidrolizovanim proteinima surutke.

Tabela 19. Srednja vrednost ¢vrstine ¢estica odnosno maksimalne upotrebljene sile do
postizanja 30 % deformacije, pre i posle fermentacije surutke sa dodoatkom mleka i

curenje Celija kulture iz Cestica tokom procesa fermentacije

Maksimalna sila Maksimalna sila Curenje, %
(30% deformacija) (30% deformacija)
pre fermentacije, N posle fermentacije,

N
A 2,1741 + 0,015 2,3841 + 0,024 3,44 +£0,19
AV 531+0,28
AH 2,8731 + 0,028 2,9632 + 0,027 2,49+0,18
AHV 512+0,29
AW 2,3861 + 0,041 2,9541 + 0,057 19,70+ 0,78
AWV 23,50+ 0,89
AHT 2,3591 + 0.021 2,781+ 0,030 6,98 £ 0,23
AHTV 8,33+ 0,35

Oc¢vrs¢avanje Cestic tokom fermentacije je posledica kako dodatnog ocvr$¢avanja
alginata usled prisustva jona Ca* u fermentativnom supstratu, tako i promena koje
Cestice trpe usled stvaranja razli€itih produkata metabolizna BMK, kao i promena
samog matriksa usled promena okruzenja u vidu pada pH, prisustva razli¢itih minerala,
kiselina, aldehida, aminokiselina i sl. Promene koje se de$avaju u samom matriksu

tokom procesa fermentacije prikazane su na slici 53, a odredene pomoc¢u FT-IR analize.

Na spektru alginatnih Cestica pre fermentacije je uocena Siroka traka sa pikom na 3256
cm™ koja poti¢e od O-H istezanja hidroksilnih grupa. Ovaj pik se nakon fermentacije
smanjuje i dodatno $iri. Traka izmedu 3000 i 2900 cm™ koja poti¢e od C—H istezanja,
ostra 1 malog intenzivna, se nakon fermentacije Siri i pojacava intezitet. Traka sa pikom
na 1595 cm™ koja poti¢e od asimetricnog COO- istezanja je srednje oStra i nakon

fermentacije intenzitet joj se smanjuje. Traka sa pikom na 1408 cm™ koja poti¢e od
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simetricnog COO- istezanja blago pojacava intenzitet nakon fermentacije. OStra traka
sa pikom na 1081 cm® odgovara istezanju C-O—C mosta u cikli¢noj strukturi
natrijumalginata je znatno izrazenija nakon fermentacije nego pre nje. (Sartori i sar.,
2007; Lawrie i sar., 2007). Nakon fermentacije dolazi do pojave dva nova pika na 880 i
760 koja su verovatno posledica aktivnosti BMK.

/ 3 posle fermentacije
-1 [ pre fermentacije

AW
Q?
o
&
&7
=
=
(2]
c
© -
l__
« AHT

T v T v T T T T T T T v T T T
500 1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000
Talasni broj (cm!)

Slika 53. FT-IR spektri alginatnih ¢estica (A), Cestica ¢iji matriks ¢ine alginat i proteini
surutke (AW) i Cestica €iji matriks ¢ine alginat i hidrolizat proteina surutke dobijen

pomocu tripsina (AHT), pre i posle fermentacije

Kod FT-IR spektra AW i AHT prisutni su dodatni pikovi karakteristi¢ni za prisusutvo
proteina u uzorku. Pikovi izmedu 1649 and 1658 cm™ pripadaju trakama
karakterisit§nim za a-heliks, i one su veoma blago uocljive kod AW i AHT uzorka.
Trake izmedu 1620 and 1635 cm™ karakteristi¢ne su za B-ploce i uoéljive su kod oba
nosaéa sa proteinima. Kod AW &estica umesto trake na 1595 cm™ prisutne kod
alginatnih &estica, pojavljuje se najistaknutija traka proteina na 1640 cm™, posledica —

C=0 valencionih i -NH deformacionih vibracija amidne veze. Pik na 1553 cm™ koji je
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posledica istezanja amidne veze karakteristine za sve proteine, se drasticno smanjuje
nakon fermentacije. Ova pojava moze se objasniti redukcijom prisutnih amidnih veza
usled proteolitickog karaktera BMK. U ovom spektru prisutne su i druge trake
karakterisiténe za proteine (od 1220 do 1330 cm™ koje su posledica isteuanja C-N veze i
savijanja N-H veze) na kojima nema znacajnih promena pre i posle fermentacije

(Rodriguez, 2015; Van der Ven i sat., 2002).

Cestica u kojima je pored alginata prisutan i hidrolizat proteina surutke poseduju veéi
broj izrazenih traka. Trake na 2927 i 2848 cm™ se pripisuju —CH valencionim
vibracijama iz —CH2 i —CHzs grupa koje su prisutne i kod A i AW Ccestica, ali su u
njihobom sluc¢aju veoma malog inteziteta. U AHT uzorku ove trake su jedne od
dominantnijih §to ukazuje na to da cine vazan deo strukture matriksa, a tokom
fermentacije njihov intezitet se dodatno povecava. Takode, traka 1534 cm™ koja potice
od C-N vibracionog istezanja javlja se izrazenije tek nakon fermentacije, dok traka 1259
cm koja se javlja pre fermentacije, gotovo da nestaje nakon fermentacije, a predstavlja
N-H vibracionu deformaciju. Traka 1450 cm™ pre fermentacije prelazi na 1405cm™
posle fermentacije, a predstavlja —COO simetri¢no istezanje. Pored trake na 1082cm™
kod AHT dgestica javlja se traka 1023cm™ koja se spaja sa 1082cm™ i zajedno
predstavljaju C—O-C asimetri¢no istezanje. Nakon fermentacije, obe trake su izraZenije.
Traka na 1744cm™ upucéuje na istezanje aldehidne karbonilne grupe koja nakon
fermentacije gotovo da nestaje. Promena prisusutva i inteziteta traka u oblasti od
1640cm™ do 1200cm™ koja je upravo karakteristi¢na za proteine (Rodriguez, 2015),
ukazuje na znacajne promene u matriksu poredeci sa alginatnim Cesticama. Poredeci
spektre uzoraka AW i AHT pre i posle fermentacije ocigledno je da dodatak proteina
surutke, a pogotovo hidrolizata proteina surutke znacajno doprinosi izmenama nosaca
tokom fermentacije. Na prethodno navedenu tvrdnju ukazuje i velika promena u ¢vrstini
Cestica tokm fermentacije (tabela 19). Hidrolizat proteina surutke ispoljava mnoge nove
trake u odnosu na nehidrolizovane proteine, jer sa smanjenjem duzine peptidnih lanaca,
mnoge grupe koje su bile zarobljene u unutrasnjosti molekula dosevaju na povrsinu i
dobijaju mogucnost da reaguju sa okruzenjem. Manji molekuli podlozniji su kako

