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Uticaj sadrzaja podjedinica B konglicinina na tehnoloske funkcionalne osobine

proteina soje

Rezime

Zbog znacajne nutritivne vrednosti 1 visokog sadrzaja proteina, antioksidanasa i nezasi¢enih
masnih kiselina soja se svrstava u kategoriju funkcionalne hranu. Zdravstveni efekti soje u
humanoj ishrani su brojni: doprinosi smanjenju koncentracije glukoze i holesterola u krvi,
pokazuje antioksidativni efekat, povoljno uti¢e na odrZzavanje hormonske ravnoteze,
sprecava osteoporozu i deluje preventivno na razlicite tipove kancera.

Na tehnoloski znacajne funkcionalne 0sobine proteina semena soje najvise uticu dva glavna
rezervna proteina: glicinin (11S protein) i § konglicinin (7S protein). 1 11S i 7S proteini se
javljaju u vise izoformi. Molekul glicinin ¢ine dva neglikozilovana heksamera Kkoji se
sastoje iz parova kiselih i baznih polipeptida povezanih disulfidnim mostom.p konglicinin
je glikozilovani trimerni protein koji se sastoji iz tri podjedinice- a, o' i . Pojedine sorte
soje, medu kojima su naroCito brojne domace sorte, sintetiSu dodatnu ' podjedinicu.
Premda je efekat ostalih podjedinica f konglicinina na tehnoloska funkcionalna svojstva
proteina soje intenzivno proucavan, u literaturi postoji veliki broj kontradiktornih podataka.
O efektima B' podjedinice na rastvorljivost, emulgujuéa i geliraju¢a svojstva sojinih
proteina veoma malo se zna.

Cilj ovog rada bio je da se ispita efekat polipeptidnog sastava glicinina i B konglicinina na
rastvorljivost, emulgujuca i gelirajuca svojstva proteina na razli¢itim pH vrednostima (3, 5,
6 i 8) na seriji od 9 razli¢itih genotipova soje gajenih u dve sukcesivne godine.
Uspostavljanje korelacija izmedu specifiénih podjedinica sojinih proteina i Zeljenog
svojstva pri datoj pH vrednosti, omogucilo bi ne samo selekciju sorti pogodnih za dati
tehnoloski proces, ve¢ bi uticalo i na osobine gotovih proizvoda. Povecana rastvorljivost
obezbedivala bi lakSe usvajanje aminokiselina i bolju svarljivost. Pored poveéane bioloske
vrednosti, visoka rastvorljivost je u pozitivnoj korelaciji sa funkcionalnim svojstvima poput

geliranja 1 penivosti. PoboljSanje emulguju¢ih 1 geliraju¢ih svojstava sojinih proteina



doprinelo bi povecanju opsega proizvoda u koje se sojini proteini mogu dodavati kao
emulgatori ili geliraju¢i agensi.

Kako je posebna paznja posveéena ispitivanju uticaja ' podjedinice, genotipovi su
odabrani prevashodno na osnovu sadrzaja ' podjedinice. Nakon dobijanja obezmasc¢enog
brasna, proteini su ekstrahovani prema modifikovanoj metodi po Yagasaki-ju (1997).
Uzorak je podeljen na 4 dela i pH je podeSen do zeljene vrednosti (pH 3, 5, 6 1 8). SDS
PAGE metodom odreden je proteinski sastav svakog genotipa. Da bi se rezultati izrazili po
suvoj masi, odreden je sadrzaj vlage u uzorcima po standardnoj AACC metodi. Kako
rastvorljivost predstavlja odnos sadrzaja rastvorljivih proteina prema ukupnim proteinima
(u %), rastvorljivi proteini su odredeni metodom po Bradford-u (1976), dok su ukupni
proteini odredeni metodom po Kjedahl-u (2000). Emulguju¢e osobine ocenjene su na
osnovu vrednosti indeksa stabilnosti emulzije (ESI) i indeksa aktivnosti emulzije (EAI),
koji su odredeni metodom po Pearce i Kinsella-i (1979). Gelirajuca svojstva odredena su
merenjem vrednosti dinamickih modula - modula zadrZane energije (G') 1 modula
izgubljene energije (G"). Stepen bubrenja gelova odreden je kao odnos mase suvog i mase
nabubrelog polimera. Za dvodimenzionalnu (2D) elektroforezu uzorci su ekstrahovani
tiourea-urea puferom, a intenzitet i broj tacaka je odreden denzitometrijski. Efekat
pojedina¢nih podjedinica ocenjivan je na osnovu korelacionih koeficijenata, dok je
zajednicki efekat testiran ANOVA testom.

Prevashodno usled razlike u strukturama, razli¢iti sadrzaj podjedinica  konglicinina
razli¢ito je uticao na ratvorljivost na ispitivanom pH. Na pH 6 i pH 8, genotipovi sa ve¢im
sadrzajem o' | a podjedinice pokazuju i vecu rastvorljivost. Ovakvo povecanje
rastvorljivosti posledica je prisustva glikozilovanih ekstenzionih regiona 1 veéeg broja
polarnih aminokiselinskih ostataka u strukturi o' i o. Suprotno tome, hidrofobna p'
podjedinica, koja ne poseduje ekstenzione regione imala je negativan uticaj na
rastvorljivostna pH 6 i pH 8. Usled izoelektri¢ne precipitacije, minimum rastvorljivosti bio
je na pH 5. Na pH 3 rastvorljivost je prevashodno zavisila od sadrzaja kiselih i baznih
polipeptida glicinina. Genotipovi sa ve¢im sadrzajem ' podjedinice imali su nize vrednosti
indeksa stabilnosti emulzije na pH 6, verovatno usled negativne Kkorelacije sa

rastvorljivo§¢u. Kako su indeks stabilnosti i indeks aktivnosti emulzije medusobno



negativno korelisani, sadrzaj ' podjedinice pokazao je slabu pozitivnu korelaciju sa EAI na
pH 6. Reoloska merenja proteinskih gelova su pokazala da vrednosti za modul zadrzane
energije rastu sa povecanjem odnosa 11S/7S 1 poveéanjem odnosa kiselih/baznih
polipeptida. Istovremeno, sadrzaj B' podjedinice i stepen bubrenja su bili negativno
korelisani sa ¢vrstinom gela. Ovakav uticaj B' podjedinice moze se objasniti njenom
nemoguénos¢éu da stupa u elektrostatiCke interakcije, koje se smatraju glavnim
mehanizmom stabilizacije B konglicinskih gelova. Kao posledica hidrofilnosti o' i a
podjedinica, genotipovi sa veéim sadrzajem o i o podjedinica pokazuju i veéi stepen
bubrenja. Genotipovi, koji pored visokog sadrZaja ' subjedinice takode imaju i1 visok odnos
11S/7S, kao i visok odnos Kiselih/baznih polipeptida i dalje pokazuju relativno visoke
vrednosti G'. Navedeno ukazuje da je efekat velikih vrednosti odnosa 11S/7S i

kiselih/baznih polipeptida na reoloske osobine izrazeniji od efekta sadrzaja ' podjedinice.
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Influence of B conglycinin subunits content on technological functional

properties of soybean proteins

Abstract

Because of its nutritive value and high content of proteins, antioxidants and unsaturated
fatty acids, soybeans have been regarded as functional food. Health benefits of inclusion of
soy in human diet are numerous: it helps diminishing concentration of glucose and
cholesterol in blood, has antioxidative effect, helps in regulating hormonal balance,
prevents osteoporosis and has protective influence against different types of cancers.

The strongest influence on technological functional properties of soybean proteins is
exhibited by two reserve proteins: glycinin (118 protein) i B conglycinin (7S protein). Both
11S and 7S protein are present in different isoforms. Glycinin molecule is composed of two
non-glycosilated hexamers that contain pairs of acidic and basic polypeptides linked
together by disulfide bonds. B conglycinin is glycosilated trimeric protein composed of
three types of subunits - o, o' and B. Some varieties of soybean, among them numerous
varieties grown in Serbia, are synthesizing additional B' subunit. Although effects of other
subunits of B conglycinin on technological functional properties of soybean proteins have
been extensively studied, there is still a high number of contradictory data in literature.
Little is known about influence of ' subunit on solubility, emulsifying and gelling
properties of soybean proteins.

The aim of this work was to examine effect of polypeptide composition of glycinine and
conglycinine on solubility, emulsifying and gelling properties of soybean proteins at
different pH values (3, 5, 6 and 8) on series of 9 different genotypes grown in two
successive years. Establishing correlation of specific subunit of soybean protein with
desired characteristic on given pH value would allow not only selection of varieties of
soybean suitable for particular technological process, but would also have impact on
properties of finished product. Higher protein solubility would allow better usage of amino

acids and would also give higher digestibility. In addition to enhancing biological value of



products, solubility is also positively correlated with functional properties such as gelling
and foaming properties. Enhanced emulsifying and gelling properties would broaden the
range of products in which soybean proteins can be used as emulsifying or gelling agent.
Since special attention has been paid to influence of ' subunit, genotypes were primarily
selected based on their content of f'subunit. After obtaining defatted flour, proteins were
extracted according to modified procedure of Yagasaki. Sample was divided in 4 aliquots
and pH of each of them was adusted to desired value (pH 3, 5, 6 and 8). Subunit content of
each genotype was determined by SDS PAGE. To calculate results per dry mass of sample,
moisture content was determined by standard AACC method. Since solubility presents ratio
of soluble proteins to total proteins (in %), content of soluble proteins was determined by
Bradford procedure, while content of total proteins was determined by method of Kjedahl.
Emulsion properties were assessed by values of emulsion stability index (ESI) and of
emulsion activity index (EAI), which were determined by procedure of Pearce and
Kinsella. Gelling properties were determined by measuring values for dynamic modulus:
storage modulus (G') and loss modulus (G"). Degree of swelling of gels was calculated as
ratio between mass of dry polymer to mass of swollen polymer. For two dimensional (2D)
electrophoresis samples were extracted with thiourea-urea buffer and intensity and number
of spots were determined by densitometry. Effect of individual subunit was assessed based
on correlation coefficients, while joined effect was examined by ANOVA tests.

Due to differences in structure, different composition of subunits of  conglycinin had
different effect on protein solubility at given pH. At pH 6 and pH 8, genotypes with higher
content of o' and o subunits showed higher solubility. Such increase in solubility was
consequence of presence of glycosylated extension regions and higher number of polar
amino acid residues in structure of a' and a. On the contrary, hydrophobic B' subunit that
lacks extension regions had negative influence on solubility at pH 6 and pH 8. Due to
isoelectric precipitation, minimal solubility was detected at pH 5. At pH 3, solubility
mainly depended on content of acidic and basic polypeptides of glycinine. Genotypes with
higher content of B’ subunit had lower values of emulsion stability indexat pH 6, probably
due to negative correlation with solubility. Since emulsion stability index and emulsion

activity index were negatively correlated, presence of B' subunit was weakly positively



correlated with EALI at pH 6. Rheological measurements of protein gels showed that values
of storage modulus were higher for gels with higher ratio of 11S/7S and higher ratio of
acidic/basic polypeptides. At the same time, content of B' subunit and degree of swelling
were negatively correlated with gel stiffness. Such influence of B' subunit can be explained
by its inability to engage in electrostatic interaction that are considered as main mechanism
of stabilization of B conglycinin gels. As a consequence of hydrophilic nature of o' and o
subunit, genotypes with higher content of a and o' subunit made gels with higher degree of
swelling. In the case of genotypes that have high content of B' subunit, high 11S/7S ratio
and high acidic/basic polypeptides ratio, values for G' were also relatively high. Such
findings indicated that effect of high 11S/7S ratio and high acidic/basic polypeptides ratio
on rheological properties were more prominent when compared to effect of content of j’

subunit.

Keywords:B conglycinin, B' subunit, soybean, solubility, emulsion and rheological
properties

Scientific area: Biotechnical Sciences

Specific scientific area: Food Technology
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1. UVOD

Medu biljkama iz porodice leguminoza soja (Glycine max) je jedna od najvise
izuCavanih. Ovakav nauc¢ni interes poti¢e prvenstveno od njene nutritivne vrednosti i uticaja
takvih nutritivnih Kkarakteristika na zdravlje coveka. Seme soje sadrzi veliki procenat
proteina (u ¢iji sastav ulaze esencijalne aminokiseline), antioksidanasa (od kojih najvecu
nutritivnu vrednost imaju izoflavoni), veliki procentualni udeo nezasi¢enih masnih kiselina
(60-65% ukupnih lipida) i povoljan sadrzaj vitamina (A,C, niacin i vitamini grupe B) i
minerala (sa akcentom na bioloski dostupno gvozde) (Jayakumar i saradnici, 2010; Cahoon,
2003).

Sa nutritivnog aspekta postoje dva problema sa upotrebom sojinih proteina. Premda
se karakteriSu visokom zastupljeno$¢u esencijalnih aminokiselina, u prvom redu lizina,
sojini proteini su siromasni aminokiselinama koje sadrze sumpor. Pored toga, njihova
izuzetno kompaktna kvaternarna struktura i prisustvo inhibitora proteinaza uslovljavaju
otezanu svarljivost sojinih proteina.

S ekonomske strane isplativo je gajiti one linije koje daju visok prinos, tako da je
dodatni problem postojanje negativne korelacije izmedu prinosa i sadrzaja proteina
(Kirshnan, 2007). Kako je poznato da 11S proteini sadrze vise aminokiselina sa sumporom
nego 7S proteini, dosta je radeno na povecanju odnosa 11S/7S proteina, §to s druge strane
moze voditi promeni bilansa esencijalnih aminokiselina. Ovakvo povecanje odnosa postiZze
se najpre kroz selekciju i oplemenjivanje odredenih, najces¢e visokoproteinskih (HP)
genotipova. Poznato je da razliCiti genotipovi znace i razli¢ito prisustvo pojedina¢nih
podjedinica kako glicina, tako i B konglicinina, koje s druge strane razli¢ito uti¢u na
funkcionalna svojstva celokupnog proteinskog ekstrakta (Pesi¢ i saradnici, 2005). Pored
genetskih faktora, na odnos glicinina prema B konglicininu, znacajan uticaj imace i faktori
sredine, kao $to je, u prvom redu, prisustvo azota u zemljiStu. Ovakvi faktori sredine mnogo
vedi uticaj imace na kona¢nu zastupljenost konglicinina, jer su 7S proteini, zbog razlike u

povecanje ukupnog sadrzaja proteina nece u istoj meri uticati na sadrzaj pojedinacnih



podjedinica. Tako je npr. sadrzaj B podjedinice negativno korelisan sa sadrzajem ukupnih
proteina (Fehr, 2003).

Odnos 11S prema 7S proteinu ima krucijalni znacaj za tehnoloska funkcionalna
svojstva celokupnog proteinskog ekstrakta. Tako je npr. povecanje sadrzaja 3 konglicinina
dovedeno u vezu sa povecanjem rastvorljivosti (Pesi¢ i saradnici, 2005). Takode, smanjenje
11S/7S odnosa pozitivno je korelisano sa gelraju¢im svojstvima (Pearce i Kinsella, 1978,
Yaklich, 2001). Medutim, pri promeni odnosa glicinin/f konglicinin treba imati na umu da
smanjenje ili povecanje odnosa nefe u istoj meri uticati na sadrzaj pojedinacnih
subjedinica. Takode, takva promena odnosa, povladi¢e sa sobom i promenu uslova u
kojima bi proteini tako razli¢ite strukture kao $to su glicinin i B konglicinin ispoljili
maksimalni efekat na funkcionalna svojstva. Zatim, zbog slicnosti mehanizama koji dovode
do ovih pojava, postoji meduzavisnost ne samo izmedu rastvorljivosti i drugih
funkcionalnih svojstava, ve¢ i funkcionalnih karakteristika medu sobom, $to opet znaci da
nije moguce radikalno menjati jedan faktor bez uticaja na druge.

Na tehnoloska svojstva znacajno ¢e uticati i konformacija prisutnih proteina. S
obzirom na sklonost glicinina i § konglicinina ka asocijativno-disocijativnim procesima,
primaran uticaj na prisutnu konformaciju imace jonska jacina i pH rastvora. Tako ¢e npr.
prelazak konglicinina iz 7S u 9S oblik, imati znacajan efekat na rastvorljivost ukupnih
proteina. Pored odnosa 11S/7S i konformacije proteina, na funkcionalna svojstva utice i
odnos pojedinacnih subjedinica. Tako ¢e, npr. zbog vece hidrofilnosti, ja¢i uticaj na
emulgujuce osobine imati .1 o', nego B subjedinica B konglicinina.

Brojne domace sorte karakterise prisustvo ' subjedinice. Ovaj polipeptid
okarakterisan je u smislu molekulske mase, aminokiselinskog sastava i stepena glikozilacije
(Coates, 1985). Medutim, literaturni podaci koji bi dovodili u vezu sadrzaj ' subjedinice i
promenu funkcionalnih svojstava gotovo da ne postoje. Dva nauc¢na istrazivanja novijeg
datuma ukazuju na negativnu korelaciju izmedu sadrzaja B' podjedinice i sadrzaja ukupnih
rastvorljivih proteina (Pordevié¢, 2010) i izmedu sadrzaja B' podjedinice i ¢vrstine tofua
(Stanojevi¢ i saradnici, 2011). Tako da su potrebna dalja ispitivanja koja bi dovela u vezu
sadrzaj pojedinacnih podjedinica  konglicinina, posebno njegove ' podjedinice i promene

tehnoloskih funkcionalnih svojstava sojinih proteina.



2. PREGLED LITERATURE

2.1. Proteini soje

Proteini soje ¢ine oko 36 % ukupne mase semena soje (Mateos-Aparicio i saradnici,
2008). Najveci procenat ovih proteina ¢ine globulini. Od mase ukupnih proteina semena,
priblizno 45 % ¢ini glicinin (pripada proteinima tipa legumina), a skoro 25 % B konglicinin
(pripada proteinima tipa vicilina) (Hill, 1974). I glicinin (11S protein) i B konglicinin (7S
protein) predstavljaju rezervne proteine Cija je primarna uloga u biljci obezbedivanje azota
(¢ime se objasnjava visok sadrzaj aminokiselina bogatih azotom) i metabolicke energije
tokom klijanja. U nativnom obliku polimorfnu strukturu glicinina ¢ine razli¢ite kombinacije
pet subjedinica. Javlja se u obliku heksamernog monomera, a i dimera. Svaka podjedinica
se sastoji od po jednog kiselog i jednog baznog polipeptida povezanih disulfidnom vezom
(Yagasaki i saradnici, 1997).

Osim glicinina i B konglicinina, u globuline semena spada sa oko 3% i y konglicinin
koji se najcesce koekstrahuje sa p konglicininom. Pored globulina, od proteina se u semenu
soje nalaze i albumini (10 % ukupnih proteina), inhibitori proteaza (6% ukupnih proteina) i
lektini (0.5 % ukupnih proteina) (Mateos-Aparicio i saradnici, 2008).

Inhibitori proteaza se na osnovu specifi¢nosti dele u dve klase: inhibitor Kunitz-
ovog tipa (KTI) koji inhibira tripsin i Bouman-Birk inhibitor (BBI) koji inhibira i tripsin
i himotripsin. Ova dva tipa inhibitora doprinose pojavi alergijskih reakcija na soju
(Brandon, 2002). Do alergijske reakcije dolazi vezivanjem karakteristicnih antitela za
kompleks inhibitor-proteaza (¢ime se dodatno smanjuje digestibilnost sojinih proteina).
Ipak, Kennedy (1998) je pokazao da, kroz interakciju sa intracelularnim serin
proteazama, BBI moZe delovati kao antikancerogen.

Hemaglutinini (lektini) soje takode mogu dovesti do alergijskih reakcija. Njihova
alergenost ogleda se u poremecaju intestinalne mukoze, koji moze voditi do poremecaja
cirkulacije koji mogu usloviti toksemije. SBA (Soybean agglutinin) pripada lektinima i

smatra se da kod biljke soje ima ulogu u zastiti od patogena.



2.2. Struktura i izoforme  konglicinina

B konglicinin je trimerni glikoprotein (Mr:150000-180000) sastavljen iz tri vrste
subjedinica: o' (71 000), a (67 000) i B (50 000) (Maruyama, 1999). Medutim, koriste¢i
nomenklaturu predlozenu od strane Thanh-a i Shibasaki-a (1977), u pojedinim
ekstraktima uoc¢ava se prisustvo 3’ subjedinice (45 800) (Stanojevic¢ i saradnici, 2011).

Poznato je 7 razlic¢itih izomera [ konglicinina u zavisnosti od zastupljenosti
pojedinacnih subjedinica: 3 (B0), o'B2 (B1), ap2 (B2), a'af (B3), a2 (B4), a2a (BS),
a3(B6) (Thanh, Shibasaki, 1978). Prisustvo razli¢itih izomera objasnjeno je od strane
Gayler-a i Sykes-a (1981) kroz razlike u vremenu sinteze a i a' i B subjedinice. Obzirom
da se a i o' subjedinica sintetiSu 15, odnosno 17 dana nakon cvetanja, dok sinteza 3
subjedinice pocinje tek nakon 22-0g dana nakon cvetanja, sastav nesazrelog i zrelog
semena znatno se razlikuje u pogledu sadrzaja pojedinacnih subjedinica (Hill, 1974).
Pored zrelosti semena, na koncentraciju pojedinaénih subjedinica kako P konglicinina,
tako i glicinina, kao i na odnos 11S/7S, znac¢ajno uticufaktori sredine, kao Sto su godina i
lokalitet. Fehr i saradnici (2003) pokazuju da je najveéi stepen zbirnog uticaja godine i
lokaliteta na sadrzaj proteina primecen za 3 subjedinicu 3 konglicinina.

Thanh i Shibasaki (1977) prvi su odredili aminokiselinsku sekvencu, stepen
glikozilacije, kao i pl vrednost a, o' i B subjedinice. Njihovi rezultati su pokazali da
postoji visoka homologija u aminokiselinskoj sekvenci izmedu a i o’ subjedinice, kao i
bliske izoelektri¢ne tacke (a'- 5.18; a- 4.9). | a1 o' subjedinica imaju po 2 mola N-vezanih
Secera (koje cine prevashodno manoza i glukozoamin) po molu subjedinice. S druge
strane, B subjedinica se znatno razlikuje i po aminokiselinskom sastavu i po stepenu
glikozilacije od o i o' subjedinice. Naime,  subjedinica sadrzi 1mol Secera po molu
subjedinicea, sto je s nutritivnog aspekta bitnije, ima znatno manje aminokiselina koje
sadrze sumpor u poredenju sa a i o' subjedinicom. S obzirom da su metionin i cistein
esencijalne aminokiseline, navedeno znacajno uti¢e na smanjenje nutritivne vrednosti

sojinih proteina u zavisnosti od prisutnih izomera.



Zheng i saradnici (2009) potvdili su rezultate Thanh-a i Shibasaki-a (1978), odredivsi
aminokiselinski sastav subjedinica B konglicinina prec¢is¢enih hromatografskim metodama
(Slika 1.1).

Amino acid 75 (%) o' subumit [#] o subumit [#) B subumit (¥}
A5y 1204 10.44 1252 1328
Glx 2453 31.55 2632 2018
Ser 538 477 541 6.0
Gly 3.47 21495 3329 354
His 2.34 4.71 203 277
Arg B.28 B.73 278 2.48
Thr 325 230 284 386
Ala 394 234 358 5105
Pro 4.74 535 5.07 4.48
Tyr 3.45 3.67 4.09 340
Val 4.04 3.17 R 444
Met 034 0.21 050 019
Cys 0.03 0.08 Q.08 011
iE 4.54 3.24 4.45 442
Leu 7.50 552 7.09 745
Fhe 538 453 5.09 508
Lys 6.04 6.29 508 459
Toral 100,00 10000 100,00 100,00

Slika 1.1: Aminokiselinski sastav 8 konglicinina (Zheng i saradnici, 2009)

Kao $to se vidi iz tabele, sve subjedinice imaju kiseo karakter, a u pogledu aminokiselina,
osnovna razlika izmedu o 1 o subjedinice jeste u sadrzaju histidina 1 leucina.

Malo je radova koji se bave karakterizacijom ' subjedinice. Prvi ' subjedinicu definisu
Thanh i Shibasaki (1977), kao dodatnu "traku™ na elektroforetskom profilu proteina soje.
Posto je razlika u molekulskim masama vrlo mala, tj. mala je razlika u elektroforetskoj
pokretljivosti,prilikom elektroforeze ovaj protein izgleda kao da "prati" B subjedinicu.
Coates i saradnici (1985) pokusali su da odrede, pored molekulske mase, aminokiselinski
sastav i stepen glikozilacije B’ subjedinice. Utvrdili su da, za razliku od B subjedinice, p'
subjedinica sadrzi barem dva metionina (kao $to se vidi sa Slike 1.2), jer prilikom "cepanja"
u reakciji sa cijanogen bromidom daje 4 fragmenta. Takode, razlika je i u nemoguénosti
odredivanja N terminalne aminokiselinske sekvence f' subjedinice Edmanovom

degradacijom.



Average mole %°

o @ B B’
Asx 11.43 + 0.32° 12.20 + 0.36° 13.59 + 0.30° 13.67 + 0.30¢
Thr 2.50 + 0,112 2.43 + 0.08° 2.74 + 0.10° 3.27 + 0.32¢
Ser 7.00 + 0.27° 7.07 + 0.14% 7.49 + 0.17° 8.29 + 0.42°
Glx 22.62 + 2.00° 21.91 + 1.09° 17.79 + 0.17°¢ 16.48 + 0.12¢
Pro 6.93 + 0.21° 7.66 + 0.32% 5.49 + 0.20° 541 + 0.837¢
Gly 5.31 + 0.13% 4.90 = 0.19° 5.13 + 0.10°¢ 5.25 + 0.55¢
Ala 4.46 + 0,22% 474 + 0.22° 5.06 + 0.15° 6.04 + 0.24¢
Val 3.87 + 0.23° 8.63 + 0.26° 4.50 + 0.21° 4.54 + 0.31¢
Met 0.61 + 0.06® 0.46 + 0.17% 0.27 + 0.30° 0.72 + 0.214
Ile 4.05 + 0.16% 4.62 + 0.24°¢ 4.89 + 0.20¢ 5.45 + 0.19¢
Leu 7.36 + 0.35% 8.52 + 0.24° 10.29 = 0.18° 10.48 + 0.45¢
Tyr 1.28 + 1.01% 1.43 + 0.59° 1.37 + 0.82° 1.38 + 0.17¢
Phe 4.78 + 0.38% 5.02 + 0.13° 6.08 + 0.17° 5,82 + 0.16¢
His 3.65 + 0.16° 1.20 + 0.07° 212 + 0.51° 0.79 + 0.16¢
Lys 6.96 + 0.31° 5.77 + 0.19° 5.09 + 0.17°¢ 5.84 + 0.61¢
Arg 6.88 + 0.26° 8.12 + 0.37° 7.35 + 0.12¢ 6.53 + 0.741
Cys 0.30 + 0.02° 0.31 + 0.08¢ 0.16 = 0.23* 0.49 + 2,95°¢

Slika 1.2: poredenje aminokiselinske sekvence B' subjedinice sa a, o’ i B subjedinicom
(Coates i saradnici, 1985)

Osim sadrZaja metionina, nema znacajnije razlike u aminokiselinskoj sekvenci p'i 3
subjedinice. Ovakve male razlike u aminokiselinskoj sekvenci, kao i mala razlika u
molekulskoj masi, navele su Maruyama-u sa saradnicima (2003) da postuliraju da je gen
za B’ subjedinicu nastao mutacijom u genu za f§ subjedinicu.

Ista grupa naucnika je (2003), ispituju¢i molekulske forme glicinina 1
konglicinina, utvrdila da [ subjedinica pokazuje veliku heterogenost prilikom
elektrofokusiranja. Oni su opisali peptid koji su nazvali B* i, zbog sli¢ne elektroforetske
pokretljivosti i slicne molekulske mase, pokusali da odgovore da li je taj peptid istovetan
sa B’ subjedinicom. Odgovor je bio da su B* i B' razliciti peptidi, jer B* nema metionin u
svom sastavu i za razliku od B', podleze Edmanovoj degradaciji. Kako onda dolazi do
sinteze B* peptida? Autori predlazu da je P* peptid nastao postranslatornom
modifikacijom B subjedinice. Ovakva modifikacija je kao posledicu imala promenu u

termalnoj stabilnosti B i B* subjedinice.



Dodatni problemi u odredivanju kako strukture subjedinica tako 1 strukture
molekula B konglicinina jeste da se subjedinice obi¢no koekstrahuju sa proteinima manje
molekulske mase, kao i da molekul B konglicinina u celini pokazuje sklonost ka
asocijaciji. Naime, konformacija molekula  konglicinina u rastvoru veoma zavisi od pH i
jonske jacine rastvora. Pri jonskoj jacini vecoj od 0.5 i/ili pri pH manjoj od 4,8, P
konglicinin postoji u formi monomera (tzv. 7S protein). U intervalu od pH 4,8 do pH 10 i
pri jonskoj jac¢ini manjoj od 0,2, molekul B konglicinina u rastvoru gradi dimere (tzv. 9S)
(Thanh, Shibasaki, 1979). Usled navedenog, prilikom uobicajenih postupaka ekstrakcije,
u rastvoru ¢e biti prisutno vise molekulskih formi B konglicinina.

Konformacija molekula B konglicinina, a samim tim i njegov uticaj na funkcionalna
svojstva, moze se menjati i tokom skadiStenja, prevashodno usled vlaznosti vazduha. Kao
Sto su pokazali Hou i Cheng (2004), skladiStenjem semena soje u uslovima visoke
vlaznosti dolazi do promene u sekundarnoj strukturi B konglicinina, tj. poveéava se
sadrzaj o heliksa na ra¢un smanjenja sadrzaja P plocica. Posledice promena u sekundarnoj
strukturi su smanjenje povrSinske hidrofobnosti (Sto uti¢e na emulguju¢a svojstva

proteina) i povecanje sadrzaja slobodnih SH ostataka (Sto menja rastvorljivost proteina).

2.3. Kristalna struktura i uticaj na funkcionalnost

Kako je prisustvo ' subjedinice detektovano samo kod odredenih sorti, veliki broj
istrazivanja, pa 1 kristalografsko odredivanje strukture P konglicinina, radeno je na
‘prirodnim” heterotrimerima sastavljenim iz o, o' i B subjedinica, kao i na homotrimerima
pojedinaénih subjedinica dobijenim genetskim manipulacijama.

Maruyama i saradnici (2001 i 2004) ispitivali su odnos izmedu strukture i funkcije
kako ,,prirodnih* heterotrimera B konglicinina, tako 1 homotrimera pojedinacnih
subjedinica. Subjedinice su povezane hidrofobnim i elektrostatickim silama i nisu prisutni
disulfidni mostovi. Utvrdeno je da sve tri jedinice poseduju tzv. "domen srzi" (core domen)
koji pokazuje visoku strukturnu homologiju (75 %) izmedu pojedinac¢nih subjedinica i u
kome dominira B bure kao sekundarna struktura (Slika 1.3). Pored domena srzi, o i o

subjedinica sadrze i ekstenzioni region na N terminusu koji pokazuje manju strukturnu



homogiju (od sekundarne strukture je procentualno najzastupljenija neuredena struktura) i
doprinosi razli¢itim strukturnim svojstvima ovih subjedinica. U srznom delu sadrzan je
veci procenat hidrofobnih aminokiselinskih ostataka, dok je ekstenzioni region polarniji,
kiseo i menja rastvorljivost na iznad pH 6. Termalna stabilnost subjedinica zavisi od
regiona srzi.

Zheng i saradnici (2009) utvrdili su da domen srzi odreduje termalnu stabilnost i
povrsinsku hidrofobnost. Povecana termalna stabilnost [ subjedinice vezuje se za
postojanje intramolekulskih sonih mostova (Maruyama i saradnici, 2004). Na termalnu
stabilnost utice i stepen glikozilacije, pa a i o' lakse podezu agregaciji pri povisenoj
temperaturi. S druge strane, ekstenzioni regioni a i o, usled polarnosti, uti¢u na povecanje
rastvorljivosti, a samim tim i na razliku u emulguju¢im svojstvima. Povecanju
rastvorljivosti doprinosi i secerna komponenta, $to je posebno evidentno pri niskim jonskim
jacinama (Maruyama i saradnici, 1999, 2001, 2003).

Slika 1.3: struktura B homotrimera (preuzeto iz Maruyama i saradnici, 2004)

2.4. Zdravstveni efekti ishrane bogate sojom

S obzirom na njihovu zastupljenost u ishrani, efekti sojinih proizvoda na zdravlje
coveka ekstenzivno su proucavani. Najsire gledano, prema tome kako deluju na organizam,

ti efekti mogu se podeliti na pozitivne (antikancerogeni i antioksidativni efekat, regulacija



koncentracije Secera i lipida u krvi, regulacija apetita, regulacija kognitivnih funkcija,
prevencija osteoporoze, stimulacija fagocitoze) i negativne (alergenost, anksioliti¢ka i
antitiroidnaaktivnost).

Veliki broj studija govori u prilog tome da sojini proizvodi pokazuju
antikancerogeno dejstvo (Barnes i saradnici.(1990), Hawrylewicz i saradnici. (1991),...).
Razli¢ite klase jedinjenja predlagane su kao klju¢ne za ispoljavanje ovakvog efekta.
Izoflavoni, u prvom redu genistein, su izdvojeni kao aktivne komponente soje u radovima
Craig-a (1997), Messina-e (1999) i Johnson-a (2000). Medutim, razli¢iti mehanizmi kojima
izoflavoni soje ostvaruju antikancerogeno dejstvo predlagani su od strane istraZivaca.
Badger i saradnici (2005) objedinili su ove rezultate i pokazali da izolati sojinih proteina
mogu ispoljavati antikancerogeno dejstvo na tri razli¢ita nacina: spre¢avanjem
diferencijacije prokancerogena u kancerogene, povecanjem diferencijacije zlezda i na
transkripcionom nivou, regulisanjem broja iRNK za gene ukljucene u procese inicijacije ili
proliferacije tumora. Pored efekata na Zlezdano tkivo i u¢e$ca u regulaciji broja hormona,
bitno je ista¢i da svoj antitumorski efekat, genistein moze ispoljiti i kao inhibitor procesa
angiogeneze (Messina i saradnici., 1999; Cabanes i saradnici, 2004; Lamartiniere i
saradnici, 2002). Medutim, novije studije pokazuju da i druge komponente soje, osim
izoflavona, mogu pokazati antitumorsko dejstvo. Tako su Wang i saradnici (2008) utvrdili
da i proteini soje, u prvom redu  konglicinin, pokazuju antitumorsko dejstvo u slu¢ajevima
leukemije. Takode, Gullon 1 Champ (2002) su ispitujuc¢i kancer kolona utvdili da klju¢no
antitumorsko dejstvo imaju dijetetska vlakna soje.

Pokazano je da gojaznost uslovljava aktivaciju inflamatornih puteva koji dovode do
"neosetljivosti” na insulin (Hirosumi i saradnici, 2002). Primarni "senzor" ovakvog
¢elijskog stresa jeste hepaticni endoplazmaticni retikulum (ER) i promena njegove funkcije
je kljucan faktor u razvoju insulinske rezistencije (Nakatani i saradnici, 2005). Cederroth i
saradnici (2008) pokazali su da izoflavoni iz soje imaju bitnu ulogu u zastiti hepaticnog
ER-a od stresa i da se stoga mogu koristiti kao terapeutici koji bi sprecavali razvoj
rezistencije. Jang i saradnici (2008) pokazali su da je moguce vrsiti i prevenciju gojaznosti
unosom smese sojinih proteina koja uti¢e na aktivaciju AMPK, jednog od principijalnih

molekula zaduzenih za unutarcelijski transport glukoze. Ista grupa autora je utvrdila (2010)



da proteinski ekstrakt crne soje, bez izoflavona, ispoljava isti efekat u zastiti ER-a od stresa,
ali i da povecava unos glukoze u ¢elije, kroz pojacanu transkripciju gena za razlicite kinaze
I sintaze zaduzene za povecanje unosa glukoze u celije (kroz translokaciju receptora) ili
njeno skladistenje. Medutim, ishrana bogata sojom ne uti¢e samo na promenu odgovora na
isulin, ve¢ i na njegovo lucenje. Naime, utvdeno je da genistein kroz inhibiciju tirozin
kinaze (Akiyamana i saradnici, 1987) i aktivaciju CAMP/PKA puta signalne transdukcije
(Liu i saradnici, 2006) stimulise sekreciju insulina. Kako se efekti sojinih izoflavona i
proteina na metabolizam secera u velikoj meri preklapaju, postavlja se najpre pitanje da li
je efekat izoflavona i proteina soje istog intenziteta, a zatim i da li se ostvaruje istim
mehanizmima. Wagner i saradnici (2008) pokazali su da se efekti izoflavona i proteina
ostvaruju na razlicite nacine - izoflavoni povecaju lucenje insulina, dok proteini deluju na
transkripcionom nivou. Ipak, o pojedinacnom efektu glicinina i B konglicinina na
metabolizam Secera je veoma malo literaturnih podataka. Treba izdvojiti rad Moriyame i
saradnika (2004) koji je pratio efekat precis¢enih 7S i 11S frakcija na razlic¢ite indikatore
metabolizma secera i lipida. U ovoj studiji, pronadeno je da je efekat izoflavona u
poredenju sa efektom B konglicinina na globalni metabolizam zanemarljiv, a da je veliko
snizenje koncentracije triglicerida u krvi kao posledica unosa B konglicinina posledica
smanjenja koncentracije insulina. Pored proteina i secera, pokazano je da i dijetetska vlakna
iz soje uticu na kontrolu koncentracije glukoze u krvi (Messina, 1999).

Supresija apetita, u prvom redu, zavisi od luc¢enja holecistokina. Poznato je da unos
proteina stimuliSe lu¢enje holecistokina (Li i Owyang, 1996). Liddle (1995) i Cordier-
Bussat i saradnici (1997) predlozili su mehanizam po kojem je efekat unosa proteina na
sekreciju  holecistokina posledica  produkcije tripsin-senzitivnih  holecistokinin
oslobadajucih peptida, koji se vezuju direktno za celije koje luce holecistokinin.Veldohorst
I saradnici(2009) su u svojoj studiji pronasli da je efekat sitosti (izrazen kroz pracenje
apetitnog profila, nivoa insulina, koncentracije ghrelina,..) mnogo veci u slucaju dorucka
bogatog sojom nego u slucaju "normalnog" dorucka. Dodatna prednost obogacivanja
ishrane sojom je, kao $to je pokazala Simmons (2011) u tome Sto se, pored odrzavanja
efekta sitosti, smanjuje glikemijski indeks (kao posledica dejstva proteina i izoflavona na

lucenje i prenos signala insulina). Nishi i saradnici (2001) su pokazali da sojini proteini
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imaju veci efekat na oslobadanje holecistokina nego kazein ili gluten iz pSenice. Ista grupa
autora je 2003 godine ispitivala uticaj pre¢i§¢enog B konglicinina na supresiju unosa hrane i
nivo holecistokina. Pokazano je da se peptidi nastali parcijalnom hidrolizom (3 konglicinina
vezuju direktno za mukozne celije, izazivajuéi oslobadanje holecistokina koji se vezuje za
svoje periferne receptore, uslovljavajuci na taj nain supresiju unosa hrane i efekat sitosti.
Na bazi ovih rezultata, Sufian i saradnici (2011) izucavali su efekat razli¢tih hidrolizata f3
konglicinina na sekreciju holecistokina. Koriste¢i razliite proteaze, pokazali su da je
hidrolizat dobijen dejstvom bromelina najefikasniji u regulisanju sekrecije holecistokina.
Hira i saradnici (2011) ekserimentalno su potvrdili da su opisani efekti koje hidrolizat 8
konglicinina ispoljava na sekreciju holecistokina kod pacova analogni efektima koje isti
hidrolizati imaju na sekreciju holecistokina kod ljudi.