hidrolizi od starne BMK, tako i dejstvu spoljasnjih faktora.
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4.2.2.2. Uticaj dodataka proteina surutke u alginatni matriks koriséen za

inkapsulaciju mesane jogurtne kulture na stabilnost fermentisanog napitka na bazi

surutke

Na slici 54 prikazana je promena broja zivih ¢elija u uzorcima sa inkapsuliranom
kulturom u razli¢itim nosa¢ima kao i uzorka s slobodnom kulturom odredivana po
metodi opisanoj u Odeljku 3.2. 11.5.6.4.1., odnosno Odeljku 3.2.11.5.6.3. za slobodnu
kulturu. Uzorci su ¢uvani na temperaturi 4 £ 1 °C $to je preporuceno kao temperatura

za ¢uvanje fermentisanih mle¢nih proizvoda (Mortazavian i sar., 2007).
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Slika 54. Ukupan broj zvih ¢elija inkapsuliranih u: alginatni nosac (A), alginatni nosaé¢
oblozen hitozanom (AH), nosa¢ izgraden od alginata i proteina surutke (AW), nosac
izgraden od alginata i hidrolizata proteina surutke dobijenog pomocu tripsina (AHT),
nakon fermentacije, a tokom perioda ¢uvanja od 28 dana na 4 + 1 °C racunat na logzo
CFU/g, kao i ukupnog broja zivih ¢elija uzorka sa slobodnom kulturom (SK) ra¢unato

na logio CFU/mL.

Sa slike 54 mozemo uoditi da slobodna kultura SK belezi znatno vece fluktuacije tokom
cuvanja od 28 dana. U prvih 7 dana slobodna kultura belezi naglo povecanje broja zivih
¢elija od 0,54 logio CFU/mL, zatim u 14. danu nagli pad broja od 1,05 logio CFU/mL,
da bi uz manje fluktuacije do 28. dana ukupan broj Zivih ¢elija iznosio 0,5 logio
CFU/mL manje nego nultog dana cuvanja. Ukupan broj zivih ¢elija inkapsuliran u
alginatne cestice belezi umereni rast do 14. dana od 0,49 logio CFU/g, a zatim umereni
pad do 28. dana kada je ukupan broj zivih ¢elija unutar nosata odgovarao pocetnoj

vrednosti. Ukupan broj zivih cCelija oblozenih Cestica pokazuje ponasanje slicno

149



slobodnoj kulturi, sa naglim porastom 7. dana od 0,889 logio CFU/g, zatim naglim
smanjenjem ukupnog broja 14. dana i priblizno identi¢an broj do 28. dana koji odgovara
ukupnom broju zivih ¢elija nultog dana cuvanja. Broj zivih ¢elija inkapsuliranih u nosac
koji sarzi kombinaciju alginata i proteina surutke kao i hidrolizata surutke ima mnogo
manju flutuaciju tokom perioda ¢uvanja. Ovi uzorci imaju veoma mali rast 7. dana i
zatim blago smanjenje ukupnog broja zivih ¢elija, tako da 28. dana AHT ima 1,05 puta
veci broj zivih ¢elija od AW uzorka, 1,06 puta ve¢i broj od AH uzorka i 1,07 puta veéi
broj od A uzorka. Takode, vazno je pomenuti da pored Zivih Celija zaSti¢enih nosacima,
ovi uzorci sadrze i slobodne ¢elije koje su curenjem iz matriksa dospele u fermentacioni

supstrat i tu ispoljavaju svoju aktivnost (slika 55)
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Slika 55. Ukupan broj zvih ¢elija izvan nosaca u uzorcima sa: alginatnim cesticama (A),
alginatnim ¢esticama oblozenim hitozanom (AH), ¢esticama izgradenim od alginata i
proteina surutke (AW), ¢esticama izgradenim od alginata i hidrolizata proteina surutke
dobijenog pomocu tripsina (AHT), nakon fermentacije, a tokom perioda ¢uvanja od 28

dana na 4 £ 1°C racunat na logio CFU/mL.

Kao §to se mozZe videti sa slike 55 kod svih uzoraka dolazi do znacajnog rasta broja
zivih ¢elija koje su curenjem iz nosaca dospele u fermentacioni supstrat. Na slobodnu
kulturu znatno veci uticaj imaju spoljasnji faktori, kao §to su pH 1 titracijska kiselost.
Mali broj zivih celija koji je prisutan na pocetku u uzorcima A i AH, nema znacajan
uticaj na ukupan broj zivih Celija u napitku, jer je broj unutar nosaca znatno veci. U
ovim uzorcima taj broj postaje bitan 14. dana Cuvanja za uzorak sa alginatnim

Cesticama, odnosno 21. dan Cuvanja za obloZene Cestice, kada se kod ovih uzoraka
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desava naglo povecanje ukupnog broja zivih celija koje se nalaze slobodne u
fermentacionom supstratu (iznose 8,002 logio CFU/mL za uzorak A i 7,589 logio
CFU/mL za AH). Kod uzoraka AW i AHT ovaj broj je znatno veé¢i ve¢ nultog dana
Cuvanja poredeci sa uzorcima A i AH, Za uzorak AHT usled velikog porasta ukupnog
broja zivih ¢elija unutar samih Cestica, slobodna kultura nema znacajnu ulogu u broju
sve do 7. dana Cuvanja, dok kod uzorka AW, kao §to je ve¢ navedeno, ¢ak 20 %
ukupnog broja zivih ¢elija nalazi se izvan nosaca ve¢ nultog dana ¢uvanja. Svi uzorci
28. dana pokazuju broj zivih ¢elija izmedu 7,0 i 7,6 logio CFU/mL §to predstavlja

znacajan doprinos ukupnom broju.
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Slika 56. pH i titracijska kiselost u uzorcima sa: alginatnim cesticama (A), alginatnim
Cesticama oblozenim hitozanom (AH), ¢esticama izgradenim od alginata i proteina
surutke (AW), Cesticama izgradenim od alginata i hidrolizata proteina surutke dobijenog
pomocu tripsina (AHT), kao i uzorku sa slobodnom kulturom (SK), nakon fermentacije,

a tokom perioda ¢uvanja od 28 dana na 4+1°C.