Sirtori i saradnici (1977) bili su medu prvima koji su utvrdili da postoji veza izmedu
unosa sojinih proizvoda i inhibicije hiperlipoproteinemije. Premda je bilo spekulisano da su
izoflavoni iz soje ti koji dovode do sniZenja koncentracije lipida u krvi (Anthony i saradnici
(1996), Tovar-Palacio i saradnici (1998), Fukui i saradnici (2002)), pokazali su da izolat
sojinih proteina preci$¢en od izoflavona pokazuje efekat snizavanja triacilglicerida u Krvi.
Aoyama i saradnici (2001), ispituju¢i efekat izolata sojinih proteina, kazeina i f-
konglicinina na tezinu jetre i nivoe holesterola i triglicerida u plazmi, dokazali su da
premda i izolat sojinih proteina (SPI) i B konglicinin pokazuju vece inhibitorno dejstvo na
sve pomenute parametre od kazeina, upotreba  konglicinina je dala najnize vrednosti za
koncentracije holesterola i triacilglicerida u plazmi. Navedeno ukazuje da B konglicinin
soje pokazuje veci hipoholesterijski efekat od glicinina. To je i dokazano od strane
Martinez-Villaluenga i saradnici (2008). Oni su pratili efekat genotipova soje koji su
sadrzali razli¢it procentualni udeo B konglicinina na procese akumulacije lipida i ekspesije
adiponektina u adipocitima. Nasli su da najizrazeniji inhibitorni efekat na akumulaciju
lipida i1 adipogenezu imaju genotipovi sa poveéanim udelom [ konglicinina. Koje
subjedinice u okviru B konglicinina imaju najizraZeniji efekat na adipogeni odgovor i
inhibiciju sinteze lipida razresili su de Mejia i saradnici (2010). Ispitujuci efekat genotipova
soje koji su se razlikovali u sadrzaju pojedinacnih subjedinica  konglicinina na aktivnost

sintaze i akumulaciju lipida u humanim adipocitima in vitro, nasli su da najizrazeniji efekat
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imaju genotipi sa povecanim udelom a i o subjedinice  konglicinina.Uticaj o' subjedinice
B konglicinina na lipidni metabolizam dodatno je potvrden ispitivanjem Manzoni-eve i
saradnika (2003). Oni su pronasli da o' subjedinica B konglicinina izaziva up-regulaciju
receptora za LDL, na taj nac¢in omoguéavajuci njihov brzi klirens iz krvi. Ohara i saradnici
(2007) u okviru klini¢ke studije potvrdili su da tretman B konglicininom (u obliku tableta)
znacajno snizava koncentraciju serumskih triacilglicerida kod pacijenata sa
hiperaciltriglicerolemijom. Sli¢ni rezultati su dobijani i kada se tretman B konglicininom
kombinuje sa standardnim tretmanima za hiperaciltriglicerolemiju (Ferreira i saradnici,
2012). Pored prevencije hiperlipidemije, p konglicinin sprecava i pojavu hepati¢ne steatoze
("masne jetre"), kao $to su utvrdili Yamazaki i saradnici (2012). Interesantno je da su
proteinski izolati bogati izoflavonima pokazali daleko slabiji inhibitorni efekat na razvoj
arteroskleroze nego sam B konglicinin, $to ukazuje na to da izoflavoni ne igraju ulogu u
promeni lipidnog metabolizma, kao i da su promene zavisne od koncentracije B
konglicinina.

U gastrointestinalnom traktu dolazi do hidrolize B subjedinice B konglicinina na
fragmente koji sadrze istu aminokiselinsku sekvencu kao i humani B kaziomorfin 4
(Ohinata i saradnici, 2007). Kako B kaziomorfin 4 spada u klasu opoida, pretpostavljeno je
da bi i fragment § subjedinice iste sekvence vezivanjem za opoidni receptor imao isti efekat
na emocionalno ponaSanje. U pomenutom radu, anksioliticka aktivnost  subjedinice 3
konglicinina je i dokazana.

Cassidi i saradnici (1994) su utvrdili da unos izolata sojinih proteina bogatih
izoflavonima uti¢e na hormonski status Zena, tj.dovodi do povecanja estradiola. Rezultati
nekoliko istrazivanja (Nikov i saradnici. 2000; Duncan i saradnici, 1999; Lu i saradnici,
2001) ukazuju da je ovakav efekat posledica ne samo delovanja proteina na transkripciju
gena za polne hormone, ve¢ i toga da izoflavoni mogu delovati kao agonsti ili antagonisti
estrogena. Takode je ustanovljeno da je efekat soje na hormonalni staus u velikoj meri
zavistan od stanja organizma i godista subjekta (Kurzer, 2002).

Usled prethodno opisanog uticaja izoflavona na hormonski status, logi¢no bi bilo
pretpostaviti da postoji veza izmedu unosa genisteina i sprecavanja osteoporoze. Tokom

klini¢kih studija, Chen i saradnici (2003) su primetili da sojin ekstrakt obogacen
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izoflavonima ima blag, pozitivan efekat na odrzvanje gustine kostiju kod Zena nakon
menopauze. Isti pozitivan efekat primetili su Yamaguchi i Gao (1998) i Morabito i
saradnici (2002), koriste¢i Cist genistein u klinickim studijama.

Medutim, kao i u slu¢aju antikancerogenog efekta, efekat genisteina na spreavanje
osteoporoze ostaje pod znakom pitanja. Od novijih studija koje opovrgavaju ovakav efekat
genisteina, treba izdvojiti rad Kenny-ja i saradnika (2009) koji nisu nasli korelaciju izmedu
poveéanja gustine kostiju i unosa sojinih proteina i/ili izoflavona. Iste godine, Liu I
saradnici potvrdili su ove nalaze izucavajuci efekte dugotrajnog unosa sojinih izoflavona i
povecanja gustine kostiju u kuku i lumbalnom delu ki¢me.

Shaywitz i saradnici (1999) dokazali su pozitivne efekte estrogena na mozdanu
aktivnost, $to je otvorilo moguénost da i fitoestrogeni (ukljucujuéi izoflavone) pokazuju
slican efekat na mozdanu aktivnost. Duffy i saradnici (2001) pokazali su da ishrana bogata
sojom poboljSava i memoriju i aktivnost ¢eonog reznja kod mladih osoba. Isti tim nau¢nika
je 2003 godine dokazao da su izoflavoni aktivne supstance iz soje koje doprinose
poboljsanju kognitivne funkcije. Takode je ovim eksperimentom dokazano da je efekat
izoflavona na memoriju konzistentan i nezavistan od starosti pacijenta. Medutim, studija
Kreijkamp-Kaspers-a i saradnika (2004) pokazala je da nema znacajnijih razlika u
kognitivnoj funkciji kod Zena koje su u svojoj ishrani koristile izoflavone soje i onih koje to
nisu.

Do saznanja koje komponente soje ispoljavaju antitiroidni efekat i kojim
mehanizmom dosli su Divi i saradnici (1996 i 1997). Milerova i saradnici (2006) ispitivali
su pokazatelje funkcije tiroidee kod dece Cija je ishrana suplementirana genisteinom.
Rezultati su ukazivali na pozitivhu korelaciju izoflavona u serumu i koncentracije
slobodnog tiroksina i negativnu korelaciju izoflavona i zapremine tiroidee. Watanabe i
saradnici (2000) utvdili su da efekat izoflavona na koncentraciju tiroksina zavisi od faze
menstrualnog ciklusa, dok nivo T3 ostaje nepromenjen. Dillingham i saradnici (2004)
pokazali su da kod zdravih muskaraca nema korelacije izmedu unosa izoflavona soje i
koncentracije hormona tiroidee.

Jedan od prvih radova koji se bavio ispitivanjem potencijalnog antioksidativnog

efekta izoflavona soje je rad Wei-a i saradnici (1995). Oni su ispitivali antioksidativni
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efekat razli¢itih izoflavona u tumornim ¢elijama koze misa i u HL-60 ¢elijama. Genistein je
od svih ispitivanih izoflavona pokazao najizrazeniji antioksidativni efekat. Ispitivanja in
vivo, medutim, pokazala su da su i druge komponente soje osim izoflavona neophodne za
postizanje optimalnog antioksidativnog efekta. Tako su Liu i saradnici (2005) prateci
koncentracije antioksidativnih enzima (katalaze i superoksiddismutaze) tokom unosa
ekstrakta sojinih izoflavona i tofua, dokazali da je poveéanje koncentracije ovih enzima
bilo izrazenije kod pacova hranjenim tofuom nego kod pacova koji su unosili ekstrakt
sojinih izoflavona.

Veliki broj autora (Duke, 1934; Burks, 1989; Ogawa i saradnici, 1991 i 1995)
opisuju pojavu alergijskih reakcija na soju kod dece i odraslih. Ogawa i saradnici (1991)
zakljucuju da je B konglicinin glavni alergen soje. Od tada, brojna istrazivanja baziraju se
na pitanju koja od subjedinica B konglicinina doprinosi njegovim alergenim svojstvima.
Ogawa i saradnici (1995) izdvajaju a subjedinicu kao potencijalni alergen na osnovu
kvantifikacije IgE antitela i nedostatka unakrsne reaktivnosti o’ i B subjedinice sa IgE
antitelima seruma pacijenata. Medutim, Krishnan i saradnici (2009) su na osnovu rezultata
imunoblot analize pokazali da sve tri subjedinice B konglicinina mogu biti potencijalni
alergeni. Efekat alergijske reakcije izazvane glicininom i [ konglicininom na
gastrointestinalni trakt pokazali su Zhao i saradnici (2010). Pronadeno je da ingestija
sojinih proteina dovodi do povecanje sekrecije inflamatornih citokina, kao 1 da dovodi do
povecanja koncentracije enzima kao Sto su LDH 1 GOT, uticu¢i tako na proliferaciju ¢elija 1
na njihov integritet. Amigo-Benavent i saradnici (2009) pokazali su da glikozidna
komponenta B konglicinina ima znacajnu ulogu u izazivanju alergijskih reakcija, jer je
dokazano da je nativni B konglicinin imunoreaktivniji od svog neglikozilovanog analoga.
Ista grupa autora je 2011 godine u in vitro eksperimentu potvrdila da glikozidna
komponenta doprinosi sporijoj hidrolizi p konglicinina u gastrointestinalnom traktu, a
samim tim produzava trajanje alergijske reakcije. Navedeno moze objasniti razliku u
alergenim svojstvima glicinina i g konglicinina.

Shen i saradnici (2007) ispitivali su antibakterijski efekat pepsinskog hidrolizata 3
konglicinina. Koriste¢i E.coli kao primer ¢estog crevnog patogena, utvdili su da hidrolizat 3

konglicinina sprecava razvoj crevne infekcije, inhibirajuci rast bakterijske populacije.
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Tsuruki i saradnici (2003) izolovali su nakon digestije sojinih proteina tripsinom
peptid koji pokazuje stimulativni efekat na fagocitozu i nazvali ga "Sojmetid 13". Pokazano
je da ovaj peptid nastaje hidrolizom o’ subjedinice  konglicinina. Svoj efekat Sojmetid 13
ispoljava vezivanjem za fMLP receptor na membrani makrofaga i neutrofila. Motoyama i
saradnici (2010) pokazali su da je kroz geneske modifikacije mogucée stvoriti novu 3

subjedinicu B konglicinina koja bi pokazivala izraZeniji efekat na stimulaciju fagocitoze.

2.5. Uticaj koncentracije i sastava 3 konglicinina na rastvorljivost

Prisustvo izoformi  konglicinina objasnjava se genetskom razlikom sorti i uticajem
faktora sredine na brzinu sinteze pojedina¢nih subjedinica. Brojni su radovi u kojima je
pokazano da se niskoproteinski (low protein - LP) i visokoproteinski (high protein - HP)
genotipovi razlikuju u subjedini¢nom sastavu (Pes$i¢ i saradnici, 2005; Taski-Ajdukovic i
saradnici, 2010). Faktori kao $to su temperatura, susa i sadrzaj azota, fosfora, kalijuma i
sumpora, pored toga §to smanjuju koncentraciju ukupnih proteina u semenu (Dornbos i
saradnici, 1992; Peack i saradnici, 1997; Fabre i saradnici, 2000), uti¢u i na sadrzaj
pojedinac¢nih subjedinica u B konglicininu. Kako su o', a. i B subjedinica kodirane razli¢itim
genskim familijama (Harada i saradnici, 1989; Yoshino i saradnici, 2002), tako je i efekat
na ekspresiju ovih gena razli¢it. Tako su Gayler i Sykes (1981) utvrdili da, posto se P
subjedinica sintetiSe poslednja, njena koncentracija u 7S frakciji bi¢e najpodloznija uticaju
spoljasnjih ¢inioca. Takode, pronadeno je i da je p subjedinica "osetljivija" na pokazatelje
oksidativnog stresa, kao sto je koncentracija abscisinske kiseline (Lessard i saradnici,
1991).

Brojni radovi dovode u vezu rastvorljivost proteina i tehnoloske parametre kao sto
su penivost i emulgujuca i gelirajuca svojstva. Rastvorljivost je u pozitivnoj korelaciji sa
aktivnoscu emulzija, a u negativnoj sa stabilnos¢u emulzija i geliraju¢im svojstvima.
Rastvorljivost je funkcija povrsinske hidrofobnosti, velicine cestica i kompaktnosti
tercijarne strukture (Hermansson i saradnici, 1971). Stoga se moze zakljuciti da ce
rastvorljivost B konglicinina biti rezultat kako subjedini¢nog sastava, tako i faktora koji

uticu na asocijaciju i/ili denaturaciju - pH, temperatura, jonska jacina i pritisak.
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Skonost B konglicinina ka disocijativno-asocijativnim procesima pri odredenoj
jonskoj jacini na datom pH poznata je jo$ iz radova Thanh-a i Shibasaki-a (1978) i Wolfa
(1970). Tako je poznato da se u uslovima niske jonske jacine (I<0,1) i pri pH>5, B
konglicinin nalazi u dimernoj formi ¢ime je znatno smanjena rastvorljivost. lwabuchi i
saradnici (1991) dali su mehanizam termalne denaturacije B konglicinina koja vodi
smanjenju rastvorljivosti, usled naruSavanja kvaternarne strukture. Temperatura
denaturacije B konglicinina je niza nego glicinina (72°C), jer su subjedinice vezane
hidrofobnim interakcijama, a ne kao u slucaju glicinina, disulfidnim mostovima.

Utvrdivanjem Kkristalne stukture B konglicinina, pokusano je da se utvrdi kakav
efekat kvaternarna struktura i sadrzaj pojedinacnih subjedinica imaju na tehnoloske
parametre. Medutim, osnovni problemi sa ovakvim rezultatima jesu:

1. Nemoguc¢nost dobijanja "prirodnog™ heterotrimera, ve¢ samo rekombinantnih
homotrimera ili kristalizacija iz "null" genotipova;

2. Ispitivanje na neglikozilovanim sistemima, ¢ime se zanemaruje uticaj Secerne
komponente na rastvorljivost i emulgujuca, peniva i gelirajuca svojstva.

Utsumi i saradnici (2002) su na rekombinantnim sistemima utvrdili sledece:
ekstenzioni regioni o' i a subjedinice doprinose boljoj rastvorljivosti u baznom pH;
termalna stabilnost subjedinica je razlic¢ita i u razli¢itoj meri utice na rastvorljivost
celokupnog proteina. Redosled temperaturnih stabilnosti subjedinica je p >a’ >a.

Ispitivanjem genotipova koji su deficitarni u o’ ili o subjedinici kao i pojedina¢nih
subjedinica, Maruyama i saradnici (1999 i 2002) pokazali su da postoji negativna korelacija
izmedu sadrzaja B subjedinice i rastvorljivosti. Oni ukazuju da je, pri niskoj jonskoj jacini,
B3 homotrimer nerastvorljiv u opsegu pH 4.8-8.5. Smatra se da je postojanje ovakve
negativne korelacije posledica veceg sadrzaja hidrofobnih aminokiselina u B subjedinici u
poredenju sa o' ili a subjedinicom. Ovakvi rezultati potvrdeni su radom Mo i saradnici
(2011) koji su utvrdili da B subjedinica pokazuje minimum rastvorljivosti u sirem pH
intervalu u poredenju sa a i o podjedinicama. Medutim, Kkoriste¢i drugaciji metod
izolovanja subjedinica iz sorte "normalnog” genotipa, Zheng i saradnici (2009), pokazuju
da je na pH 7.0 B subjedinica rastvorna, sto je u suprotnosti sa navedenim nalazma Utsumi-

a (2002) i Maruyama-e (2002). Objasnjenje za ovakve naizgled kontradiktorne podatke,
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jeste da secerna komponenta igra znacajnu ulogu u rastvorljivosti (5to nije razmatrano u
rekombinantnim sistemima) kao i da je odnos dimer/monomer i stepen parcijalne
denaturacije zavistan od uslova reakcije, a kao sto je navedeno denaturacija i gradenje
dimera smanjuju rastvorljivost.

bordevi¢ (2010) je utvrdio su postojanje negativne korelacije izmedu sadrzaja p'
subjedinice i ekstraktibilnosti. Medutim, usled nepoznanica u strukturi ' subjedinice tesko
je objasniti mehanizam kojim bi njena povecana koncentracija uticala na smanjenje
rastvorljivosti.

Kako do sada nije kristalisan g konglicinin iz sojeva koji sadrze B' subjedinicu, nije
poznat efekat koji bi prisustvo ove subjedinice imalo na strukturu g konglicinina i shodno

tome, na funkcionalna svojstva.

2.6. Uticaj koncentracije i sastava 3 konglicinina na emulgujuca svojstva

Emulzije se definisu kao disperzni sistemi kod kojih su i disperzno sredstvo i
disperzna faza u te¢nom stanju. U prehrambenoj tehologiji ¢esto se proizvodima dodaju
supstance koje imaju za cilj da "povezu" uljanu i vodenu fazu (emulgatori). Dodatak
emulgatora doprinosi povecanju stabilnosti emulzije (kroz smanjenje napona na
medufaznoj povrsini) i aktivnosti emulzije. Aktivnost emulzije se izrazava kao procenat
zapremine emulzije koji ostaje nakon centrifugiranja. Stabilnost emulzije se definiSe kao
koli¢ina ulja koja se "rasloji" od emulzije za neko fiksno vreme. Pearce i Kinsela su jo$§
1978 godine kao pokazatelje emulgujuéih svojstava definisali pojmove: indeks aktivnosti
emulzije (EAI) i indeks stabilnosti emulzije (ESI).

Upotreba sojinih proteina kao emulguju¢ih agenasa omogucéena je njithovom
delimi¢nom rastvorljivoséu u obe faze (uljanoj i vodenoj), Sto vodi smanjenju medufaznog
napona (Moure i saradnici, 2006). S obzirom na neophodnu amfipati¢nost, proteini sa
hidrofobnim ostacima izloZzenim na povrSini molekula pokazivac¢e bolje emulgujuce
osobine. Kako je B konglicinin polarniji od glicinina, predpostavljeno je da ¢e sadrzaj
konglicinina imati klju¢nu ulogu u odredivanju emulgujuc¢ih osobina izolata. Chove i

saradnici (2007) potvrdili su ovakav efekat 7S frakcije, nasavsi da su sojini izolati koji su
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pokazivali bolja emulgujuca svojstva bili istovremeno i bogatiji u sadrzaju B konglicinina.
Medutim, Bernard i saradnici (2001) ukaziju da poboljSana emulgujuca svojstva 3
konglicinin a u odnosu na glicinin ne moraju biti isklju¢ivo posledica hidrofobnosti, ve¢ i
glikozilacije (koja poboljsava rastvorljivost).

Povecanje povrSinske hidrofobnosti zahteva parcijalnu dentauraciju proteina (Vliet i

saradnici, 2002). Stoga ¢e na sposobnost gradenja emulzija uticati kako sama konformacija
proteina (aminokiselinska sekvenca i kompaktnost i stabilnost tercijarne strukture), tako i
faktori koji utiu na "razmotavanje" proteinske globule, menjajuci jacinu i broj hidrofobnih,
odnosno elektrostatickih interakcija (pH, jonska jacina, temperatura, pritisak).
Medutim, Molina i saradnici (2001) istakli su da na vrednosti ESI i EAI uticu razli¢iti
faktori. Naime, vrednost ESI je u najvecoj meri zavisna od fleksibilnosti tercijarne strukture
(¢ime se objaSnjava ogranienje upotrebe sojinih proteina samo u koncentrovanim
emulzijama), dok vrednost EAI raste sa porastom koncentracije rastvorljivih proteina i
povecanjem povrSinske hidrofobnosti.

S druge strane, u literatutri postoje kontraverzni podaci o uticaju rastvorljivosti i
povrsinske hidrofobnosti na emulgujuéa svojstva. Naime, dok podaci Moline i saradnici
(2001) i Wu i saradnici (1998) ukazuju da nema korelacije rastvorljivosti sa vrednostima
EAI, Felix i saradnici (1990) utvduju pozitivnu korelaciju izmedu rastvorljivosti i vrednosti
ESI 1 EAI indeksa. Takode, bilo bi logi¢no pretpostaviti da ¢e povecanje hidrofobnosti na
povrsini proteina dovesti do smanjenja rastvorljivosti (usled gradenja agregata). Ipak
Wagner i saradnici (1996) uocili su da povecanje povrsinske hidrofobnosti doprinosi boljoj
rastvorljivosti.

Podjedini¢ni sastav B konglicinina znacajno ¢e uticati na rastvorljivost, a samim tim
1 na emulgujuéa svojstva. Naime, iako se [ Subjedinica karakteriSe veéim brojem
hidrofobnih aminokiselinskih ostataka (Slika 1.2.), napomenuto je da je rastvorljivost
poboljsana prisustvom ekstenzionih regiona na o' i a subjedinici  konglicinina. S obzirom
na pozitivhu korelaciju izmedu rastvorljivosti i emulgujuéih svojstava, razumno
pretpostaviti da ¢e ekstenzioni regioni, tj. sadrzaj a’ i o subjedinice imati pozitivan efekat
na vrednosti EAI i ESI. Ovakva pretpostavka potvrdena je radom Tandang-a i saradnika
(2005).
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Mehanizam kojim konglicinin gradi emulzije kao i promena konformacije B
konglicinina na medusloju ispitivani su flourimetrijskim merenjima. Miriani i saradnici
(2011) utvrdili su da povecanje temperature uzrokuje reverzibilne promene 8 konglicinina u
medufaznom sloju, ali da su ove promene mnogo manje istaknute nego kod f konglicinina
slobodnog u rastvoru. Takode, i ovaj rad potvrduje znacaj ekstenzionih regiona o' i o U
odredivanju emulgujuéih osobina. Naime, kao glavna strukturna promena do koje dolazi
dejstvom temperature istice se izlaganje triptofanskih ostataka na povrs$inu molekula. Kako
su u o' i a triptofanski ostaci locirani u ekstenzionom regionu, dolazi do "rasporedivanja" o'
i a subjedinica tako da je polarniji, ekstenzioni region u kontaktu sa vodenom fazom, a
nepolarniji srzni region u kontaktu sa uljanom fazom. Na ovaj nacin kroz nepolarne
interakcije srznog regiona i uljane faze i elektrostaticke i vodoni¢ne interakcije izmedu
ekstenzionog regiona i vodene faze, dolazi do stabilizacije emulzije. Ovi rezultati
potvrdenu su radom Keerati-u-rai-a i saradnika (2012).

Brojni su radovi u kojima je ispitivan efekat limitirane hidrolize, promene pH,
jonske jacine, temperature, pritiska i dodatka redukcionog reagensa na emulgujuca svojstva
B konglicinin a (Niri i saradnici, 1994; Jiang i saradnici, 2009; Jung i saradnici, 2005;
Keerati-u-rai i saradnici, 2009). Opsti zakljucak koji se moze izvesti iz ovih istrazivanja
jeste da povecanje stepena neuredenosti strukture i stepena denaturacije proteina poboljsava
emulgujuca svojstva. Tako su Jiang i saradnici, 2009 utvrdili da promenom pH dolazi do
promene konformacije u strukturu "stopljene globule”. Keerati-u-rai i saradnici (2009)
pokazali su da emulzije B konglicinina pokazuju manju temperaturnu osetljivost u

poredenju sa emulzijama glicinina.

2.7. Uticaj koncentracije i sastava 3 konglicinina na geliraju¢a svojstva

Geliranje je proces u kome dolazi do formiranja trodimenzionalne mreze u kojoj
ostaju “zarobljeni molekuli” te¢nosti. Geliranje moze biti indukovano hladenjem ili
zagrevanjem. Gelovi indukovani hladenjem (najéeS¢e uz dodatak dvovalentnih jona) i
gelovi indukovani zagrevanjem razlikuju se u svojoj strukturi, ali u osnovi lezi process

parcijalne denaturacije proteina. Dva pristupa u analizi nagradenih gelova su teksturalna i
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reoloska analiza. | teksturalnom i reoloSkom analizom se, u suStini, prati deformacija
materijala, tj. promena njegove geometrije i prostorog oblika. Teksturalna analiza (eng.
textural analysis) podrazumeva merenje stepena deformacije u gelu koji nastaje kao
posledica stresa uzrokovanog kompresijom (tj. dejstvom aksijalne sile) i/ili tenzijom
(dejstvo longitudinale sile). Na ovaj nacin se sila primenjena za izazivanje datog stepena
deformacije (eng. strain) dovodi u korelaciju sa ¢vrstinom gela (eng. gel hardness).
Reoloskom analizom utvrduju se viskozoelasticna svojstva gela koriste¢i dinamicko
mehanicku analizu (DMA). Teorija iza DMA analze bazira se na posmatranju gelova kao
tzv. Maksvelovih materijala, tj.materijala koji ispoljavaju 1 elasti¢nost (kotraktilnost)
karakteristi¢nu za ¢vrste materijale 1 viskoznost (unutraSnje trenje) koja je karakteristicna
za tecnosti. Na ovaj nacin je moguce izraziti odgovor materijala kroz dva dinamicka
modula (eng. dynamic modulus): modul sacuvane energije - G' (ili modul krutosti; eng.
storage module) i modul izgubljene energije - G" (ili modul elasti¢nosti; eng. loss module).
Razlike u vrednosti G' ukazuju na razlike u elasti¢nim svojstvima koja zavise od "gustine
pakovanja", tj. od ¢vrstine gela. Razlike u G" korelisane su sa promenom viskoziteta, tj. sa
koli¢inom energije izgubljene u vidu toplote. Odredivanje diamickih modula za dati gel vrsi
se primenom oscilatorne sile koja dovodi do promena u strukturi gela koje nastaju kao
posledica "tanjenja" i “"razmicanja" vlakana polimera. Kako je primenjena vibraciona sila
zapravo sinusoidna promenljiva, uvodi se 1 trea karakteristika u DMA analizi-ugao
mehanickih gubitaka- 8. Kako su i G' i G" sinusoidne funkcije, 6 predstavlja "kaSnjenje" u
fazi izmedu G' i G", tj. tan 8 =G"/G'. DMA eksperiment moze biti postavljen tako da se
merenja vrSe pri konstantnoj temperaturi, ali se menja primenjena frekvecija (eng.
frequency sweep) ili se frekvecija drzi konstantnom, a menja se temperatura (eng.
temperature sweep). Takode, DMA eksperiment moze biti postavljen kao eksperimet sa
velikim i malim deformacijama.

Kod proteinskih gelova znacajnu ulogu imaju konformacija i koncentracija
pojedinacnih proteina, mehanizam geliranja, dodatak umrezivaca, kao i jonska sila 1 pH.
Razliku u strukturi B konglicininskih i glicininskih gelova utvrdio je Hermansson (1985).
Naime, B konglicininski gelovi su pokazivali ve¢i stepen umrezenosti, ali manju uredenost i

¢vrstinu nego glicinski gelovi. Takode, kod B konglicinskih gelova pokazana je sklonost ka
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dodatnoj agregaciji u dvostruke spirale. Ovakve reoloSke razlike posledica su razlike u
mehanizmu nastanka glicinskih 1 konglicinskih gelova. Medutim, kao 1 u slucaju
rastvorljivosti i emulgujucih osobina i u slucaju geliraju¢ih osobina, u literaturi postoje
kontradiktorni podaci. Tako, kada su u pitanju toplotom indukovani gelovi, Utsumi i
Kinsela (1985) kao glavni mehanizam u formiranju konglicinskih gelova navode vodoni¢no
vezivanje, dok Liua i saradnici (2011), usled efekta jonske sile na strukturu, predlazu
elektrostaticke interakcije kao mehanizam umrezavanja. S druge strane, u slucaju hladno
indukovanih gelova, prvi korak umrezavanja, po Cramp-u i saradnicima (2008), je
uspostavljanje intermolekulskih disulfidnih veza (¢ime se objasnjava neophodna visoka
koncentracija proteina u gelu) a zatim uspostavljanje hidrofobnih interakcija i vodoni¢nih
veza medu nastalim agregatima.

Dodatni problem sa tumacdenjem geliraju¢ih svojstava jeste zavisnost reoloskih
svojstava gela od pH, jonske jaCine, temperature, brzine meSanja, odnosa 11S/7S i
subjedinénog sastava pojedinaénih proteina.

Tako je poznato (Renkema 2000, 2002, 2004) da postoje dva "izgleda" sojinih
gelova: glatki, sa parcijalno denaturisanim proteinima koji grade tanke niti i gelovi
sastavljeni nasumi¢nom agregacijom proteina u klastere. Kakav ¢e gel biti formiran zavisi
od navedenih faktora. Tako ¢e na pH 7.6 biti formirani glatki gelovi koji sadrze vise
glicinina, dok ¢e na pH 3.8 biti formirani granulirani, tanki gelovi sastavljeni prevashodno
od agregata p konglicinin a (Renkema, 2000). Navedene observacije se mogu objasniti
vi$im temperaturama denaturacije f konglicinina i razlikom u mehanizmima formiranja
gelova. Na pH izmedu 3 i 5 i B konglicinin i glicinin u¢estvuju u formiranju gela i promena
reoloskih parametara ukazuje na medusobnu interakciju proteina (Renkema, 2002).

Ker i Chen (1998) utvrdili su da povecanjem brzine meSanja dolazi i do porasta u
turbiditetu, viskoznosti i hidrofobnosti rastvora u toku geliranja.

Alvarez i saradnici (2008) utvrdili su da primena visokog pritiska u toku gelranja
doprinosi ne samo povecanju povrSinske hidrofobnosti, ve¢ 1 smanjenju procenta
neuredenih struktura u konformaciji proteina na raun povecanog procenta [ nabrane

strukture. Usled boljeg "pakovanja" povecavaju se i viskozno-elasti¢na svojstva gelova.
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Varzakas i saradnici (2011) utvrdili su da se, pri konstantnoj koncentraciji proteina,
na nizim temperaturama dobijaju ¢vrS¢éi gelovi. Posto je pretpostavljeno da je mehanizam
formiranja gelova pri ovim temperaturama zapravo nasumicna interakcija delimi¢no
denaturisanih proteina, ¢vrstina gela moze se objasniti sporijim interakcijama koje vode ka
uniformnijem “pakovanju’.

Bainy i saradnici (2008) pokazali su da odnos 11S/7S znacajno uti¢e kako na
razliCite strukturne karakteristike gela, tako i na temperature na kojima pocinje geliranje.
Tako su linije sa ve¢im sadrzajem B konglicinin a pokazivale nize temperature geliranja i
davale manje ¢vrste gelove.

Bin Mohamed Salleh i saradnici (2004) i Qi i saradnici (2011) ispitivali su efekat
pojedinacnih subjedinica na reoloSka svojstva konglicinskih gelova. Tako su Bin Mohamed
Salleh i saradnici (2004) utvrdili da su gelovi p konglicinina bez o' subjedinice ¢vrséi od
gelova B konglicinina koji sadrzi sve tri podjedinice, a da je opet gel B konglicinina koji
sadrzi sve tri podjedinice ¢vrs¢i od gela p konglicinina koji ne sadrZi a subjedinicu. Posto
nije bilo znacajne promene u sekundarnoj strukturi proteina nakon zagrevanja (Sto je u
suprotnosti sa rezultatima Varzakas-a i saradnika, 2011), razlika u cvrstini gelova
objasnjava se "debljinom" vlakana u gelu i gu$¢im "pakovanjem". Qi i saradnici (2011)
potvrduju da postoji veza izmedu subjedini¢nog sastava 7S frakcije na gelove dobije iz
sojinih izolata. Medutim, suprotno rezultatima Hermansson-a (1985) i Renkeme (2002),
njihovi rezultati ne ukazuju na negativnu korelaciju izmedu sadrzaja [ konglicinina i
¢vrstine gelova, ve¢ ukazuju na pozitivnu korelaciju izmedu prisustva o' i a subjedinice na
¢vrstinu gelova. Oni predlazu mehanizam po kome je geliranje uslovljeno gradenjem
agregata izmedu o' 1 o subjedinice (kroz disulfidne veze) i naknadnim protein-protein
interakcijama sa ostalim subjedinicama  konglicinina i glicinina.

Iz kontradiktornih podataka koji se ticu geliraju¢ih svojstava proteina soje,
evidentno je da je neophodno ustanoviti precizan mehanizam formiranja gelova proteina
soje, kao i definisati uslove tokom procesa geliranja.

Sto se ti¢e uticaja sadrzaja B' subjedinice na reoloske osobine sojinih proizvoda,
Stanojevi¢ i saradnici (2011) utvrdili su postojanje negativne korelacije izmedu sadrzaja p’

subjedinice 1 Cvrstine tofua. Dodatna ispitivanja su neophodna kako bi se utvdio
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mehanizam ovakvog dejstva, kao i uticaj B' subjedinice na reoloske osobine gelova sojinih

proteinskih izolata pod razli¢itim uslovima sredine.

2.8. Razdvajanje sojinih proteina dvodimenzionalnom elektroforezom

Dvodimenzionalna elektroforeza (2D) predstavlja metodu koja omogucava
razdvajanje proteina istovremeno na osnovu dva Kriterijuma: prema njihovoj pl vrednosti i
prema njihovoj molekulskoj masi. Najpre se u prvoj dimenziji vrsi izoelektricno
fokusiranje, tj. separacija proteina na tzv. "stripovima” (trakama gela u kojima su usled
prisustva amfolita uspostavljene zone razli¢ite pH vrednosti) pri ¢emu se proteini krecu do
one vrednosti pH koja odgovara njihovoj izolekri¢noj tacki. Nakon toga se proteini
prethodno razdvojeni na osnovu pl vrednosti, u drugoj dimenziji (koja zapravo predstavlja
SDS PAGE analizu) razdvajaju na osnovu molekulske mase. Kao rezultat ovakvog
razdvajanja proteini se u gelu uocavaju u obliku tacki.

Kao §to su pokazali Natrajan i saradnici (2005), Sarma i saradnici (2008), Komatsu
i Ahsan (2009), Lee i saradnici (2010), izbor metode za ekstrakciju proteina iz semena soje
kljuan je faktor koji odreduje broj tacaka na 2D elektroforegramu, kao i stepen
horizontalnog i vertikalnog razvlacenja (Slika 1.4).

Kako prijavljuju Komatsu i Ashan (2009) i Lee i saradnici (2010), fenolna
ekstrakcija rezultuje u dobijanju velike koli¢ine proteina, te se shodno tome dobijaju
najintenzivnije tacke na 2D elektroforegramima. Medutim, tiourea-urea ekstrakcija daje
znatno bolje razdvajanje u opsegu pH 4-7, u okviru kojeg se razdvajaju podjedinice f

konglicinina (Natrajan i saradnici, 2005).
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Slika 1.4. 2D elekroforegrami proteina semena soje ekstrahovani razli¢itim metodama
ekstrakcije (Natrajan i saradnici, 2005). A- ekstrakcija urea puferom, B- ekstrakcija tiourea-
urea puferom, C- fenolna ekstrakcija, D- ekstrakcija TCA/acetonom

Glavni problem kod analize rezultata 2D elektroforegrama proteina semena soje
jeste prisustvo horizontalnog, i u nekim slucajevima, i vertikalnog razvlacenja ("streaking™)
(Slika 1.5).

Vertikalno razvlacenje moZe biti posledica: prevelike nanete koli¢ine uzorka i/ili
nedovoljne ekvilibracije i/ili rehidratacije stripova (Carette i saradnici, 2006, O'Farrell,
1975). Horizontalno razlacenje, koje se ¢esée javlja pri 2D elektroforezi proteina semena
soje, takode moze biti posledica nekoliko faktora: nedovoljne rastvorljivosti proteina,
prisustva interferiraju¢ih supstanci (u prvom redu Secera i proteina), prevelike jonske sile
i/ili trajanja izoelektricnog fokusiranja (Hurkman i Tanaka, 1985; O'Farrell, 1975; Gorg i
saradnici, 2009). Neki od ovih problema mogu se relativno lako prevazi¢i, npr. promenom
protokla za izoelektriéno fokusiranje (Westermeier 1 saradnici, 1983) ili obezmaS¢ivanjem
uzorka i smanjenjem koncentracije SDS-a, dok je druge, kao Sto je to prisustvo Secernih

komponenti, teze izbeci. S obzirom na visok sadrZaj glikoproteina u semenu soje, navedeno
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bi moglo objasniti zbog ¢ega je u manjem ili ve¢em stepenu horizontalno razvlacenje uvek

prisutno na 2D elektroforegramima proteina semena soje.
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Slika 1.5. 2D elektroforegram proteina semena soje sorte Williams 82, ekstrahovanih

modifikovanom fenolnom ekstrakcijom (Mooney i Thelen, 2004)

Dodatni problem sa primenom 2D elektroforeze za analizu proteina mogu biti mala
reproduktvnost i slabije razdvajanje hidrofobnih proteina (Magdelin i saradnici, 2012).
Usled toga Sto puferi za izoelektri¢no fokusiranje i rehidrataciju moraju sadrzati izvesnu
koli¢inu soli i haotropnih jedinjenja, hidrofobni proteini su slabije rastvorljivi u poredenju
sa polarnijim proteinima. Slabija rastvorljivost dalje uslovljava i nedovoljno fokusiranje
ovih proteina i njihovo ugradivanje ("build-in") u stripove. Usled nedovoljnog fokusiranja i

"puild-in" proteina, prilikom druge dimenzije dolazi do pojave horizontalnog i vertikalnog

razvlacenja na gelu.
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3. Naucne hipoteze i cilj rada

Cilj ovog rada bio je da se utvrdi uticaj sadrzaja pojedina¢nih podjedinica 3
konglicinina, u prvom redu B' podjedinice na rastvorljivost, emulgujuca i gelirajuca
svojstva sojinih proteina. Te osobine su znacajne kako za tehnoloski proces proizvodnje,
tako i za osobine gotovih proizvoda. Rastvorljivost proteina ima nutritivni znacaj, jer se na
taj nacin obezbeduje ne samo lakSe usvajanje aminokiselina, ve¢ i bolja svarljivost. Pored
povecane bioloske vrednosti, visoka rastvorljivost je u pozitivnoj Korelaciji sa
funkcionalnim svojstvima poput geliranja i emulgovanja.

Osnovne hipoteze od kojih se polazilo u ovom radu su:

1. S obzirom na razlike u strukturi p i B' podjedinice u poredenju sa a i o
podjedinicama, moze se ocekivati da je i uticaj ovih podjedinica na pomenuta
funkcionalna svojstva razli¢it.

2. S obzirom na visok sadrzaj hidrofobnih aminokiselina i nedostatak ekstenzionih
regiona, pretpostavljeno je da ¢e sorte sa veéim sadrzajem [ i B' podjedinice
imati manju rastvorljivost na neutralnom pH.

3. Ukoliko se potvrdi pozitivna korelacija izmedu rastvorljivosti 1 emulgujuce
stabilnosti, moZe se ocekivati da ¢e sorte sa veéim sadrzajem P i ' podjedinice
imati niZze vrednosti ESI.

4. S obzirom na ve¢ utvrdenu negativnu korelaciju izmedu sadrzaja ' podjedinice i
¢vrstine tofua, pretpostavljeno je da ¢e i u proteinskim gelovima ve¢i sadrzaj f'
podjedinice uticati na smanjenje modula krutosti.