Na slici 56 je predstavljena promena pH i titracijske kiselosti uzoraka tokom perioda
¢uvanja u frizideru na 44+1°C u trajanju od 28 dana. Za fermentisane mlecne proizvode
smatra se da imaju dobar kvalitet ukoliko je titracijska kiselost oko 44°SH, ali ne sme
da prelazi 53°SH, jer je pri toj vrednosti tiracijske kiselosti proizvod okarakterisan kao
neprijatno kiseo (Kehagias i Dalles, 1984; Lourens-Hattingh i Viljoen, 2001). U slucaju
kada je fermentacioni supstrat surutka (a ne mleko) titracijska kiselost je usled
nedostatka hranljivih materija za BMK znatno niZa. Titracijska kiselost uzorka sa

slobodnom kulturom je znatno visa od ostalih uzoraka ve¢ nultog dana, a tomom 28
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dana ¢uvanja povecace se za 9,0 °SH uz najvisi skok 7. dana. Uzorci sa inkapsuliranom
kulturom pokazuju znatno nizu titracijsku kiselost nultog dana (izmedu 12,0 i 15,0
°SH), a ta razlika se tokom c¢uvanja dodatno povecava. Usled znatno slabijeg rasta
titracijske Kkiselosti u uzorcima sa inkapsuliranom kulturom na kraju 28. dana titracijska
kiselost uzorka SK je ¢ak 1,56 puta veca nego kod uzoraka A, AW i AT, a 1,90 puta
veca nego u slucaju AH uzorka. Niska vrednost titracijske kiselosti je posledica slabe
difuzije nastale mle¢ne kiseline iz primenjenih matriksa za inkapsulaciju, $to je u
saglasnosti sa literaturom (Djukic-Vukovic, 2013). pH ima ujednacen pad kod svih
uzoraka tokom Cuvanja, za razliku od titracijske kiselosti. Razlika u vrednosti pH koja
je prisutna u uzorcima nultog dana u velikoj meri se zadrzala do 28. dana. Pad pH kod
uzorka SK tokom ¢uvanja je 0,63 £ 0,07 i 28. dan iznosi 3,90, dok je kod imobilisanih
uzoraka AW i AHT 0,64 £ 0,05 i iznosi 4,25 odnosno 4,35. Kod uzorka sa alginatnim i
oblozenim Cestica prisutan je netipican rast pH izmedu 21. i 28. dana, verovatno kao
posledicu lize odredenog broja ¢elija (naglo smanjenje broja zivih ¢elija kod uzorka sa
alginatnim cCesticama uofeno je upravo u ovom periodu kod slobodnih ¢elija u
fermentacionom supstratu). Usled ovog rasta pH vrednosti 28. dana pad pH vrednosti
tokom ¢uvanja kod ovih uzoraka je nesto nizi i iznosi 0,21 za A1 0,31 za AH. Kao i kod
broja Zivih celija, vrednosti pH 1 titracijske kiselosti pokazale su veoma ujednacenu
promenu tokom ¢uvanja, bez naglih promena koje su prisutne u uzorcima A i AH. Ovaj
ujednacen rast 1 ujednacena promena parametara sisitema ukazuje na to da primenjeni
nosa¢ sa proteinima surutke i hidrolizatom proteina surutke obezbeduje ne samo
adekvatnu zastitu ¢elijama, ve¢ 1 ujednacen protok materija izmedu Cestica i okolnog
supstrata. Identi¢no snizenje pH kod uzoraka AW 1 AHT kao kod uzorka sa slobodnom
kulturom, a znatno niZe povecanje titracijske kiselosti u odnosu na uzorak sa slobodnom
kulturom ukazuje na to da iako mleéna kiselina ima poteskoca da napusti oblast Cestica
odnosno nosaca ($to je slucaj kod svih ispitivanih nosac¢a u ovom radu), manji molekuli
koji takode mogu nastati fermentacijom u malim koli¢inama kao §to su vodonik
peroksid, aminokiseline i sl. napustaju Cestice i bivaju oslobadene u fermentacioni
supstrat dovode¢i do sniZzenja pH uzorka, dok BMK ostaju zasticene unutar nosaca. Na
ovu pojavu nam ukazuje i znatno manji rast ¢elija izvan nosaca kod uzoraka AW 1 AT
tokom Cuvanja, dok kod uzoraka A i AH imamo znacajan porast ovih ¢elija i veliki skok

u 14. odnosno 21. danu.
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4.2.2.3. Uticaj dodatka proteina surutke u alginatni matriks koriséen za
inkapsulaciju mesane jogurtne kulture na probiotska svojstva fermentisanog

napitka na bazi surutke

Probiotski karakter proizvoda odredivan je po metodi opisanoj u Odeljku 3.2.11.5.6.6.
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Slika 57. Prezivljavanje probiotskih sojeva Bifidobacterium bifidum i Lactoccocus
acidophilus u uslovima niske pH od 2,5 i 3,0 koja vlada u zelucu i prisustva zu¢nih soli
od 0,3% u trajanju od 4h pod anaerobnim uslovima i to za: slobodnu kulturu (A),
inkapsuliranu kulturu u alginatni nosa¢ (B), inkapsuliranu kulturu u alginatni nosa¢
obloZen hitozanom (C), inkapsuliranu kulturu u nosac koji ¢ine alginat i proteini surutke
(D), inkapsuliranu kulturu u nosac koji ¢ine alginat i hidrolizat proteina surutke dobijen