Korelacijom sadrzaja podjedinica molekula B konglicinina sa ovim osobinama
moguce je pronaci takve sorte koje bi zadrzale svoju nutritivnu i biolo§ku vrednost i bile
pogodne za primenu u Sirokom spektru prehrambenih proizvoda. Ovo nije jednostavan
zadatak iz tri razloga.Prvo, usled razlike u njihovim strukturama, pod datim uslovima
ekstrakcije glicinin 1 B konglicinin bi¢e prisutni u razli¢itom odnosu u ekstraktu, §to znaci
da ¢e njihov uticaj na funkcionalne osobine proteina biti modifikovan. Drugo, s obzirom na
ve¢ pomenute medusobne korelacije medu funkcionalnim svojstvima, promena jednog

svojstva vodi¢e promeni u svim korelisanim svojstvima. Trefe, promena sadrzaja
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konglicinina i/ili glicinina vodi¢e promeni odnosa 11S/7S koji u velikoj meri utice na
funkcionalna svojstva.

Stoga bi rezultati daljih ispitivanja, prikazanih u ovoj disertaciji, zavisnosti uticaja
sadrzaja podjedinica B konglicinina, posebno sadrzaja B' podjedinice, na tehnoloska
funkcionalna svojstva proteina soje, bili znac¢ajni za selekcione programe proizvodnje sorti
soje za posebne namene, koje karakterise specifi¢an proteinski sastav semena. Rezultati
uticaja specificnog sastava semena na rastvorljivost, emulgujuce i gelirajuce osobine
proteina bili bi znacajni i zavodenje tehnoloskog procesa, kao i za kvalitet i nutritivnu

vrednost sojinih proteinskih proizvoda.
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4. MATERIJAL | METODE

4.1.  Priprema uzorka

Genotipovi soje su selektovani na osnovu njihovog sadrzaja 3’ subjedinice. Ukupno
je ispitivano 18 uzoraka, tj. odabrano je 9 razlicitih genotipova: Novosadanka, Valjevka,
Vojvodanka, Proteus, Maple Glen, Armaviskaja, Sava, Trijumf i Favorit. Radi kasnijeg
ispitivanja efekta uslova na promenu sastava proteinskih subjedinica, ovih 9 genotpova je
praceno kroz dve godine (2010 i 2011). Novosadanka, Valjevka, Vojvodanka, Sava,
Trijumf i Favorit su sorte razvijene od strane Instituta za ratarstvo i povrtarstvo u Novom
Sadu, Proteus je sorta poreklom iz Amerike, Maple Glen je sorta poreklom iz Kanade, dok
je Armaviskaja je sorta poreklom iz Rusije.

Pre ekstrakcije, seme je samleveno u blenderu i dobijeno brasno odmaséeno n-
heksanom (Merck) koristec¢i imerzioni postupak. Brasno je obezmasé¢ivano na 60°C na
magnetnoj mesalici u toku 2h, pri ¢emu je odnos uzorka prema heksanu bio 1: 20 (m/V).
Dobijeni talog je 3x ispran n-heksanom, prebac¢en na sahatno staklo i ostavljen da se susi na

vazduhu preko noéi.

4.2.  Ekstrakcija proteina

Kako bi se izbegao efekat razlicite ekstraktibilnosti subjedinica p konglicinina i
konglicinina na datom pH, ckstrakcija je radena prema modifikovanoj proceduri
predlozenoj od strane Yagasaki-ja i saradnika (1997). 500 mg obezmasc¢enoj brasna je
ekstrahovano sa 4 ml destilovane vode (pH 6) mesanjem 30 min na mehanickoj treskalici
(Thys 2). Talog je odvojen centrifugiranjem (10 min na 13500 ob/min) (ultracentrifuga
Sigma 201 M). Supernatant je podeljen na 4 dela. pH jednog dela je ostavljeno kao pH 6,
dok su ostali supernatanti podeseni na pH 3, pH 5, pH 8. Kako bi se postigla Zeljena pH
vrednost, uzorci su meSani na magnetnoj mesalici 15 min i talog je odvojen

centrifugiranjem. Svaki od uzoraka raden je u triplikatu.
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4.3.  Odredivanje sadrzaja vlage
Sadrzaj vlage u uzorcima odreden je standardnom AACC metodom (u Methods of
the AACC (Vol-Il, 10th ed.), 2000). Svaki uzorak raden je u triplikatu.

4.4,  Odredivanje ukupnih proteina

Ukupni sadrzaj proteina odreden je Kjedalovom metodom (u Approved methods of
the AACC (Vol-II, 10th ed.), 2000). Merenja su radena na uredaju Gerhart Vapodest 50.
Sadrzaj proteina izracunat je koris¢enjem konverzionog faktora 6.25.Svaki uzorak raden je

u triplikatu.

4.5.  Odredivanje rastvorljivih proteina i rastvorljivosti

Sadrzaj rastvorljivih proteina odreden je koriste¢i Bradford-ovu mikrometodu
(Bradford, 1976). 100 pl uzorka pomeSano je sa 5 ml boje. Boja je napravljena
rastvaranjem 100 mg Coomassie Brilliant Blue G-250 u 50 ml 95% etanola, nakon ¢ega je
u rastvor dodato 100 ml 85% fosforne kiseline i ceo rastvor je razblazen do 1l. Za
konstrukciju standardne prave, kao standard je koris¢en govedi serum albumin (BSA)
(Slika 3.1.). Sadrzaj proteina je odreden spektrofotometrijski, merenjem apsorbancije na
595 nm.

y=0.621x
r-0999 Standardnaprava sa BSA

3

2.5
2

15 /
1

0.5 /
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¢{mg/ml)

Slika 4.1. Standardna prava za odredivanje koncentracije rastvorljivih proteina
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Rastvorljivost proteina odredena je korisS¢enjem sledece jednacine:

sadrzajrastvorljivih proteina (mg/g)
sadrzajukupnih proteina (mg/g)

Rastvorljivost (%) = -100%

Koncentracije uzorka preracunate su na suvu masu. Svaki uzorak raden je u triplikatu.

4.6.  Karakterizacija proteina SDS-poliakrilnom elektroforezom

SDS - poliakrilamidna elektroforeza (SDS-PAGE) je radena prema metodi
predlozenoj od strane Fling-a i Gregerson-a (1986) na 12 % gelu za razdvajanje i 5 % gelu
za koncentrovanje. Proteini iz obezmascenog brasna ekstrahovani su 0.03 M Tris-HCI
puferom, pH 8, sa 0.01 M B-merkaptoetanolom. Ekstrakt je razblazen puferom za uzorke
pH 6.80 (0.055 M Tris-HCI, 2% (w/v) SDS, 5% (v/v) B-merkaptoetanol, 0.0025% (m/v)
bromophenol blue, 7% (v/v) glicerin) kako bi se postigla uniformna koncentracija od 2
mg/ml. Nakon kuvanja (100° C, 5 min) i hladenja do sobne temperatutre, 25 ul uzorka
naneto je na gel za koncentrovanje. Pufer za razdvajanje bio je sledeceg sastava: 0.05 M
Tris pH 8.50, 0.19 M glicinin, 0.1% (m/v) SDS. Struja je odrzavana konstantnom (80
mAJ/gelu). Gelovi su bojeni sa 0.23 % (w/v) Coomassie brilliant blue R250 (CBB R250)
bojom. CBB je rastvoren u rastvoru slede¢eg sastava: 3.90 % (m/v) trihlorsiréetnoj kiselini,
17 % (v/v) metanol, 6 % (v/v) siréetna kiselina. Gelovi su bojeni l1h i obezbojavani sa
rastvorom koji je sadrzao 18 % (v/v) etanola i 8 % (v/v) sir¢etne kiseline preko noci. Kako
bi se utvrdile molekulske mase peptide, koris¢en je molekulski standard (Pharmacia Kit)
koji je sadrzao proteine slede¢ih molekulskih masa: 94000 (fosforilaza B), 67000 (govedi
albumin), 43000 (ovoalbumin), 30.0 (karbonska anhidraza), 20100 (tripsin inhibitor) i
14000 (a-laktoalbumin). SDS elektroforeza je radena u triplikatu kako bi se omogucila
statistiCka obrada podataka.

Seme sorte NS 9 razvijene od strane Instituta za ratarstvo i povrtarstvo (Novi Sad),
iskoriSteno je za izolovanje 7S 1 11S frakcije.

Procentni udeo pojedinacnih subjedinica izraCunat je na osnovu denzitometrijske

analize koja je radena u SigmaGel softveru, verzijal.1l. (Jandel Scientific, USA).

30



4.7.  Priprema emulzija

Emulgujuca svojstva odredena su prema metodi predlozenoj od strane Pearce-a i
Kinsela-e (1978). 15 ml sunconkretovog ulja (Vital, Srbija) homogenizovano je sa 45 ml
0.1% rastvora proteina datog pH u mehanickom homogenizatoru (Mixsy, Zepter) 1 min pri
maksimalnoj brzini. 50 pl dobijene smese razblazeno je sa 10 ml 0.1 % (m/v) SDS solution.
Uzorci su uzimani na 0 min i na 10 min od pocetka homogenizacije. Apsorbance emulzija
nakon 0 min (Ao) i nakon10 min (Ag) su merene na 500 nm. Svaki uzorak raden je u

triplikatu.

4.8. Odredivanje stabilnosti i aktivnosti emulzije

Stabilnost i aktivnost emulzije izrazene su preko vrednosti indeksa stabilnosti
emulzije (ESI) i indeksa aktivnosti emulzije (EAI). ESI i EAI su izracunati preko sledec¢ih
formula:

ESI(min) = (A, -10)/ AA
gde je: AA = Ag - Aio, Ao je apsorbanca uzorka nakon O min, A1 je apsorbanca uzorka
nakon 10 min.
_4.606-A,-F
c-d-10000

gde je: F faktor razblazenja, ¢ je koncentracija proteina (u g/ml), ® je sadrzaj uljane faze.

EAI (m?/g)

4.9.  Priprema gelova

Proteini su ekstrahovani meSanjem obezmaséenog brasna i vode 1h na sobnoj
temperaturi u odnosu 1:8 (m/v) na pH 6.8 Nerastvorljivi deo je odvojen centrifugiranjem (5
min, 14000 obrt/min). Proteini iz supernatanta precipitirani su pri pH 4.8 (2h na 4°C) i
liofilizovani. Nakon toga, proteini su rastvoreni u destilovanoj vodi vodi (pH 6.8) do
konac¢ne koncentracije proteina 11 % (m/v). Rastvor proteina je deaerisan 5 min, postavljen
u staklenu posudu i zagrevan 30 min na 93 °C u vodenom kupatilu. Dobijeni 11 % (m/v)
rastvor proteina brzo je ohladen do sobne temperature i proces geliranja zapoceo je nakon

dodatka 1.8 % (m/m) NaCl i 3 % (m/m) CaClz. Svaki uzorak raden je u triplikatu.
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4.10. Odredivanje stepena bubrenja
Stepen bubrenja gelova je odreden gravimetrijski. Od proteinskih gelova pripremljenih na
opisani nacin iseceni su uzorci veli€ine 2 cm x 2 cm x 1 mm i zatim su uzorci suseni do
konstantne mase. Stepen bubrenja (g) je odreden merenjem mase suvih uzoraka i mase
uzoraka koji su bili potopljeni u destilovanoj vodi na 25 °C 24 h, do postizanja ravnoteznog

stanja. Stepen bubrenja je preracunat koriS¢éenjem formule:
g (%) = (Ws - Wd)/ Wd x 100,

gde je: Wd- masa suvog polimera, a Ws- masa nabubrelog polimera.

4.11. Odredivanje dinamic¢kih modula

Reoloske osobine gelova ispitivane su na reometru Discovery Hybrid Rheometer
HR2 (TA Instruments) u modu paralelnih plo¢a (diametar 25 mm). Reoloski
parametrigelova, kao §to su modul sa¢uvane energije (G'), modul izgubljene energije (G") i
tangens ugla mehani¢kih gubitaka — tan & (G"/G’) mereni su u opsegu frekvenci 0.1-100

rad/s pri deformaciji od 1.0 %. Parametri za svaki uzorak mereni su u triplikatu.

4.12. Razdvajanje sojinih proteina dvodimenzionalnom elektroforezom

Kako bi se isprobalo koji mehanizam reakcije ¢e dati najbolje razdvajanje sojinih
polipeptida dvodimenzionalnom (2D) elektroforezom, isprobane su acetonska ekstrakcija,
fenolna ekstrakcija, ekstrakcija urea puferom, ekstrakcija Tris puferom, ekstrakcija Tris-
urea puferom i ekstracija tiorea-urea puferom. Acetonska ekstrakcija: Uzorci su usitnjeni u
tuc¢kom u avanu, koristeéi te¢ni azot. Proteini iz 500 mg uzorka su ekstrahovani sa 2.5 ml
100 % acetona. Ekstrakcija je radena na —20°C u toku 2h. Talog je odvojen
centrifugiranjem (10 min, 13500 ob/min). Zatim je talog ispran dva puta sa po 0.5 ml 70 %
acetona 1 centrifugiran. Talog je osuSen na sobnoj temeperaturi tokom no¢i i1 uzorak je
rastvoren u puferu za izoelektricno fokusiranje (8 M urea, 2 % (w/v) CHAPS, 50 mM
DTT, 0.2 % (m/v) amfolita pH 3-10, 0.01 % (m/v) BPB) vorteksiranjem (10 min) i
sonifikacijom (1h). Fenolna ekstrakcija: Fenolna ekstrakcija radena je prema metodu

Hurkmana i1 Tanake (1986), s tim Sto je u puferu za izoelektricno fokusiranje bila veca

32



koncentracija uree i CHAPS-a, a manja koncentracija tiouree. 1g uzorka usitnjen je tu¢kom
u avanu, koriste¢i te¢ni azot. Proteini su zatim ekstrahovani u odnosu 1:1 puferovanim
fenolom (2.5 ml fenola puferisanog sa Tris-HCI puferom - pH 8.8) i ekstrakcionim
puferom (2.5 ml pufera za ekstrakciju (0.1 M Tris=HCI - pH 8.8), 10 mM EDTA,
0.4% 2-merkaptoetanol, 0.9 M saharoza). Ekstrakt je vorteksiran 5 min i sonifikovan
30 min na 4 °C. Zatim je ekstrakt 2 puta centrifugiran po 15 min na 13500 ob/min na 4
°C. Gornja, fenolna faza je odvojena, a proteini su precipitirani dodatkom hladnog 0.1 M
amonijum acetata u 100% metanolu u odnosu 5:1. Ekstrakt je vorteksiran i ostavljen preko
noc¢i na —20 °C. Uzorak je centrifugiran 2 puta po 20 min na 14000 ob/min na 4 °C). Talog
je ispran hladnim 0.1 M amonijum acetatom u metanolu (2x), 80% acetonom (-20
°C) i hladnim 70% etanolom. Talog je rastvoren u puferu za izoelektri¢no fokusiranje (1
ml), inkubacijom lh na sobnoj temperaturi. Ekstrakcija Tris puferom je radena na isti
nacin kao $to je opisano za pripremu uzoraka za SDS PAGE. Ekstrakcija urea puferom:
Ekstrakcija urea puferom je radena prema modifikovanoj metodi Berklman-a i saradnika
(1998). 100 mg uzorka je ekstrahovano sa 600 pl urea pufera (8 M urea, 4% CHAPS, 2%
amfoliti- pH 3-10). Ekstrakcija je vrSena vorteksiranjem (5 min) i sonifikacijom (45 min)
na sobnoj temperaturi. Uzorak je potom centrifugiran (15 min, 13500 ob/min). Supernatant
je uzet za dalju analizu. Direktna ekstrakcija u puferu za izoelektricno fokusiranje.
Modifikovana procedura prema Gallardo-u i saradnicima (2001) je koriStena za ekstrakciju.
100 mg uzorka je ekstrahovano sa 600 ul pufera za izoelektricno fokusiranje na sobnoj
temperaturi. Ekstrakcija je vrSena vorteksiranjem (15 min) i sonifikacijom (45 min). Zatim
je ekstrakt centrifugiran (2x po 15 min na 135000b/min) i supernatant je koristen za dalju
analizu. Ekstrakcija Tris-urea puferom: Proteini iz 500 mg uzorka su ekstrahovani sa 2 ml
destilovane vode, muckanjem na mesSalici 15 min na sobnoj temperaturi. Ekstrakt je
centrifugiran (15 min, 13500 ob/min). Proteini iz 20 pl supernatanta su reekstrahovani sa
160 ul Tris-urea pufera (0.05 M Tris—HCI pH 8.0, 0.2% SDS, 5 M urea). 1 h pre
izoelektricnog fokusiranja, dodato je 20 ul B merkaptoetanola. Ekstrakt je razblaZen
puferom za izoelektricno fokusiranje do koncentracije 1 ug/ml. Tiourea-urea ekstrakcija:
Tiourea-urea ekstrakcija je radena prema proceduri opisanoj od strane Herman-a i

saradnika (2003). 100 mg obezmaséenog brasna je vorteksirano sa 1.5 ml pufera za
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ekstrakciju (5 M urea, 2 M tiourea, 4 % (m/v) CHAPS, 65 mM DTT, 0.8 % (m/v) amfolita
-pH 3-10)) 5 min na sobnoj temperaturi. Talog je odvojen centrifugiranjem (10 min, 13500
ob/min) i supernatant je koris¢en za dalje eksperimente. Uzorak je nanesen na stip (BioRad
stip- 7 cm, pH 3-10), tako da je ukupna masa uzorka po stripu iznosila 100 pg. Strip je
rehidriran sa uzorkom tokom 12h na sobnoj temperaturi. Izoelektricno fokusiranje vrSeno je
u Protean IEF Cell (Bio-Rad) pod slede¢im uslovima: S01-250V, 15min; S02-4000V,
rapid; S03-10000Vh, rapid; temperatura fokusiranja- 20 °C. Nakon izoelektri¢nog
fokusiranja, stripovi su ekvilibrisani najpre u ekvilibracionim puferu 1 (0,375 M Tris—HCI
(pH 8.8), 6 M urea, 20 % glicerol, % SDS, 0.002 % bromopfenol plavo, 2 % (m/v) DTT)
15 min, a potom u ekvilibracionom puferu 2 (0.375 M Tris—HCI (pH 8.8), 6 M urea, 20%
glicerol, 2% SDS, 0.002% bromofenol plavo, 2.5% jodoacetamid) 20 min. Zatim su
ekvilibrisani stripovi uronjeni 5 min u elektrodni pufer (0.25 M Tris, 1.92 M glicin, 1%
SDS) 1 postavljeni na povrsinu 12 % akrilamidnog gela. Kontakt izmedu gela 1 stripa
obezbeden je dodavanjem agaroznog rastvora (0.25 M Tris, 1.92 M glicin, 1% SDS, 0.5%
agaroza, 0.002% bromofenol plavo). SDS PAGE (druga dimenzija) je raden u Mini
Protean Tetra Cell (Bio-Rad) celiji za elektroforezu, pri konstantnom naponu od 250 V,
koris¢enjem Laemmli-ovog metoda. Gelovi su bojeni 1h na sobnoj temperaturi u rastvoru
sledeceg satava: 0.001% (m/v) CBB G250, 40% etanol, 10% sir¢etna kiselina, 10% (m/v)
trihlorsiréetna kiselina. Gelovi su obezbojavani 24h u rastvorui koji je sadrzao 40 % etanol
i 10 % sir¢etnu kiselinu. Broj i intenzitet ta¢aka, kao i njihova x i y vrednost tacaka

odredeni su u softveru SigmaGel, verzija 1.1. (Jandel Scientific, USA).

3.13. Statisticka analiza
Korelacione matrice i ANOVA testovi radeni su u Statistica softveru, verzija 8.0 (StatSoft
Co., Tulsa, OK). Kao stepen znacajnosti uzeto je p<0.05. Analiza glavnih komponenti

(PCA) je radena u SPSS softveru (verzija 2.0, IBM), kori§¢enjem Verimax rotacije.
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5. REZULTATI I DISKUSIJA
5.1. Podjedini¢ni sastav
Nakon uradene SDS elektroforeze (Slika 5.1), denzitometrijom je odreden

podjedini¢ni udeo datih genotipova (Tabela 5.1). Odredivanje pojedinac¢nih frakcija vrseno

je na osnovu poredenja Rf vrednosti datog polipeptida sa Rf vrednostima standarda

molekulskih masa.

9 14400

f e 3 4. ¢ B 1 8 B 00 LD 13 14 5 15018 Mm

Slika 5. 1. SDS elektroforegram genotipova soje (1-Valjevka 2010, 2-Armaviskaja 2010, 3-
Novosadanka 2011 , 4-Trijumf 2010, 5- Armaviskaja 2011, 6-Vojvodanka 2010, 7-Trijumf
2011, 8-Vojvodanka 2011, 9- Favorit 2011, 10-Maple Glen 2010, 11-Valjevka 2011, 12-
Proteus 2010, 13-Proteus 2011, 14- Novosadanka 2010, 15-Maple Glen 2011, 16-Favorit
2010, 17-Sava 2011, 18-Sava 2010, Mm-standard molekulskih masa)

Kako bi se izrazio ukupan efekat kiselih i baznih podjedinica glicinina, kisele podjedinice

su raCunate kao suma Az+ A 24 + A7e + As (0znaceno kao kiselo u Tabeli 5.1), dok su

bazne podjedinice racunate kao suma B3+ B 1,24 (0zna¢eno kao bazno u Tabeli 5.1).
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Tabela 5.1. Podjedini¢ni sastav ispitivanih genotipova soje”

Uzorak o’ (%) a(%) | B (%) | B (%) | 11S/7S | Kisele Bazne | K/B
(%) (%)

Novosadanka 2010 4,524 4.60° 4.44% | 4,912 2.222 23.3? 15.28 1.532
Novosadanka 2011 6.57" 5.21% | 4.47% | 3.44° 2.3 27.3 18.0° 1.51%
Valjevka 2010 6.140 5.06% | 3.99° 3.28> | 1.98° 20.6¢ 17.2° 1.19°
Valjevka 2011 6.91° 5.86¢ 4.45% | 3.34% | 1.8° 21.0% 16.0 | 1.31°
Vojvodanka 2010 5.94¢ 5.22%¢d | 526 4,19%¢ | 1.93° 24.4 18.6° 1.33¢
Vojvodanka 2011 4,66 | 5.09% | 3.70° 2.78¢ 2.1%c | 208" | 13.7¢ 1.522
Proteus 2010 6.825cei 5.28% 5.17° o] 2.7¢ 27.8¢ 15.9% 1.73¢
Proteus 2011 6.36" 6.63f 5.70° o] 2.29% | 24.7¢ 17.3¢ 1.42¢
Maple Glen 2010 5.02¢ 4.89® | 3.86° 1.77¢ 2.14% | 209740 | 14.4f 1.45%
Maple Glen 2011 6.72bc) 5.33vdc | 5,12b 1.03f 2.07%¢ | 23.5° 15.73 | 1.49%
Armaviskaja 2010 5.91bck 5.20%¢ | 4.52% 4.642 1.98%* 21.5¢ 18.9° 1.14°
Armaviskaja 2011 5970k | 6.64° | 5,01% | 1.74°" | 1.96* | 22.6° 15.5% | 1.46%
Sava 2010 5.65¢ 5.81%f | 3.63¢ 2.36¢ 2.19% | 23.12 14.9° 1.48%*
Sava 2011 5.11% 5.19%F | 4,99 | 3.49bc | 2223 | 22 5acdf | 167¢d | 1 35¢
Trijumf 2010 4,10 4.84% | 4.86° 3.370d | 2% 20.5% 13.9° | 1.43¢
Trijumf 2011 4.22¢ 5.88%" | 6.28¢ 2.07¢F | 2.13% | 22.92 16.4%¢ | 1.39%
Favorit 2010 4,61 | 3.484 6.104 3.78 | 1.99% | 20.8% 15.8% | 1.28°
Favorit 2011 5.76% 5.58" | 5.31P 2.86™ | 1.96™ | 22.5% 16.6% | 1.36°

*Isto slovo zna&i da, po datoj promenjljivoj, uzorci pripadaju istoj grupi (izradunato t testom za nezavisne

uzorke pri p = 0.05), K/B — odnos kiselih/baznih polipeptida glicinina
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Kao §to se moze videti iz Tabele 5.1, odnos glicinina prema 3 konglicininu (11S/7S)
kretao se u opsegu od 1.8-2.7, pri ¢emu je najveci odnos 11S/7S pronaden u uzorku Proteus
2010, a najmanji u uzorku Valjevka 2011. Ovaj odnos nesto je visi od odnosa koji su nasli
Pesic i saradnici (2005) i Stanojevi¢ i saradnici (2011), ali je u sagnasnosti sa rezultatima
nadenim od strane Mujoo, Trinh i saradnici (2003) i Cai i Chang-a (1999). Od ispitivanih
genotipova, ' podjedinica nije bila prisutna u uzorcima Proteus 2010 i Proteus 2011, dok
se njen sadrzaj u ostalim uzorcima kretao od 1.03-4.91 %. Sadrzaji podjedinica o', a i 3
podjedinica kretali su se u opsegu 4.10-6.91 %, 3.48-6.64% i 3.63-6.28 %. Najmanji
sadrzaj o' podjedinice bio je u uzorku Trijumf 2010, a najveci u uzorku Valjevka 2011.
Najmanji sadrzaj a podjedinice detektovan je u uzorku Favorit 2010, a najve¢i u uzorku
Proteus 2011. Sadrzaj 3 podjedinice bio je najmanji u uzorku Sava 2010, a najveci u uzorku
Trijumf 2011. Kiseli polipeptidi glicinina su u svim uzorcima bile procentualno
zastupljeniji od baznih i kretale su se u opsegu 20.5-27.8 %, dok su bazni polipeptidi bili u
opsegu 13.7-18.9 %. Odnos kiselih prema baznim polipeptidima kretao se u opsegu 1.14-
1.73, pri ¢emu je najmanji odnos naden u uzorku Armaviskaja 2010, a najve¢i u uzorku
Novosadanka 2010.

Kao $to se moze videti iz Tabele 5.1, podjedini¢ni sastav uzoraka razlikovao se
kako u zavisnosti od sorte, tako i u zavisnosti od godine u kojoj je sorta gajena. Kao $to su
prijavili Zarkadas i saradnici (2007), genetska konstitucija ispitivane sorte ima uticaja ne
samo na koli¢inu ukupnih proteina, ve¢ i na odnos podjedinica u datim proteinima. Velika
variranja u sadrzaju  podjedinice mogu se objasniti kako njenom kasnijom sintezom u
poredenju sa a i o’ (Hajduch i saradnici, 2005), tako i ve¢im uticajem faktora sredine, u
prvom redu, nutritivnog stresa na ekspresiju gena za podjedinice 7S (Gayler i saradnici,
1985; Harada i saradnici, 1989). To dodatno objasnjava i vrednosti dobijene za sadrzaj 7S u
ispitivanim uzorcima, jer se iz Tabele 5.2 moze videti da su varijacije u sadrzaju ukupnih
rastvorljivih proteina, prevashodno posledica smanjenja sadrzaja konglicinina.

Medutim, interesantno je da iako takvo variranje u sadrzaju podjedinica uslovljava
relativno veliko variranje u sadrzaju B konglicinina i glicinina (sadrzaj 7S se kretao u
opsegu 15.54-20.61 %, a sadrzaj 11S u opsegu 34.4- 45.3 %, Tabela 5. 2), sadrzaj zbira

konglicinina i glicinina pokazao je manje varijacije od oc¢ekivanih i za veéinu uzoraka Se
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kretao izmedu 55-60 % (Tabela 5.2). Niske vrednosti za ukupne rastvorljive proteine su
pokazali genotipovi Trijumf 2010 i Vojvodanka 2011, dok su visoke vrednosi za ukupne
rastvorljive proteine pokazali uzorci Novosadanka 2011 i Vojvodanka 2010 (Tabela 2).
Ovakav relativno nizak opseg variranja rastvorljivih proteina ide u prilog tezi predlozenoj
od strane Pordevi¢a (2010) da verovatno postoji neki molekulski mehanizam koji regulise

koli¢inu ukupnih rastvorljivih proteina.

Tabela 5.2. Sadrzaj 7S, 118 i ukupnih rastvorljivih proteina u ispitivanim genotipovima”

Uzorak
7S (%) | 11S (%) 7S +11S

Novosadanka 2010 18.472 38,5 56.97%¢
Novosadanka 2011 19.690¢ 45.3b 64.990
Valjevka 2010 18.542 37.8%¢ 56.34%
Valjevka 2011 20.56° 36cd 56.56
Vojvodanka 2010 20.61° 43¢ 63.61"
Vojvodanka 2011 16.23¢ 34 5f 50.734
Proteus 2010 17.27¢ 43.7b 60.97¢
Proteus 2011 18.69% 428 60.69¢
Maple Glen 2010 15.544 35.374f 50.91¢
Maple Glen 2011 18.22 39.02 57.4¢
Armaviskaja 2010 20.27°¢ 40.41 60.67¢
Armaviskaja 2011 17.62¢ 38.1% 55.72:f
Sava 2010 17.45¢ 38 55.45f
Sava 2011 18.78% 39.24 57.98¢
Trijumf 2010 17.17¢ 34.4 51.57¢
Trijumf 2011 18.45? 39,30 57.75%
Favorit 2010 17.97¢ 36.6¢ 5457
Favorit 2011 19.51b¢ 39.14 58.611

*-Isto slovo znaéi da, po datoj promenijljivoj, uzorci pripadaju istoj grupi (izradunato t testom za nezavisne
uzorke pri p = 0.05)

Interesantno, iako rezultati potvrduju da ¢e i sadrzaj B konglicinina i sadrzaj
glicinina uticati na sadrzaj rastvorljivih proteina (Yaklich i saradnici, 2001), uticaj 11S
proteina je znacajniji od uticaja 7S proteina (Tabela 5.3). Dati rezultati potvrduju da kod

visokoproteinskih sorti dolazi do povecanja u sadrzaju glicinina. Medutim, kako postoji
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medusobna korelacija izmedu sadrzaja 11S i 7S (Tabela 5.3), odnos 11S/7S se bitnije ne

menja.

Tabela 5.3. Korelacioni koeficijenti izmedu sadrzaja 7S, 11S i ukupnih rastvorljivih

proteina”
Sadrzaj proteinske frakcije 7S (%) 11S (%)
7S (%) 1 0.50
115 (%) 0.50 1
Ukupni rastvorljivi proteini 0.74 0.95

“-Boldovane vrednosti su bile statisticki znacajne pri p < 0.05

Iz tabele 5.1, moze se videti da su americka i kanadska sorta imale manji sadrzaj 8’
podjedinice u poredenju sa domaé¢im sortama. Proteus i Maple Glen definiSu se kao HP
(visokoproteinske sorte), a po rezultatima prijavljenim od strane Pordevi¢a (2010), HP
sorte karakteriSu se smanjenim sadrzajem ' podjedinice. Medutim, i ako je u ispitivanim
HP sortama sadrzaj ' podjedinice zaista bio manji, statisticki znac¢ajna negativna korelacija
nije nadena (Tabela 5.4). Navedeno se moze objasniti velikim varijacijama u sadrzaju
ostalih podjedinica 7S i 11S. Interesantno, o' podjedinica pokazala je pozitivnu korelaciju
kako sa sadrzajem ukupnih rastvorljivih proteina, tako i sa sadrzajem 11S. Navedeno bi
verovatno objasnilo korelaciju izmedu sadrzaja 7S 1 sadrzaja 11S. Takode, od svih
podjedinicap konglicinina, o' podjedinica pokazuje najveci efekat kako na sadrzaj 7S, tako i
na sadrzaj ukupnih rastvorljivih proteina (Tabela 5.4). Tako da se moze reci da je sadrzaj o'
podjedinica glavni faktor koji ¢e odredivati efekat sadrzaja 7S na sadrzaj ukupnih
rastvorljivih proteina. Oc¢ekivano, sadrzaj kiselih i baznih polipeptida pozitivno je korelisan
sa sadrzajem ukupnih rastvorljivih proteina, Sto dodatno potvrduje mnogo izrazeniji efekat
sadrzaja 11S na sadrzaj ukupnih rastvorljivih proteina u poredenju sa efektom sadrzaja 7S.

Odnos kiselih 1 baznih polipeptida bio je negativno korelisan sa sadrzajem 7S.
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Tabela 5.4. Korelacioni koeficijenti izmedu pojedina¢nih podjedinica i sadrzaja 3

konglicinina (7S), glicinina (11S), ukupnih rastvorljivih proteina*

o’ (%) |a(%) |B%) | B (%) | 11S/7S | Kisele Bazne | K/B

(%) (%)
7S (%) 043 [036 [028 [034 [-044 [-021 [042 [-051
11S (%) 056 [024 [031 |-018 [052 [0.89 074 |03

Ukupni rastvorljivi | 0.58 0.45 0.34 -0.29 0.28 0.76 0.86 0.17

proteini

*-Boldovane vrednosti su bile statisticki znacajne pri p < 0.05; K/B-odnos kiselih/baznih polipeptidA

glicinina

U pokusaju da se nadu faktori koji bi u najve¢oj meri uticali na variranje medu
uzorcima, uradena je analiza glavnih komponenti. Analiza glavnih komponenti pokazala je
da je prva glavna komponenta (koja objasnjava 59.2 % ukupne varijabilnosti) korelisana sa
5 originalnih promenljivih (a i B podjedinicama, kiselim i baznim polipeptidima i odnosom
11S/78S), sto sugeriSe da ove promenljive kovariraju. Medutim, korelacije a, kiselih, baznih
polipeptida i odnosa 11S/7S sa prvom glavnhom komponentom su bile pozitivne, dok je
korelacija prve glavne komponente sa sadrzajem ' podjedinice bila negativna, $to ukazuje
da ¢e genotipovi sa visSim 11S/7S odnosom i ve¢im sadrzajem a, Kiselih i baznih
polipeptida imati manji sadrzaj B' subjedinice. Druga glavna komponenta (koja objasnjava
22.9 % ukupne varijabilnosti) korelisana je sa sadrzajem o' i [ subjedinice. Kako je
korelacija sadrzaja 3 podjedinice sa drugom glavnom komponentom negativna, dok je
korelacija sadrzaja o' podjedinice sa drugom glavnom komponentom pozitivna, moze se

zakljuciti da ove dve promenljive kovariraju u suprotnom smeru.
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5.2.  Dvodimenzionalna elektroforeza sojinih proteina

Kako bi se utvrdilo koji metod ekstrakcije proteina soje ¢e dati najbolje razdvajanje
polipeptida u uzorku, pre pocetka izvodenja 2D elektroforeze svih uzoraka, proteini iz
uzorka Novosadanka 2010 su ekstrahovani pomoc¢u nekoliko razli¢itih metoda. Kori$éene
su: acetonska ekstrakcija, fenolna ekstrakcija, ekstrakcija Tris puferom, ekstrakcija Tris-
urea puferom, ekstrakcija direktno u puferu za izoelektricno fokusiranje i tiourea-urea
ekstrakcija. Na Slici 5.2 predstavljeni su 2D elektroforegrami uzoraka Novosadanka 2010
ekstrahovani razli¢itim metodama ekstrakcije.ldeja ovog ekperimenta je bila da se utvdi da
li je moguce Koristiti isti proteinski ekstrakt i za SDS PAGE i za 2D elektroforezu. Kako se
ekstrakcija uzoraka za SDS PAGE standardno vrsi Tris puferom, bilo bi efikasno ukoliko bi
se 1 razdvajanje 2D elektroforezom moglo vrsiti istom metodom, jer bi to znacilo i da ¢e
dati polipeptidi biti prisutni u istoj koncentraciji u oba ekstrakta. Medutim, kao $to se moze
videti sa Slike 5.2- F, u slucaju ekstracije sa Tris puferom uocava se veliko horizontalno
razvlacenje koje moze biti posledica prisustva polarnih kontaminanata i visoke
koncentracije soli. Ovakva visoka koncentracija soli produzava korak izoelektri¢nog
fokusiranja. Takvo produzeno izoelektricno fokusiranje moZe uticati na transfer proteina sa
stripova na gel, tj. moze do¢i do "build-in" proteina. Acetonska ekstrakcija (Slika 5.2- B)
karakterisala se visokim stepenom horizontalnog razvlacenja, S$to je posledica prisustva
lipida i polarnih kontaminanata (Thiellement i saradnici, 2007). Ekstrakcije urea puferom
(Slika 5.2 - C) i ekstrakcija Tris-urea puferom dale su mali broj tacaka i veliko horizontalno
razvlacenje, Sto je verovatno bila posledica jonizacije uree u kiselom pH. Direktna
ekstrakcija u puferu za izoelektricno fokusiranje (Slika 5.2-D) dala je vecu koli¢inu
proteina u poredenju sa ekstrakcijom urea puferom, ali 1 horizontalno razvlacenje spotova
koje se moze objasniti prisustvom visoke koncentracije jona i haotropnih jedinjenja.
Takode se sa Slike 5.2-A i E moze videti da fenolna ekstrakcija daje tacke visokog
intenziteta, Sto je u skladu sa rezultatima prijavljenim od strane Lee i saradnika (2010) i
Sarma-e i saradnika (2008). Medutim, iako su tacke dobijene ekstrakcijom sa tiourea-urea
puferom niZzeg intenziteta (usled nize koncentracije proteina u ekstraktu), one su

najbrojnije, $to omogucava simultano poredenje i1 visoko zastupljenih i manje zastupljenih

41



proteina. Navedeni rezultati su u skladu sa rezultatima prijavljenim od strane Natrajan-a i

saradnika (2005). Stoga je ekstrakcija sa tiourea-urea puferom izabrana kao najpovoljnija.

3 10

3 10

Slika 5.2. 2D elektroforegram uzorka Novosadanka 2010 dobijeni razli¢itim metodama
ekstrakcije (A-fenolna ekstrakcija, B-acetonska ekstrakcija, C-ekstrakcija urea puferom, D-
direktna ekstrakcija u puferu za izoelektri¢cno fokusiranje, E-ekstrakcija tiourea-urea

puferom, F-ekstrakcija sa Tris puferom, G-ekstrakcija sa Tris-urea puferom).

Na Slikama 5.3 i 5.4 predstavljeni su 2D elektroforegrami za uzorke Proteus 2010
(Slika 5.4) i Valjevka 2010 (Slika 5.5). Ova tri uzorka izabrana su kao reprezentativna zbog
razlike u sadrzaju B' subjedinice. Uzorak Novosadanka 2010 je od svih ispitivanih uzoraka
sadrzao najvecu koli¢inu B' subjedinice; uzorak Proteus 2010 je jedan od dva uzorka koji
nisu sadrzali ' subjedinicu i1 uzorak Valjevka 2010 je odabran, jer je sadrzao onu koli¢inu

B' subjedinice koja je karakteristi¢na za ovdasnje sorte.
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Slika 5.4. 2D elektroforegram uzorka Valjevka 2010

Kako se moze uoditi sa Slika 5.2-5.4, postoji par problema sa poredenjem 2D
elektroforegrama denzitometrijom. Posebno izrazeno horizontalno razvlacenjeje uoc¢eno kod
uzorka Valjevka 2010. Ovakvo horizonatlno razlacenje moglo bi se objasniti time §to uzorak
Valjevka ima nizak odnos 11S/7S, tj. visok sadrzaj glikozilovanih o i o' subjedinica. Poznato
je da prisustvo Secera ometa 2D elektroforezu na taj nacin Sto dolazi do medusobne
asocijacije ("lepljenja™) polipeptida u gelu (Natrajan i saradnici, 2005). Prisustvo povecane
koli¢ine Secernih ostataka moglo bi da objasni i1 vertikalno razvlacenje prisutno u uzorcima,
jer ometa korak izoelektri¢nog fokusiranja i dovodi do "zaglavljivanja" proteina u mrezu gela
(Thiellement i saradnici, 2007).

Identifikacija tacaka koja bi mogle predstavljati subjedinice f konglicinina uradena
je na sledec¢i nacin. Iz uzorka NS 9 razdvojene su 7S i 11S proteinske frakcije. Kako je

poznato da ova sorta sadrzi ' podjedinicu, uradena je 2D elektroforeza datih frakcija sa
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ciljem da posluze kao standard (Slika 5.5 i Slika 5.6). Denzitometrijska odredivanja su
vrSena merenjem x i y pozicije (koja funkcioniSu sli¢éno kao Rf vrednost u SDS PAGE),
povrSine i intenziteta tacke. Upotrebom markera molekulskih masa, moguce je odrediti
opseg masa u kojem se nalazi tacka kako bi se indentifikovali polipeptidi. Kao §to se moze
videti sa Slike 5.5, 2D elektroforegram 7S frakcije pokazao je nekoliko bledih i samo jednu

intenzivnu tacku, $to je znacilo da se sve podjedinice od interesa nalaze ispod te tacke.