pomocu tripsina (E)
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Na slici 57 prikazani su rezultati ispitivanja ukupnog broja zivih ¢elija dva probiotska
soja Bifidobacterium bifidum i Lactoccocus acidophilus prisutna u koris¢enoj mesanoj
kulturi. Sa slike 50 uoc¢ava se znatan pad broja zivih ¢elija pri pH vrednosti 2,5 u slucaju
SK uzorka, odnosno slobodne kulture. Nakon 1,0 h inkubacije broj zivih ¢elija iznosio
je 3,9331 £ 0,29 logio CFU/mL §to predstavlja 58,9 % u odnosu na pocetni broj zivih
¢elija, dok je u drugom satu taj broj iznosio 3,4502 £ 0,22 logio CFU/mL, odnosno 51,6
%. U treem satu nije bilo prisutnih Zivih ¢elija u uzorku SK. Inkapsulacija probiotika
uticala je na povecanje procenta prezivljavanja probioskih sojeva mesane kulture, tako
je inkapsulacija alginatnim cesticama povecala broj zivih ¢elija posle 2,0 h pod
anaerobnim uslovima u bujonu sa pH 2,5 sa 51,6 % na 75,6 %, a nakon 4,0 h pri ovoj
pH broj Zivih ¢elija probiotskih sojeva iznosio je ¢ak 35,7 % S$to je znatno bolje od
uzorka SK. Oblaganje alginatnih cestica slojem hitozana dodatno poboljsava
prezivljavanje probiotskih sojeva pri niskim vrednostima pH. Prezivljavanje za AH
uzorak pri pH 2,5 nakon 2,0 h iznosi 81,8 %, a nakon 4,0 h 37,6 %, Sto je statisti¢ki
znatno bolje od uzoraka A 1 SK, Sto je bilo oc¢ekivano usled prethodno pokazanih
karakteristika obloZenih Cestica sa znatno manjim curenjem celija, vece Cvrstine Cestica
1 pokazane snaznije barijere za difuriju materija izmedu matriksa i spoljasne okoline.
Cestice koje su sadrzale alginat i proteine surutke pokazale su znatno veée curenje
¢elija, kao 1 bolju razmenu materija sa okolinom. Medutim, pri pH 2,5 ove Cestice su
pokazale veoma dobru zastitu za same ¢elija. Nakon 2,0 h broj zivih ¢elija bio je 82,7 %
u odnosu na pocetni broj, a nakon 4,0 h 37,7 % S§to je statisticki znatno bolje od uzoraka
SK 1 A, ali ne 1 od uzorka AH. Uzorak AHT ¢iji matriks za inkapsulaciju sadrzi alginat i
hidrolizat proteina surutke pokazao je veoma dobru zastitu probiotskih sojeva u
uslovima niske pH vrednosti pa je tako nakon 2,0 h pri pH 2,5 broj Zivih ¢elija iznosio
82,9 % u odnosu na pocetni broj, a nakon 4,0 h ¢ak 46,1 %, Sto je statisticka znatno
bolje od svih prethodno ispitanih uzoraka u ovom radu. Prezivljavanje probiotske
kulture pri pH 3,0 je znatno bolje u svim uzorcima. Za uzorak SK iznosi 74,4% racunato
na pocetni broj Zivih ¢elija, a nakon 4,0 h inkubacije. Ovaj procenat iako znatno bolji
nego pri pH 2,5 i dalje predstavlja veoma veliko smanjenje broja zivih ¢elija od cak
Cetvrtine prvobitnog broja. Inkapsulacija znacajno poboljSava prezivljavanje sojeva

Bifidobacterium bifidum i Lactoccocus acidophilus pa je pad nakon 4,0 h pri pH 3,0
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ispod 5 % 1 za uzorak A. Procenat prezivelih ¢elija u odnosu na pocetni broj iznosi 95,9
% za A, 97,5% za AH 1 96,1 % za AW i AHT.

Bitan parametar u odredivanju sposobnosti kulture da prezivi uslove
gastrointenstinalnog trakta je vijabilnost pri koncentraciji Zu¢nih soli od 0,3 %. Uzorak
sa slobodnom kulturom pokazao je veliki procenat prezivljavanja probiotskih sojeva
Bifidobacterium bifidum 1 Lactoccocus acidophilus nakon 4,0 h od 83,0 %, dok su

uzorci sa inkapsuliranom kulturom pokazali prezivljavanje od preko 92,0 %.

Iz navedenog mozemo zakljuciti da inkapsulacija alginatnim matriksom znatno
doprinosi prezivljavanju sojeva Bifidobacterium bifidum i Lactoccocus acidophilus pri
uslovima izuzetno niske pH koja vlada u Zelucu, oblaganje hitozanom ovih alginatnih
Cestica dodatno povecava prezivljavanje probiotskih sojeva, kao i dodatak proteina
surutke u alginatni matriks (za oko 10% racunato na pocetni broj). Dodatak hidrolizata
proteina surutke u alginatni matriks znacajno doprinosi kvalitetu matriksa za
inkapsulaciju probiotske kulture, a prezivljavanje sojeva Bifidobacterium bifidum i
Lactoccocus acidophilus pri pH 2,5 povecava za ¢ak 20,7 % racunato na pocetni broj
zivih ¢elija, a u odnosu na alginatne Cestice bez dodatka hidrolizata i za 9,0 % u odnosu
na alginantne Cestice koje sadrze nehidrolizovane proteine surutke. Pri vrednosti pH 3,0
nema znacajnih promena u zavisnosti od koriS¢enog matriksa za inkapsulaciju 1 svi
uzorci sa inkapsuliranom kulturom pokazali su prezivljavanje preko 95,9 % nakon 4,0
h, §to je znatno vise od 74,4 % kojiko je prezivelih ¢elija u uzorku sa slobodnom
kulturom pri ovoj pH. Sli¢no je ponasanje uzoraka i pri izlaganju zu¢nim solima u
koncentraciji od 0,3 %, gde je prezivljavanje kod inkapsulirane kulture bilo za oko 10 %
veCe raCunato na pocetni broj zivih celija a porede¢i sa prezivljavanjem slobodne

probiotskih sojeva iz uzorka sa slobodnom kulturom.