.

- — . - > -

Slika 5.5. 2D elektroforegram izolovane 7S frakcije.

Slika 5.6. 2D elektroforegram izolovane 11S frakcije

Da bi se omogucilo detektovanje pojedina¢nih subjedinica, odredena je 2D elektroforeza
7S frakcije u opsegu pl 4-7 (Slika 5.7).
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Slika 5.7. 2D elektroforegram 7S frakcije region pl 4-7

Sa Slike 5.7, u regionu koji po molekulskoj masi odgovara B i ' podjedinici (opseg
masa je bio od 42000-77000), mogu se uoditi 4 relativno dobro razdvojene tacke. Ukoliko
se ovi rezultati uporede sa rezultatima Natrajana i saradnika (2005), tacke koje se javljaju u
istom regionu, indentifikovali kao B konglicinin  homotrimer. Dodatna tacka koja se javlja
u uzorcima Novosadanka 2010 (Tabela 8.2.1) i Valjevka 2010 (Tabela 8.2.2.), ali ne i u
uzorku Proteus 2010 (Tabela 8.2.3.) bi mogla predstavljati B' podjedinicu.Ova tacka je
veceg intenziteta kod uzorka Novosadanka 2010, koji sadrzi veéi procenat ' podjedinice i
manjeg intenziteta u uzorku Valjevka 2010 (koji sadrzi manji procenat ' podjedinice).

Kako razdvajanje uzoraka 2D elektroforezom zavisi od mnostva faktora (kao Sto je
napomenuto, u prvom redu od prisustva Se¢ernih komponenti), tako se i polozaj ta¢aka na 2D
elektroforegramu moze menjati. Naime, uzorci sa razli¢itim polipeptidnim sastavom, kao $to
su uzorci posmatrani u ovom radu mogu, usled razlika u prevoshodno uspeSnosti koraka
izoelektri¢nog fokusiranja, pokazati razlike u polozaju tacaka. Takode, merenje intenziteta
tacaka u intverznim pikselima je relativno 1 razlike u intenzitetu pojedinih tacaka ne moraju
biti iskljucivo posledica manje ili ve¢e koncentracije datog proteina, ve¢ na njih moze uticati
i ¢injenica da i pod istim uslovima, usled razlike u polipeptidnom sastavu, u posmatranim
uzorcima neée svi proteini biti podednako dobro razdvojeni. Jo$ jedan problem jeste
denotacija taaka usled horizontalnog ,razvlacenja“. Naime, u uslovima gde se na
elektroforegramu javlja visok stepen horizontalnog razvlacenja, biranje ta¢aka i njihovo

poredenje bez informacije o z vrednosti, znatno je oteZano.
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Pouzdan nacin da se utvrdi da se ispod date tacke zaista nalazi ' podjedinica 7S jeste
isecanje tacke sa gela i njena dalja analiza masenom spektrometrijom.

Za razliku od SDS PAGE koja je veoma reproduktivha metoda, usled blazih
denaturacionih uslova koji se moraju koristiti u 2D elektroforezi, a pri kojima ne dolazi do
potpune disocijacije polipeptidnih podedinca, usled izrazite sklonosti sojinih proteina ka
asocijaciji, kao 1 uticaja polipeptidnog sastava, rezultate 2D elektroforeze je teSko porediti.
Medutim, i pored velikog stepena asocijacije sojinih proteina, horizontalnog i vertikalnog
razvlacenja na gelu, rezultati 2D elektroforeze ukazuju da je moguce razlikovati sorte koje se

razlikuju u sintezi i f' podjedinice.
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5.3.

Rastvorljivost sojinih proteina

Nakon odredivanja sadrzaja vlage i sadrzaja ukupnih i rastvorljivih proteina za date uzorke,

dobijeni rezultati predstavljeni su u Tabeli 5. 5:

Tabela 5.5. Sadrzaj vlage, ukupnih i rastvorljivih proteina ispitivanih genotipova soje*

Uzorci Ukup.ni. Sadrzaj Rastvorljivi proteini (mg/g)
e L L
6 3 5 8

Novosadanka 2010 476.012 10.062 238.36 68.35% 21.32 195.722
Novosadanka 2011 375.7% 11.32° 195.42 66.122 20.1° 169.82°
Valjevka 2010 396.14% 8.44°¢ 263.4° 31.7% 15.4° 219.05°¢
Valjevka 2011 406.79¢ 19.88¢ 273.82% 27.86° 15.1° 231.61¢
Vojvodanka 2010 368.32° 10.72%® 198.92 34.82°¢ 16.4°¢ 188.22¢
Vojvodanka 2011 351.49¢ 12.96¢ 176.93¢ 35.92¢ 12.7¢ 162.99°
Proteus 2010 519.06K 19.60¢ 265.56° 102.2¢ 37.3 192.122
Proteus 2011 508.04% 15.00f 242 5% 93.22f 32.4% 178.98%
Armavirskaja 2010 470.912 16.74) 244.34° 38.1¢ 14.9° 189.64%
Armavirskaja 2011 427 55" 14.8f 286.281 37.84¢ 12.2¢ | 227.4%
Maple Glen 2010 448.181 12.82¢ 213.71¢ 60.23' 37.4¢ 189.07%¢
Maple Glen 2011 476.772 13.68¢ 271.39° 46.48X 22.9% 210.85°¢
Sava 2010 404729 | 8.32° 234377 [ 37.19® | 225" | 21583
Sava 2011 343.85° 10118 [179.029 | 3445 [ 21.3" | 146.13°
Trijumf 2010 378.10° 10.94% 221.46° 30.09° 18.9° 188.27°
Trijumf 2011 354. 03¢ 13.45¢ 201.742 29.4° 17.1¢ 167.52°
Favorit 2010 381.57° 11.96 230.91° 28.51° 11.4¢ 199.772
Favorit 2011 414.78% 14.11° 268.79° 25.761 8.71 233.88¢

*-Isto slovo znadi da, po datoj promenljivoj, uzorci pripadaju istoj grupi (izracunato t testom za nezavisne

uzorke pri p = 0.05)

Kako se moze videti iz Tabele 5.5, sadrzaj vlage u uzorcima varirao je od 8.32 % do

19.88 %. Sadrzaj ukupnih proteina kretao se od 343.85 mg/g suve mase (kod uzorka Sava
2011) do 476.77 mg/g suve mase (kod uzorka Maple Glen 2011). Sadrzaj rastvorljivih
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proteina na pH 6 kretao se od 179.02 mg/g suve mase do 286.28 mg/g suve mase. Sadrzaj
rastvorljivih proteina na pH 3 kretao se od 25.76 mg/g suve mase do 102.2 mg/g suve mase.
Sadrzaj rastvorljivih proteina na pH 5 kretao se od 8.71 mg/g suve mase do 37.4 mg/g suve
mase. Sadrzaj rastvorljivih proteina na pH 8 kretao se od 146.13 mg/g suve mase do 233.88
mg/g suve mase.

Rezultati za rastvorljivost proteina na datom pH, prikazani su na Slici 5. 8. Sa Slike
5.8, moze se uociti da svi uzorci pokazuju najvecu rastvorljivost na pH 6 i najmanju
rastvorljivost na pH 5. Maksimalna rastvorljivost na pH 6 u skladu je sa rezultatima
prijavljenim od strane Wolf-a (1970). Minimalna rastvorljivost na pH 5 moze se objasniti
1977).

Smanjena rastvorljivost na pH 3 u poredenju sa rastvorljivos¢u na pH 8 moze se objasniti

izoelektricnom precipitacijom podjedinica B konglicinina (Thanh i Shibasaki,

dimerizacijom 7S u 9S do koje dolazi u kiseloj sredini (Zheng i saradnici, 2009). Medutim,
s obzirom na to da se na pH 3 11S se nalazi u obliku trimera (Lakemond i saradnici, 2000),
0VO moze objasniti zasto je rastvorljivost na pH 3 veca nego $to bi se o¢ekivalo. Smanjenje
rastvorljivosti na pH 8 u poredenju sa rastvorljivos¢u na pH 6, moZe se objasniti ve¢im

stepenom asocijacije proteina.
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Slika 5.8. Rastvorljivost ispitivanih genotipova soje na razli¢itom pH

48



Na svim pH vrednostima, nadena je pozitivna korelacija izmedu rastvorljivosti 1 sadrzaja

rastvorljivih proteina (Tabela 5.6).

Tabela 5.6. Korelacioni koeficijenti izmedu sadrzaja rastvorljivih proteina i rastvorljivosti

na datom pH*

Rastvorni proteini (mg/g)
Rastvorljivost (%) pH 3 pH 5 pH 6 pH 8
pH 3 0.62 0.26 -0.14 -0.28
pH 5 0.35 0.44 -0.36 -0.18
pH 6 -0.55 -0.66 0.62 0.38
pH 8 -0.52 -0.23 0.41 0.51

*-Boldovane vrednosti su bile statisticki znacajne pri p < 0.05

Moze se uoditi da je sadrzaj rastvorljivih proteina na pH 3 bio negativno korelisan
sa rastvorljivoséu na pH 6 i pH 8. Navedene korelacije mogu znaciti da su razliciti
polipetidi iz proteinskog ekstrakta uti¢u na rastvorljivost pri pH 3, pH 6 i pH 8. To dodatno
potkrepljuje nalaze da rastvorljivost na pH 6 i pH 8 prevashodno zavisi od sadrzaja 7S
podjedinica, dok rastvorljivost na pH 3 zavisi od podjedinica glicinina. Takode, sadrzaj
rastvorljivih proteina na pH 5 bio je negativno korelisan sa rastvorljivos¢u na pH 6, §to je i
ocekivan rezultat, jer je rastvorljivost na pH 6 zavisila od sadrzaja o', a i p podjedinice, koje
su na pH 5 istaloZene i ne ¢ine deo rastvorljivih proteina.

Ukoliko se posmatra korelacija pojedinacnih subjedinica sa sadrzajem ukupnih

proteina prisutnih u semenu, dobijaju se rezultati prikazani u Tabeli 5.7.
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Tabela 5.7. Korelacioni koeficijenti sadrzaja podjedinica 7S i 11S sa sadrZzajem ukupnih

proteina”

Sadrzaj  podjedinice

(%) o o B B Kisele Bazne 11S/7S K/B
Ukupni proteini (mg/g

suve mase) 0.51 0.4 0.11 -0.49 0.56 0.33 0.41 0.38

*Boldovane vrednosti su bile statisti¢ki znac¢ajne pri p < 0.05

Interesantno, slicno kao u slucaju korelacije sa sadrzajem ukupnih rastvorljivih
proteina, o' podjedinica pokazuje veéi efekat na sadrzaj ukupnih proteina od o i B
podjedinice. Medutim, za razliku od efekta o' podjedinice, povecanje sadrzaja '
podjedinice uslovilo je smanjenje ukupnih proteina u semenu. Ovi rezultati bi mogli da
budu dodatno objasnjenje zasto visokoproteinske sorte soje sadrze nizu koli¢inu f'
podjedinice. Medutim, suprotno rezultatima Fehr-a i saradnika (2003) nije nadena
negativna korelacija izmedu sadrzaja  podjedinice i ukupnih proteina. Kiseli polipeptidi
glicinina pokazivali su, kao i u slu¢aju ukupnih rastvorljivih proteina mnogo veéi efekat na
povecanje sadrzaja ukupnih proteina od baznih polipeptida.

U Tabeli 5.8, prikazani su koeficienti korelacije izmedu podjedinica 7S i 11S i
rastvorljivosti na datom pH. Moze se videti da su genotipovi sa ve¢im sadrzajem o i o'
podjedinice pokazivali bolju rastvorljivost na pH 6 i pH 8. Ovi rezultati su u skadu sa
rezultatima Utsumi-a i saradnika (2002) i mogu se objasniti prisustvom kiselih, polarnih
ekstenzionih regiona na o i o'. U isto vreme, sadrzaj o i o' bio je negativno korelisan sa
rastvorljivos¢u na pH 5, §to je posledica njihove izoelekticne precipitacije na datoj pH
vrednosti. Sadrzaj ' podjedinice na pH 6 i pH 8 bio je negativno korelisan sa
rastvorljivos¢u. Ovakva negativna korealcija moze biti objasnjena nedostatkom
ekstenzionih regiona i prisustvom veceg broja hidrofobnih aminokiselinskih ostataka.
Sadrzaj B podjedinice takode je bio negativno korelisan sa rastvorljivos¢u na pH 6 i pH 8,
ali ove korelacije nisu bile statisti¢ki znacajne. Kao i za B podjedinicu, moguce objasnjenje
negativne korelacije je prisustvo hidrofobnih aminokiselinskih ostataka u regionu srzi

(Maruyama i saradnici, 2002). Odnos 11S/7S pokazao je negativhu korelaciju sa
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rastvorljivoséu na pH 6 i pH 8 §to se moZe objasniti rigidnijom strukturom glicinina u
poredenju sa B konglicininom u neutralnoj i slabo baznoj sredini. Medutim, odnos 11S/7S
bio je pozitivno korelisan sa rastvorljivos¢u na pH 3. Ova pozitivna korelacija moze se
objasniti dobrom rastvorljivos¢u kiselih polipeptida u pH opsegu 2.0-4.0 i 6.5-12.0 (Diaz i
saradnici, 2003). Takva rastvorljivost moze objasniti i postojanje pozitivnih korelacija
izmedu sadrzaja kiselih polipeptida i rastvorljivosti na pH 3. Kako su bazni polipeptidi
slabo rastvorljivi u opsegu pH 3-10 (Santiago i saradnici, 1998), povecan odnos
kiselih/baznim polipeptidima je bio pozitivno korelisan sa rastvorljivoséu na pH 3. Upravo
slaba rastvorljivost baznih polipeptida moze da objasni zasto je sadrzaj baznih polipeptida
imao znatno ja¢i efekat na smanjenje rastvorljivosti na pH 6 u poredenju sa sadrzajem

kiselih polipeptida.

Tabela 5. 8. Koeficijenti korelacije izmedu podjedinica 7S i 11S i rastvorljivosti na datom
pH’

Sadrzaj podjedinice (%)

Rastvorljivost (%) o a B p' Kisele | Bazne | 11S/7S | K/B
pH 3

-0.33 -0.47 0.23 0.31 0.67 0.43 0.62 0.65
pH 5

-0.67 -0.7 0.21 0.34 0.49 -0.32 0.42 0.48
pH 6

0.89 0.91 -0.52 -0.71 -0.47 -0.63 -0.94 -0.68
pH 8

0.93 0.95 -0.41 -0.78 0.29 -0.41 -0.97 -0.32

*Boldovane vrednosti su bile statisticki znacajne pri p < 0.05

Rezultati ANOVA testa pokazuju negativnu korelaciju izmedu sadrzaja a+o'+f i
rastvorljivosti na pH 5 na 0=0.05 (F (1, 17) =5.68, p= 0.0027). Medutim, rezultati ANOVA
testa pokazali su da postoji pozitivna Kkorelacija izmedu sadrzaja kiselih + baznih
polipeptida i rastvorljivosti na pH 3, tako da je njihov zajednicki efekat statisticki znacajan
na a=0.05 (F (3, 35) =3.17, p=0.0035).
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Ukoliko se posmatraju efekti sadrzaja 7S i 11S na rastvorljivost pri promeni pH,

uocava se da su genotipovi sa ve¢im sadrzajem glicinina pokazivali bolju rastvorljivost na

pH 3 i pH 5 i smanjenu rastvorljivost na pH 6 i pH 8 (Tabela 5.9). Obrnuto je vazilo za

genotipove sa ve¢im sadrzajem [ konglicinina.

Tabela 5.9. Koeficijenti koralacije izmedu sadrzaja 7S i 118 i rastvorljivosti na datom pH”

Sadrzaj proteina (%)

Rastvorljivost (%) 7S 11S

pH 3 -0.32 0.86
pH 5 -0.65 0.42
pH 6 0.93 -0.79
pH 8 0.96 -0.82

*-Boldovane vrednosti su bile statisti¢ki znacajne pri p < 0.05

Promene u rastvorljivosti na razli¢itom pH mogu se objasniti pomocu 3 glavne

komponente. Prva glavna komponenta (koja objasnjava 50.9 % ukupne varijabilnosti)

korelisana je sa rastvorljivos¢u na pH 3, pH 5 i pH 6, ali kako je Kkorelacija sa

rastvorljivoséu na pH 6 negativna, a korelacije sa rastvorljivos¢u na pH 3 i pH 5 pozitivne,

moze se oCekivati da ¢e uzorci sa veCom rastvorljivoséu na pH 6 pokazivati manju

rastvorljivost na pH 3 i pH 5. Rastvorljivost na pH 8 korelisana je sa drugom glavnom

komponentom (koja objasnjava 16.2 % ukupne varijabilnosti) tako da se moze smatrati da

varira nezavisno od rastvorljivosti na pH 6, pH 3 i pH 5. Takode kako je evidentno da su

promene u rastvorljivosti na pH 3 pracene promenama u odnosu 11S/7S, moze se zakljuciti

sa je odnos 11S/7S glavni faktor koji uti¢e na rastvorljivost na pH 3.
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5.4.  Emulgujuce osobine sojinih proteina
5.4.1. Stabilnost emulzije

Kako se moze videti sa Slike 5.9, ESI vrednosti za sve uzorke bile su najmanje na pH 5.

Najvise vrednosti za ESI uzorci su imali na pH 8, dok su vrednosti ESI na pH 6 bile vise u

poredenju sa vrednostima ESI na pH 3.

33
30
4 mpH3
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Slika 5.9. ESI vrednosti ispitivanih genotipova pri promeni pH

Kako bi se utvrdilo da li su ovakvi rezultati posledica promene rastvorljivosti,
odredene su korelacije izmedu rastvorljivosti i ESI vrednosti na datom pH. Rezultati su
prikazani u Tabeli 5.10. Kako se moze primetiti, vrednosti ESI pokazuju korelaciju sa
rastvorljivoséu, na svim pH, osim na pH 5. Ovi rezultati su u skladu sa rezultatima koje su
dobili Felix i saradnici (1990) i potvrduju stanoviste Chove-a i saradnika (2007) da je
rastvorljivost glavni faktor koji utice na povecanje ESI. Moguce objasnjenje za negativnu
korelaciju izmedu ESI i rastvorljivosti na pH 5 jeste da i u sastav emulzije na pH 5 ulaze
isti polipeptidi koji stabilizuju emulziju na pH 6 i pH 8. S obzirom na vezu izmedu

rastvorljivosti na datim pH vrednostima i sadrzaja 7S, razumno je pretpostaviti da ce
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podjedinice 7S biti ukljucene u stabilizaciju emulzije na datim pH vrednostima. Kako na

pH 5 dolazi do izoelektricne precipitacije B konglicinina, polipeptidi nisu prisutni u

rastvoru, te samim tim stabilnost emulzije opada.

Tabela 10: Koeficijenti korelacije izmedu rastvorljivosti i ESI vrednosti na datom pH”

Rastvorljivost (%) ESI

pH 3 pH5 pH 6 pH 8
pH 3 0.75 -0.61 -0.66 -0.68
pH5 0.54 -0.79 -0.73 -0.72
pH 6 -0.74 0.85 0.85 0.84
pH 8 -0.51 0.50 0.47 0.54

*-Boldovane vrednosti su bile statisticki znacajne pri p < 0.05

Iz Tabele 5.10 takode se s obzirom na smer korelacija, moze pretpostaviti da

Su

razli€iti proteini bili razli¢ito zastupljeni u formiranju emulzije na datom pH. Kako je na

rastvorljivost na pH 3 najvedi uticaj imao sadrzaj kiselih polipeptida glicinina, moze se

pretpostaviti da ¢e njihov sadrzaj biti glavni faktor koji ¢e odredivati stabilnost emulzije na

pH 3. Suprotno tome, na pH 8 i pH 6 ocekuje se da ¢e a i o' 7S imati krucijalnu ulogu u

stabilizaciji emulzije na ovim pH vrednostima. Odredivanje koeficienata korelacije izmedu

sadrzaja pojedinac¢nih podjedinica i ESI vrednosti na datom pH, potvrdilo je ove

pretpostavke (Tabela 5.11).