Dakle, mozemo zakljuciti da inkapsulacija poboljSava probiotska svojstav
fermentisanog napitka na bazi surutke utiCu¢i na znatno povecanje broja celija koje
prezive nepovoljne uslove koji vladaju u zelucu i dvanaestopalaénom crevu, kao 1 da
dodatak hidrolizata proteina surutke u alginatni matriks uti¢e povoljno na prezivljavanje
sojeva Bifidobacterium bifidum i Lactoccocus acidophilus pri pH 2,5 i da ovaj matriks

daje znacajno bolje rezultate u odnosu na druge ispitivane matrikse.
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4.2.2.4. Zakljuéak

Iz navedenih rezulatat mozemo zakljuciti da inkapsulacijom probiotske kulture znatno
produzavamao vreme fermentacije odnosno smanjujemo fermentativnu aktivnost
kulture, ali doprinosimo stabilnosti i kvalitetu tako dobijenog fermentisanog napitka.
Najznacajniji doprinos inkapsulacije je u probiotskom karakteru napitka. Sve
inkapsulirane kulture ispitivane u ovom radu pokazale su drasticno povecanje
prezivljavanja u uslovima koji simuliraju uslove u zelucu i dvanaestopalacnom crevu.
Manje Cestice predstavlaju bolji izbor u slucaju fermentacije supstrata na bazi surutke,
usled boljeg rasta BMK tokom fermentacije, kao i usled boljih parametara poput pH i
titracijske kiselosti nakon fermentacije. Alginatne Cestice obloZene hitozanom usled
veoma malog procenta curenja zivih celija u spoljasnji medijum predstavljaju dobar
izbor za koriS¢enje u procesima gde je potrebno ponovno koriS¢enje kuture ili
izdvajanje kulture iz fermentacionog supstrata i odvojeno koris¢enje u vidu dodatka u
drugi proizvod i sl. BMK inkapsulirana u nosace na bazi proteina surutke predstavlja
odlican starter za fermentaciju supstrata radi dobijanaj probiotskog napitka poput

jogurta i to iz viSe razloga:

e Curenje iz ovih Cestica iako vece nego u slucaju alginatnih ili obloZenih Cestica
ne predstavlja smetnju ili gubitak, jer se napitak konzumira u celosti, a slobodna
kultura moZe nadomestiti odredene nedostatke koje pokazuje inkapsulirana
kultura u vidu brzeg sniZzavanja pH i povecanja titracijske kiselosti

e Proizvod sa ove dve vrste Cestica (AW 1 AHT) je znatno stabilniji od proizvoda
sa slobodnom kulturom, a pokazuje i bolje karakteristike od proizvoda sa
inkapsuliranom kulturom u druge nosace (ve¢i ukupan broj zivih Celija kao 1
titracijska kiselost i niza pH kako nakon fermentacije i tokom 28 dana ¢uvanja)

e Prezivljavanje probiotskih sojeva Bifidobacterium bifidum i Lactoccocus
acidophilus je znatno bolje nego u slucaju drugih nosaca (A i AH), pri ¢emu

AHT pokazuje najbolje karakteristike
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5. ZAKLJUCAK

U radu je ispitivana mogucnost dobijanja hidrolizata i peptidnih frakcija pomocéu

postupka kontrolisane hidrolize koriS¢enjem tri razliCita enzima, kao i moguénost

primene bioaktivnih peptida u razli¢ite prehrambene proizvode. Bitan parametar za

primenu proteina i peptida u prehrambene su tehnoloska svojstva. Tehnoloska svojstva

su odredivana za nehidrolizovan koncentrat proteina surutke kao i za njegove

hidrolizate, a zakljucci su sledeci:

Proteini surutke pokazuju veoma dobra tehnoloSka svojstva, a kontrolisanom
enzimskom hidrolizom doslo je do unapredenja tih svojstava.

Hidrolizat dobijen pomocu tripsina pokazuje veoma dobro svojstvo stvaranja
pene i stabilnosti pene usled ¢ega predstavlja odliénu zamenu za proteine jaja u
pecivima poput biskvita, mafina, ,,vazduSastih“ kora za torte i sli¢nih pekarskih
proizvoda.

Hidrolizat dobijen pomocu tripsina je pokazao i najbolja emulgujuéa svojstva, a
imajuéi u vidu da svi uzorci pokazuju odli¢nu rastvorljivost i kapacitet vezivanja
vode i ulja, moze se zakljuciti da bi uzorak sa najboljim svojstvima za primenu
dresinga i drugih prehrambenih proizvoda sa visokim sadrzajem masti i ulja, bio

hidrolizat dobijen pomocu tripsina.

Pored tehnoloskih svostava, bioaktivnost peptida igra vaznu ulogu u njihovoj primeni u

prehrambenim proizvodima. Ispitivanje uticaja kontrolisane enzimske hidrolize na

molekulsku masu peptida kao i bioaktivnosti istih doslo se do slede¢ih zakljuc¢aka:

Kontrolisana enzimska hidroliza znacajno doprinosi povec¢anju bioaktivnosti
proteina surutke.

Prosecna duzina peptidnih lanaca i prosecna molekulska masa peptida nakon
hidrolize je smanjena, pri ¢emu je najbolje rezultate pokazao enzim proteinaza k
(sadrzaj peptida molekulske mase ispod 3kDa se sa 0,20 £ 0,12 % povecao na
62,96 + 2,82).

Najbolja antioksidativna svojstva pokazao je hidrolizat proteina surutke dobijen

pomocu proteinaze k. Hidrolizat dobijen pomocu proteinaze k je pokazao da
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poseduje frakcije koje imaju antioksidativni kapacitet blizak vrednosti
kapaciteta ukupnog hidrolizata.

Hidrolizat proteina surutke dobijen pomocu termolizina koji je po vrednostima
antioksidativnog kapaciteta najblizi HPK uzorku takode poseduje frakcije koje
su po antioksidativhom kapacitetu bliske vrednostima HTH, a loSije od
vrednosti koje pokazuje hidrolizat i frakcije dobijene pomocu proteinaze k.
Hidrolizat proteina surutke dobijen pomocu tripsina, iako pokazuje najlosiji
antioksidativni kapacitet u poredenju sa ostalim hidrolizatima, poseduje frakciju
F3 (peptidi molekulske mase izmedu 10 i 3 kDa) koja pokazuje antioksidativna
svojstva bolja od HPK, ali i od njegove najbolje frakcije F4. Ova frakcija
hidrolizata dobijenog pomocu tripsina obuhvata svega 22,44 +1,88 % peptida u
hidrolizatu, pa njeno izdvajanje ultrafiltracijom ne predstavlja dobro resenje,
ako znamo da peptidi u ovoj oblasti molekulske mase trpe dodatne promene
tokom digestije u gastrointestinalnom traktu i postoji mogucnost da dode do
smanjenja bioaktivnosti.

Procesom kontrolisane enzimske hidrolize se pove¢ava ACE inhibitorna
aktivnost proteina surutke.

Hidrolizat proteina surutke dobijen pomocu proteinaze k pokazuje znatno visu
ACE inhibitornu aktivnost u odnosu na sve frakcije ostalih hidrolizata, dok
frakcije F3 i F4 ovog hidrolizata pokazuju bolje ACE inhibitorne aktivnosti od
ukupnog hidrolizata (HPK). Frakcija F4 hidrolizata dobijenog pomocéu
proteinaze k poseduje 1,59 puta visu ACE inhibitornu aktivnost u odnosu na
aktivnost ukupnog hidrolizata, ali isto toliko puta manji sadrzaj peptida.
Opravdanost ultrafiltracije u ovom slucaju ogleda se u tome Sto pored bolje
bioaktivnosti peptidi male molekulske mase uglavnom nepromenjeni prolaze
gastointestinalni sistem ¢oveka i sa nepromenjenom bioaktivnoS¢u dospevaju
do mesta u organizmu gde ispoljavaju svoju aktivnost.

Hidrolizat proteina surutke dobijen pomocu proteinaze k kao i njegova frakcija
HPK-F4 se zbog pokazanih znacajno boljih bioaktivnosti u odnosu na ostale
ispitivane uzorke, preporucuju za obogacivanje prehrambenih proizvoda u cilju

postizanja ili poboljSanja njihove funkcionalnosti.
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Primena bioaktivnih peptida surutke dobijenih kontrolisanom enzimskom hidrolizom

pomocu proteinaze k u masni krem dala je sledece rezultate:

masni krem u koji je dodat HPK i njegova frakcija HPH-F4 pokazao je
poboljsanje antioksidativnih svojstava kao i ACE inhibitornu aktivnost u oba
slu¢aja, a bioaktivni peptidi dodati u masni krem pokazali su i izuzetno dobru
stabilnost tokom dva meseca ¢uvanja, Sto znaci da se na ovaj na¢in dobija
obogacen proizvod nepromenjenih funkcionalnih svojstava tokom duzeg
cuvanja.

Masni krem sa dodatkom bioaktivnih peptida se usled pokazane stabilnosti
antioksidativnih i ACE inhibitornih svojstava preporucuje za punjenje onih
proizvoda koji pokazuju nemoguénost obogacivanja bioaktivnim peptidima

surutke ili imaju pad bioaktivnosti tokom ¢uvanja iz bilo kog razloga.

Primena bioaktivnih peptida surutke dobijenih kontrolisanom enzimskom hidrolizom

pomocu proteinaze k (HPK i HPK-F4) dodatkom u mleko koje je zatim fermentisano

ABY 6 komercijalnom kulturom dala je sledece rezultate:

Dodatak bioaktivnih peptida u mleko ne doprinosi poveéanju broja zivih celija
nakon fermentacije, ve¢ dovodi do blagog pada broja Zivih ¢Celija kod svih
uzoraka osim 1HJ i 1F4J, ali uti¢e na metabolizam kori$¢enih bakterija i dovodi
do statisticki znacajno (p < 0,05) brzeg pada pH odnosno povecanja titracijske
Kiselosti u svim uzorcima.

Dodatak peptida pozitivno uti¢e na ukupan broj Zzivih Celija tokom procesa
Cuvanja u frizideru u trajanju od 28 dana, a sama efikasnost zavisi od tipa
koriS¢enih peptida. Ukupan broj Zivih ¢elija u svim uzorcima sa dodatkom
proteina i peptida surutke pokazuje statisti¢ki znacajno (p < 0,05) visu vrednost,
a posebno se istice uzorak 3F4J sa najve¢im brojem zivih Celija posle 28 dana
cuvanja.

Tokom ¢uvanja u frizideru pad pH, odnosno povecanje titracijske kiselosti ima
isti trend kod svih uzoraka.

ACE inhibitorna aktivnost mleka pre fermentacije znatno je poveéana dodatkom
bioaktivnih peptida. ACE inhibitorna aktivnost svih uzoraka se smanjila tokom

procesa fermentacije Sto je posledica razgradnje bioaktivnih peptida od strane
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BMK, pri ¢emu se najveca vrednost zadrzala u uzorcima 5HJ i 3F4J nakon
fermentacije.

Antioksidativni kapacitet proizvoda je znatno poboljsan kod svih uzoraka sa
dodatkom proteina i peptida surutke. Fermentacija je dodatno poboljsan
antioksidativni kapacitet uzoraka, a najvisu inhibiciju ABTS radikala nakon 28
dana ¢uvanja u frizideru pokazali su uzorci 3HJ i 3F4J.

Uzorak 3F4J pokazao je najbolje karakteristike i moze se re¢i da kada je u
pitanju ABY 6 kultura i mleko sa 0,5 % mlecne masti, najbolja svojstva
proizvoda dobijamo obogacivanjem supstrata sa 3 % frakcije HPK-F4.

Dodatak bioaktivnih peptida u mleko pre fermentacije nije pokazao pozitivan
uticaj na prezivljavanje probiotske kulture L. acidophilus i B. bifidum u
uslovima niske pH i prisustva Zu¢nih soli (simulirani uslovi koji vladaju u

zelucu i dvanaestopalacnom crevu)

Ispitivanje uticaja dodatka bioaktivnih peptida surutke dobijenih kontrolisanom

enzimskom hidrolizom pomoc¢u proteinaze k (HPK i HPK-F4) u fermentacioni supstrat

koji ¢ine 30,0 % mleko i 70,0 % surutka, a koji je zatim fermentisan ABY 6

komercijalnom kulturom dalo je sledece rezultate:

Dodatak bioaktivnih peptida u supstrat na bazi surutke dovodi do porasta broja
zivih Celija nakon fermentacije, kod uzoraka sa dodatkom peptida manjih od
3kDa (1,24 puta veci broj za uzorak 1F4S, 1,20 puta za uzorak 3F4S i 1,13 puta
za uzorak 5F4S ) u odnosu na uzorak bez dodatka peptida.

Dodatak bioaktivnih peptida uti¢e na povecanje metabolicke aktivnosti kulture
kao 1 u slucaju dodatka u mleko, a S$to se ogleda u izraZenijem padu pH i
povecanju titracijske kiselosti.

Dodatak bioaktivnih peptida uti¢e na poboljSanje antioksidativnog kapaciteta i
ACE inhibitorne aktivnosti proizvoda kao i u sluc¢aju kada je fermentacioni
supstrat mleko. Nakon naglog poboljsanja ovih vrednosti usled dodatka
bioaktivnih peptida, sledi poboljsanje antioksidativhog kapaciteta tokom

fermentacije, ali smanjenje ACE inhibitorne aktivnosti.
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Dodatak bioaktivnih peptida uti¢e povoljno na stabilnost proizvoda odnosno na
broj zivih ¢elija tokom ¢uvanja fermentisanog proizvoda tokom 28 dana na 4 °C
pri ¢emu je najbolje karakteristike pokazao uzorak SHS.

Antioksidativni kapacitet proizvoda je takode stabilan tokom 28 dana na 4 °C, a
najbolje karakterisitke pokazuje upravo uzorak 5F4S, ali i 5HS

Dodatak bioaktivnih peptida ne uti¢e na prezivljavanje probiotskih sojeva L.
acidophilus i B. bifidum u uslovima koji vladaju u Zelucu i dvanaestopala¢nom

Crevu.

Iz dobijenih rezultata mozemo zakljuciti da je obogacivanje fermentisanih proizvoda

bioaktivnim peptidima dobar naéin poboljSanja funkcionalnosti, ali i stabilnosti

proizvoda. Ukoliko zelimo poboljsati funkcionalna svojstva proizvoda u vidu

antioksidativnog kapaciteta kao i ACE inhibitorne aktivnosti, dodatak bioaktivnih

peptida je bolje sprovesti nakon zavrSene fermentacije, s obzirom da je tokom

fermentacije prisutna potroSnja bioaktivnih peptida od strane BMK, $to dovodi do

smanjenja bioaktivnosti krajnjeg proizvoda.

Ispitivanje uticaja dodatka proteina i peptida surutke u mle¢nu ¢okoladu

Dodatak 6,0 % HT i WPC u mleénu ¢okoladu uzrokuje promenu u raspodeli
veli¢ine Cestica kao i reoloskim svojstvima Cokoladna, koja su u opsegu
preporucenih vrednosti za ¢okoladne mase.

Dodatak proteina 1 peptida surutke nije uticao znacajno na Cvrstocu mlecne
cokolade.

Dodatak 6,0 % HT i WPC znacajno doprinose povecanju antioksidativnog
kapaciteta mle¢ne ¢okolade, pri ¢emu se izdvaja uzorak HT-C koji je pokazao
1,37 puta veéu inhibiciju ABTS radikala u odnosu na kontrolni uzorak i 1,46
puta vec¢u inhibiciju DPPH radikala u odnosu na K-C i WPC-C nakon 2 meseca
cuvanja na 20 °C.

Senzorna analiza pokazuje da dodatak proteina i peptida surutke nije znacajno

uticao na promenu senzorne ocene kod konzumenata.

161



Iz svega navedenog moze se zakljuciti da dodatak hidrolizata proteina surutke u mle¢nu
cokoladu, predstavlja dobar izbor, jer znacajno doprinosi funkcionalnosti proizvoda, a

minimalno menja senzorna svojstva proizvoda na koja su potrosaci navikli.

Primenom proteina surutke kao nosaca za inkapsulaciju mesane ABY 6 jogurtne kulture
pri proizvodnji fermentisanog proizvoda na bazi surutke doslo se do sledecih

zakljucaka:

¢ Inkapsulacija mesane jogurtne kulture ABY 6 u ¢estice dimenzija oko 1mm koje
sadrze WPC ili hidrolizat HT kao osnovni materijal u nosacu pokazuje
najpovoljniji vid inkapsulacije za proizvodnju fermentisanog napitka na bazi
surutke (najveéi broj zivih celija posle fermentacije, najvecu fermentativna
aktivnost)

e Ovi nosaci pokazuju veci procenat curenja celija u spoljasnju sredini (pogotovo
Cestice sa WPC-om) pa ne predstavljaju dobar nosa¢ za inkapsulaciju kulture
koju je potrebno tako inkapsuliranu izdvojiti iz proizvoda i ponovno Kkoristiti ili
ugraditi u drugi proizvod. Za tu namenu najbolje je koristiti alginatne Cestice
oblozene hitozanom.

o (Cestice sa proteinima surutke, a narocito sa hidrolizatom proteina surutke,
pokazuju veoma dobre karakterisitike (najvec¢i ukupan broj zivih ¢elija, umeren
pad pH i rast titracijske kiselosti) tokom cuvanja proizvoda u frizideru

o (Cestice sa proteinima surutke a posebno sa hidrolizatom proteina surutke
predstavljaju izuzetno dobru zastitu probiotskim sojevima L. acidophilus i B.
bifidum u uslovima niske pH i prisustva zu¢nih soli (uslovi koji simuliraju
uslove u zelucu 1 dvanaestopalacnom crevu), §to omogucava prolazak probiotske
kulture do creva gde se nastanjuju i gde imaju mogucénost da ispolje svoj

pozitivan uticaj na ljudski organizam

Iz svih navedenih rezultata pokazano je da kontrolisanom enzimskom hidrolizom
imamo moguénost promene tehnoloskih svostava proteina surutke u smeru koji nam je
potreban radi njihove primene u razliCitim proizvodima. Takode kontrolisanom
enzimskom hidrolizom drastiéno povecavamo bioloska svojstva (antioksidativna,
antihipertenzivna) proteina surutke, a ultrafiltracijom na veoma jednostavan i jeftin

nacin moguce je izdvojiti frakcije sa najpozeljnijim karakteristikama. Primenom ovih
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bioaktivnih frakcija i hidrolizata proteina surutke u vidu dodatka u postojece proizvode
moguce je drasti¢no poboljsati karakteristike tih proizvoda i prevesti ih u funkcionalne
proizvode bez osetih izmena u njihovim senzornim svojstvima. Inkapsulacija
probiotskih sojeva predstavlja dobar vid njihove zaStite od spoljasnjih faktora i
omogucava ovim ,,dobrim* bakterijama da dodju do tankog creva, gde se nastanjuju i
ispoljavaju svoj pozitivan uticaj na ljudsko zdravlje.
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timova u kreiranju ekoinovativnih prehrambenih proizvoda-ECOTROPHELIA SRBIJA,
organizovanog od strane Udruzenja prehrambenih tehnologa Srbije, odrzanog 19 jula
2013. godine.

AngaZzovana je na izvodenju vezbi iz predmeta BiotehnoloSki praktikum 2

(8kolska 2013/2014; 2014/2015; 2015/2016; 2016/2017) na osnovnim studijama.
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Prilog 1.

WU3jaBa o ayTopcTBY

MoTnucaHu-a TAthJ l,ﬁ‘jﬂw‘i’—\

6poj HAeKca 4053 /20lh

U3sjaBmbyjem

[la je LOKTOPCKa AucepTauuja Noj HacroBoM

Npoundonha U NPUHERA Buosiuppax [Peruss b [ICNTUAR
CIPYTHE

e pesynTaT COMNCTBEeHOr UCTPpaXusadKor paga,

o [a NpeanoxeHa AucepTauuMja y LENMHW HW y AenoBuMa Huje Guna npeanoxera sa
nobujatbe 610 Koje Aunnome npema CTyAUjCKUM Nporpamuma Apyrux BUCOKOLLIKOMCKMX
ycTaHoBa,

e [a Ccy pesynTaTi KOPEKTHO HaBeaeH! U
e [a HuCaM KpLuuo/na ayTopcka npasa 1 KOPUCTVO UHTENEKTyasHy CBOjUHY APpYriX nuua.

MoTnuc aokropanaa

Y Beorpaay, Mi ,74
T/Hhﬁr» /7 H/v/
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Prilog 2.

W3jaBa 0 MCTOBETHOCTM LUTAMNaHe U efleKTPOHCKE Bep3uje
OOKTOpPCKOr paga

Ve 1 npesume aytopa | AlAA. Kpynu A

7T~

Bpoj uHaekca 4'/05'5,/ 200\

Cryavjckv nporpam _ bUOXEHUNICED  LARIBELTRO U BUETEXH Y 21 T4,

Hacnos pana _ DPOUBBOBKE L DINNEHA BACRETUBHEIK DRJEYHA U NEDTUNA  CY iy,

" D, =
Mentop __fpod, ap Nﬁ/awa firuy  pepopiu nred. TExuciodio-17e 79 puno o~
PANDTET | IFUBeP3uier N Beorrag Y

MoTtnucanu/a 7})/@4 /Z/z:‘ j 4l 77

Msjaerbyjem aa je wramnada sepsuvja MOr JOKTOPCKOr paja UCTOBETHA €MEeKTPOHCKO] Bep3nju
Kojy cam npepao/na 3a ofjasrbuBarbe Ha noptany [urutanHor penosutopujyma
YHuBep3utera y Beorpaay.

[ossorbaBam fa ce objaBe MOjU NUYHKM nopauwn BesaHu 3a fobujarbe akagemckor 3Barba
AOKTOpa Hayka, Kao LUTO Cy UMe U Npesume, roguHa u mecto pohiera u aatym ogbpaHe paja.

OBU NUYHKU nofaum Mory ce oGjaBuUTU Ha MPEXHUM CTpaHuuama aurutanHe Gubnuorteke, y
€eneKTPOHCKOM KaTtanory u y nyénukauujama YHusepsuteta y Beorpagay.

MoTnuc pokropaHaa

Y Beorpany, _J6.07. 201% {
Tpnn /// v
/
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Prilog 3.

UsjaBa o kopuwhewy

Osnawhyjem YHuBepsuteTcky ©Oubnuoteky ,Ceetosap Mapkosuh® pa y [durutantu
penosutopujym YHusepauteTta y beorpagy yHece mojy AOKTOPCKY AucepTauujy nof Hacnosom:

NPOUDBOLBE U NPUNEHA PUCAETUBNIY NLOIELINA LY

NENTUDA  CIPYTKE

Koja je Moje ayTopcKko Aeno.

[OucepTaumjy ca cBUM MpuriosumMa npeaao/na cam y enekTPOHCKOM (hopmaty norogHoMm 3a
TpajHO apxuBupatse.

Mojy ApokTopcky AucepTauujy noxparseHy Yy [UrutanHu penosuTopujym YHusepsuteTa y
Beorpapny mory fia KopucTe CBW Koju MoLiTyjy oapeabe cagpxaHe y ofabpaHoM Tuny nuueHue
KpeatusHe 3ajegHuue (Creative Commons) 3a Kojy cam ce oany4duo/na.

1. AyTopcTBO
2. AYTOpPCTBO - HEeKoMepLurjanHo
@'\)Ayropcmo — HekomepLujanHo — 6e3 npepage
4. AyTOpPCTBO — HEKOMEPLIMjanHo — AENUTY NOA UCTVM YCroBUMA
5. AytopcTBo — 6e3 npepage
6. AyTOPCTBO — [EMNUTY NOA UCTUM YCIIOBUMA

(Monumo Aa 3aoKpYXXUTE Camo jeAHy Of LUECT NOoHyReHUX NuueHuw, KpaTtak onuc nuueHun gat
je Ha nonefuHu nucta).

MoTnuc pgokropanga

Y Beorpaay, 6. 039. 7013. l
7/9/5/» Zm =
7
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Prilog 4.

DATUM

SIFRA UZORKA

Intenzitet braon boje

1 2
ekstremno
svetla,

COKOLADA

SIFRA OCENJIVACA

3 4 4 O
optimalna

7
ckstremno
tamna,

Sjaj povriine

1 2
mat

optimalno

7
ekstremng
sjajno

Miris kakaoa (u odnosu na kakao masu korid¢enu u proizvodnji uzorka)

I

I I e

BT

& 2 3 4 5 7
slabo optimalno jako

Topivost (vreme potrebno da se Evrsta tokolada prevede u tecno stanje pomeranjem jezika)

1 2 3 4 s 6 7

sporo

F‘VRDO(‘A (sila potrebna za prelom uzorka prednjim zubima)
& I I | I | |
1 2 3 ) 5 6 7
ekstremno optimalno ekstremno
meko tvrdo
Peskovitost (koli¢ina sitnih Eestica u ustima prilikom #vakanja)
B I I £ I |
1 2 3 4 5 6 7
glatko zrnavo
Adhezivnost (stepen do kog se uzorak lepi za kutnjake)
I I I I | I I
1 2 3 aq 5 6 )
slabo Jako
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