Tabela 5. 11: Koeficijenti korelacije izmedu sadrzaja podjedinica 7S i 11S i vrednosti ESI®

Sadrzaj podjedinice (%)
ESI o a B B! Kisele | Bazne 11S/7S | K/B
pH 3 -0.41 -0.55 0.32 0.43 0.68 0.43 0.44 0.61
pH 5 -0.48 -0.52 0.29 0.38 0.32 -0.34 0.26 0.27
pH 6 0.85 0.92 -0.31 -0.61 -0.36 -0.1 -0.92 -0.42
pH 8 0.91 0.97 -0.42 -0.65 -0.32 -0.18 -0.88 -0.36

*-Boldovane vrednosti su bile statisticki zna¢ajne pri p < 0.05
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Odnos 11S/7S je bio negativno korelisan sa ESI na pH 6 i pH 8 (Tabela 5.11) sto je
u saglasnosti sa reultatima koje su Pesic i saradnici (2005) i moZe se objasniti smanjenom
rastvorljivoséu glicinina na ovim pH vrednostima. Medutim, na pH 3 sadrzaj kiselih
polipeptida, kao i sadrzaj baznih polipeptida, kao i odnos kiselih/baznim polipeptidima su
bili pozitivno korelisani sa ESI vrednostima. Ovi rezultati mogu biti objasnjeni
disocijacijom disulfidnih veza izmedu kiselih i baznih polipeptida, $to vodi poveéanju
povrsinske hidrofobnosti. Sadrzaj a i o' podjedinica bio je pozitivno korelisan sa ESI na pH
6 i pH 8. Tandag i saradnici (2005) takode su nasli da je sadrzaj o' subjedinice pozitivno
korelisan sa ESI. Medutim, verovatno usled smanjene rastvorljivosti sadrzaj [ podjedinice
bio je negativno korelisan sa ESI na pH 6 i pH 8, iako date korelacije nisu bile statisti¢ki
znacajne. Ali, statisticki znacajna negativna korelacija je nadena izmedu sadrzaja '
podjedinice i vrednosti ESI napH 6 i pH 8. Razliciti efekti a1 o' podjedinice u poredenju sa
efektima B i B' objasnjava se veCom fleksibilno$¢u ekstenzionih regiona a i a'( u poredenju
sa rigidnim regionom kore u 3 i B’ podjedinici), kao i glikozilaciji koja omogucava bolji
kontakt sa vodenom fazom (Maruyama i saradnici 1999, 2000 i 2004).

Zajednicki efekat subjedinica B konglicinina (o+ o’+ B) bio je pozitivno korelisan sa
ESI napH 6 i pH 8(F (3, 57) =44.05, p=0.0015, p <0.05).

Dakle, s obzirom na vezu izmedu rastvorljivosti i ESI vrednosti dobijeni rezultati za
ESI mogu se objasniti na slede¢i nacin: najnize vrednosti ESI na pH 5 posledica su
izoelektricne precipitacije 7S. Kao rezultat smanjenja rastvorljivosti 1 promene velicine
Cestica (Mo i saradnici, 2011), ESI na pH 3 je nizi u poredenju sa ESI na pH 8. Verovatno
objasnjenje za povecan ESI na pH 8 u poredenju sa ESI na pH 6 jeste u tome $to promenom
pH ka baznijim vrednostima, dolazi do formiranja "stopljene globule” (Jiang i saradnici,
2009).
Ukoliko se vrednosti za ESI dovedu u korelaciju sa ukupnim proteinima, dobijaju se
rezultati prikazani u Tabeli 5.12. Za razliku od rezultata prijavljenih od strane PeSic i
saradnika (2005), gde odnos monomernog ka dimernom glicininu uslovljava pozitivnu
korelaciju izmedu sadrzaja ukupnih proteina i ESI vrednosti, kod ispitivanih genotipova

nije nadena takva zavisnost.
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Tabela 5. 12: Korelacioni koeficijenti izmedu vrednosti ESI i sadrzaja ukupnih proteina”

ESI pH 3 pH 5 pH 6 pH 8
Ukupni proteini
(mg/g suve mase) 0.41 -0.29 -0.25 -0.39

*-Boldovane vrednosti su bile statisticki znacajne pri p < 0.05
5.4.2. Emulgujuca aktivnost

Sli¢no kao i za ESI, EAI vrednosti su bile najmanje na pH 5 i najvece na pH 8
(Slika 5.10). Premda bi povecanje hidrofobnosti do koga je doslo denaturacijom 7S na pH
5 trebalo da dovede do nesto visih vrednosti EAI na pH 5, verovatno su drugi faktori, kao

Sto su protein-protein interakcije, uslovile nize vrednosti EAl na pH 5 od oc¢ekivanih.
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Slika 5.10. EAI vrednosti ispitivanih genotipova na razli¢itom pH

Ponovo je radi objasnjenja potrazena zavisnost sa rastvorljivos¢u (Tabela 5.13).
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Tabela 13: Koeficijenti korelacije izmedu rastvorljivosti i EAI vrednosti na datom pH”

EAI
Rastvorljivost (%) pH 3 pH 5 pH 6 pH 8
pH3 0.63 0.08 0.62 0.66
pH 5 0.51 -0.05 0.36 0.39
pH 6 -0.64 0.08 -0.69 -0.59
pH 8 -0.41 0.1 -0.43 -0.62

*-Boldovane vrednosti su bile statisticki znacajne pri p < 0.05

Za razliku od ESI, vrednosti EAI bile su negativno korelisane sa rastvorljivos¢una
pH 6 i pH 8 i pozitivno korelisane sa rastvorljivos¢u proteina na pH 3. Objasnjenje za
nedostatak korelacije na pH 5 moze biti u maloj ukupnoj koncentraciji proteina, $to dovodi
i do lakog naruSavanja strukture emulzije. PoSto su glavni faktori koji su odredivali
rastvorljivost na pH 3 bili sadrzZaj kiselih polipeptida i odnos 11S/7S (Tabela 5.8), ana pH 6
i pH 8 sadrzaj o i o' (Tabela 5.8), tj. sadrzaj 7S (Tabela 5.9), pretpostavljeno je da razlicite
proteinske frakcije utiCu na stabilnost i na aktivnost emulzije i da ¢e primarni efekat na
aktivnost emulzije imati odnos 11S/7S i sadrzaj kiselih polipeptida. Rezultati korelacione

matrice (Tabela 5.14) potvrdili su ovu pretpostavku.

Tabela 5.14: Koeficijenti korelacije izmedu sadrzaja podjedinica 7S i 11S i vrednosti EAI”

Sadrzaj podjedinice (%)
EAI
o a B B' Kisele Bazne 11S/7S K/B
pH 3 -0.26 -0.34 0.22 0.33 0.69 0.58 0.91 0.61
pH 5 -0.34 -0.45 0.14 0.21 0.43 0.28 0.77 0.42
pH 6 -0.78 -0.86 0.33 0.47 0.53 0.36 0.96 0.51
pH 8 -0.82 -0.9 0.27 0.39 0.82 0.3 0.97 0.73

*-Boldovane vrednosti su bile statisti¢ki znacajne pri p < 0.05

Kao §to je pretpostavljeno, za razliku od ESI vrednosti, EAI vrednosti su pokazale

pozitivnu korelaciju sa odnosom 11S/7S na svim ispitivanim pH vrednostima. Ovi rezultati
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su u skladu sa rezultatima koje su prijavili Pesi¢ i saradnici (2005) i Santiago i saradnici
(1998) 1 potvrduju nalaze da genotipovi sa nizim sadrzajem 7S imaju vise vrednosti za EAL.
Ovi rezultati dodatno su podrzani postojanjem nagativnih korelacija izmedu sadrzaja a i o'
subjedinica sa vrednostima EAI na pH 6 i pH 8. Takode, ANOVA test je pokazao da je
zajedni¢ki uticaj a+o+p subjedinice bio negativno korelisan sa vrednostima EAI na pH 5,
pH 6 i pH 8 (F (1,17) = 6.34, p = 0.05). Na pH 6, sadrzaj ' podjedinice bio je pozitivno
korelisan sa EAl na pH 6 i pH 8, ali samo je na pH 6 korelacija bila statisticki znacajna.
Sadrzaj B podjedinice takode je bio pozitivno korelisan sa EAIl na pH 6 i pH 8, premda te
korelacije nisu bile statisti¢ki znacajnepri nivou znacajnosti p = 0.05. Navedeno pokazuje
da povecanje hidrofobnosti igra znacajniju ulogu u aktivnosti, nego u stabilnosti emulzije,
Sto odgovara hipotezi Moline i saradnika (2001). Pozitivna korelacija je nadena izmedu
sadrzaja kiselih polipeptida, odnosa kiselih i baznih polipeptida, kao i zajednickog sadrzaja
kiselih i baznih polipeptida i vrednosti EAI na pH 3. Ovakva pozitivna korelacija je
oc¢ekivana kada se ima u vidu efekat kiselih subjedinica na rastvorljivost na pH 3. Pozitivna
korelacija je takode nadena izmedu sadrzaja kiselih polipeptida i vrednosti EAI na pH 6 i
na 8. Ovi rezultati se mogu objasniti promenom forme 11S usled promene pH. Takve
promene vode povecéanju hidrofobnosti na interfaznoj povrsini (Chove, Grandson i Lewis,
2007). Takode, rezultati ukazuju da kiseli polipeptidi pokazuju vise EAI vrednosti u
poredenju sa glicininom, $to je u skladu sa rezultatima Yuan-a i saradnika (2009).

Kako bi se potvrdilo da razlic¢iti faktori deluju na aktivnost i na stabilnost emulzije,
nadeni su korelacioni koeficenti izmedu EAI I ESI vrednosti na ispitivanim pH (Tabela 5.
15). 1z tabele se moze videti da je negativna korelacija nadena izmedu vrednosti ESI | EAI
na pH 6 1 pH 8, dok je pozitivna korelacija nadena izmedu vrednosti ESI 1 EAI na pH 3.
Ovakava pozitivna korelacija na pH 3 ima smisla, jer su vrednosti i ESI i EAI na pH 3

zavisne od sadrzaja kiselih polipeptida i odnosa 11S/7S.
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Tabela 15: Korelacioni koeficijenti izmedu ESI i EAI vrednosti na datom pH”

EAI
ESI pH 3 pH 5 pH 6 pH 8
pH 3 0.75 -0.37 0.27 0.41
pH 5 0.26 0.24 0.11 0.21
pH 6 -0.36 0.28 -0.53 -0.39
pH 8 -0.35 0.31 -0.39 -0.49

*-Boldovane vrednosti su bile statisti¢ki zna¢ajne pri p < 0.05

Kako nije nadena zavisnost izmedu sadrzaja ukupnih proteina i stabilnosti emulzije,
pokusano je da se utvrdi da li takva zavisnost postoji u slu¢aju aktivnosti emulzije (Tabela
5.16). Kao $to se moze videti iz Tabele 16, takva zavisnost je zaista nadena u slucaju
vrednosti EAIl na pH 6 i EAI na pH 8. Kako su sadrzaj kiselih polipeptida, kao i sadrzaj
glicina bio pozitivno korelisan sa sadrzajem ukupnih proteina (Tabela 5.7), a u isto vreme
pokazao pozitivnu korelaciju sa EAI na pH 6 i EAI na pH 8 (Tabela 5.14), ovakva

zavisnost moze se pripisati uticaju sadrzaja kiselih polipeptida.

Tabela 5.16: Korelacioni koeficijenti izmedu vrednosti EAI i sadrzaja ukupnih proteina”

EAI pH 3 pH 5 pH 6 pH 8
Ukupni proteini
(mg/g suve mase) 0.36 0.07 0.48 0.53

*Boldovane vrednosti su bile statisticki znac¢ajne pri p < 0.05

Tri glavne komponente utiCu na stabilnost emulzije, aktivnost emulzije i
rastvorljivost. Prva glavna komponenta (koja objasnjava 62.7 % ukupne varijabilnosti) je
korelisana sa rastvorljivoséu i ESI vrednostima na svim pH, dok su vrednosti EAI
korelisane sa drugom glavnom komponentom. Usled jacine i smera njihove korelacije sa
glavnim komponentama, sled¢e karakteritike kovariraju u istom smeru: ESI i rastvorljivost
na pH 3, ESI i rastvorljivost na pH 6 i ESI i rastvorljivost na pH 8. Navedeno ukazuje na
pozitivnu korelaciju izmedu rastvorljivosti i stabilnosti emulzije. Suprotno tome, smanjenje

rastvorljivosti izaziva povecanje emulgujuce aktivnosti.
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5.5.  Reoloske osobine sojinih proteina

Kako bi se dobili poredivi rezultati, tj. da bi se postiglo da ukupna koncentracija

proteina u gelu bude uniformna, najpre su odredeni stepeni bubrenja gelova (Slika 5. 11).
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Slika 5.10. Stepeni bubrenja (q) proteinskih gelova za ispitivane uzorke

Kao $to se moze videti sa Slike 5.10, stepeni bubrenja veoma su varirali medu
uzorcima i kretali su se u opsegu 13.22 % - 30.14 %. Navedeno ukazuje na razli¢it stepen
umrezenosti, tj. na varijacije u poroznosti gelova, $to je u skladu sa rezultatima koje su
prijavili Renkema i saradnici (2004). Kako bi se potvrdila pretpostavka da ¢e gelovi sa
veéim stepenom bubrenja imati "losije"” reoloske osobine, merene su vrednosti za modul
kutosti (G'), modul elasti¢nosti (G"), kao vrednosti tangensa ugla mehanickih gubitaka (tan
d) u opsegu frekvencije 0.1-100 rad/s.

Radi ilustracije, na Slici 5.11 i Slici 5.12, prikazana su merenja vrednosti G', G" i
tan 6 za uzorak Valjevka (2010) koja je dao “meke“gelove i uzorka Proteus (2010) koji je

dao ,,Cvrste* gelove.
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Slika 5.11: Vrednosti G', G" (A) i tan & (B) za uzorak Valjevka 2010
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Kako se moze videti sa Slika 5.11 i 5.12 vrednosti za G' su manje, tj. vrednosti za
G" (i konsekventno tan §) Su vise za uzorak koji daje “mekse” gelove, Sto znaci da se
“meksi” gelovi karakteriSu vecom viskoznos¢éu. Medutim, pored ovih, oc¢ekivanih, rezultata
moze se uociti da su u slucaju "¢vrs¢ih" gelova varivanja za vrednosti i G' i G" znatno
manja nego u slucaju "meksSih" gelova. Ovakvi rezultati upucuju na ¢injenicu da kod
"meksih" gelova dolazi do formiranja neuniformne mreze, tj. do stvaranja konglomerata u
gelu. Ovakvi rezultati u skladu su sa rezultatima dobijenim od strane Renkema-e i
saradnika (2000, 2004). Ukoliko se prihvate nalazi Renkeme da gelovi koji pokazuju veéu
viskoznost takode imaju i veci sadrzaj B konglicinina, to dalje znaci da bi morala postojati
korelacija izmedu podedini¢nog sastava 7S i 11S sa svojstvima gela. Kako bi se kroz
korelacije potvrdila ili opovrgla ovakva pretpostavka, najpre je bilo potrebno odluditi na
kojoj frekvenciji ¢e se uzimati vrednosti G' za uspostavljanje korelacija. Kako se moze
videti sa Slike 5.13, vrednosti G' pokazivale su najvece varijacije medu uzorcima na
frekvenciji 100 rad/s. Stoga su srednje vrednosti G' (oznacene u daljem tekstu G'i0o)

uzimane za uspostavljanje korelacija.
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Slika 5.13: Srednje vrednosti za G' za ispitivane uzorke u opsegu frekvencija 0.1-100 rad/s
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Ukoliko se sada razmataju vrednosti stepena bubrenja i G ’100za dati proteinski gel,

dobijaju se rezultati prikazani na Slici 5.14:
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Slika 5.14: Zavisnost vrednosti G 100 i Stepena bubrenja (q). A- rezultati za uzorke iz 2010;

B- rezultati za uzorke iz 2011



Sa Slike 5.14 moze se uociti dagelovi sa nizim stepenom bubrenja imaju vece
vrednosti G '100. Da bi se objasnila zavisnost stepena bubrenja od sastava uzorka, uradene su

korelacije sa pojedina¢nim podjedinicama 7S i 11S (Tabela 5.17)

Tabela 5.17: Koeficijenti korelacije izmedu sadrzaja podjedinica 7S i 11S i vrednosti g

Sadrzaj  podjedinice
(%) a' a B B! Kisele Bazne 11S/7S K/B
q (%) 0.57 0.46 -0.23 | -0.31 | -0.65 -0.26 -0.78 -0.61

*-Boldovane vrednosti su bile statisti¢ki znacajne pri p < 0.05, K/B-odnos kiselih prema baznim polipeptidA

Moze se zakljuciti da se vrednosti stepena bubrenja mogu objasniti kroz postojanje
pozitivne korelacije izmedu sadrzaja o' i a 1 stepena bubrenja. o’ i a se karakterSu visokim
sadrzajem polarnih aminokiselina (Zheng i saradnici, 2009) i glikozidnih ostataka, S$to
olakSava adsorpciju vode. Ova zavisnost je jo§ izraZenija ukoliko se posmatra zajednicki
efekat sadrzaja o' i o subjedinice i stepena bubrenja (F (2,51)= 88.06, p=0.0019, p<0.05).
Stepen bubrenja bio je negativno korelisan sa sadrzajem kiselih polipeptida, odnosom
11S/7S, kao i odnosom kiselih/baznih polipeptida. Zbog svoje rigidnije strukture i vece
nepolarnosti,gelovi sa visokim odnosom 11S/7S ne ucestvuju u adsorpciji vode i imaju
znatno manje stepene bubrenja.

S obzirom da je sadrzaj kiselih polipeptida, kao i odnos 11S/7S i odnos K/B bili
negativno korelisani sa stepenom bubrenja, o¢ekivano je da ¢e ove vrednosti biti U
pozitivnoj korelaciji sa G "100. Zavisnosti vrednosti G 100 od odnosa 11S/7S i odnosa Kiselih
prema baznim polipeptidima prikazani su na Slikama 5. 15i 5.16.

Sa Slike 5.15, moze se videti da gelovi sa visim odnosom 11S/7S grade uniformne
mreze sa malim porama i pokazuju vece vrednosti G’100. Promena odnosa 11S/7S imala je
najveci uticaj na vrednosti G’100. Povecanje odnosa 11S/7S za 71 % rezultuje u povecanju
G’100za 220 %. Ovi rezultati su u skladu sa rezultatima koje su dobili Renkema i saradnici
(2000) i Varzakas i saradnici (2011). Kao $to su Renkema i saradnici (2000) objavili, na pH
vrednosti na kojoj su gelovi pripremani (pH 6.8) prevashodno je 11S ukljucen u proces

geliranja i nastali gelovi su stabilizovani disulfidnim vezama (Renkema i saradnici, 2004).
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Pri datoj jonskoj sili, p konglicinin postoji u rastvoru kao smeSa monomera (7S) i dimera

(9S), sto moze rezultovati u stvaranju B-konglicinskih klastera koji sprecavaju formiranje

uniformne mreze.
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Slika 5.15: Zavisnost G’100 0d odnosa 11S/7S. A- rezultati za uzorke iz 2010, B-rezultati za

uzorke iz 2011
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Gelovi sa visokim odnosom kiselih/baznih polipeptida (Slika 5.16) karakteriSu se

visokim vrednostima G’ 100,
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Slika 5.16: Zavisnost G’100 0od odnosa kiselih prema baznim polipeptidima (K/B). A-

zavisnost za uzorke iz 2010, B-zavisnost za uzorke iz 2011
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Pozitivna korelacija izmedu odnosa kiselih/baznih polipeptida i vrednosti G’100
moze se objasniti uceS¢em kiselih polipeptida u gradenju glicininske mreze (Nik i
saradnici, 2011). Medutim, s obzirom das u gelovi pripremani na pH blizu neutralnog,
dodatni faktor moze biti relativno niska rastvorljivost baznih polipeptida na datom pH. S
obzirom da su u neutralnoj sredini kiseli polipeptidi dobro rastvorljivi, navedeno bi moglo
da objasni njihov pozitivan efekat u poredenju sa baznim polipeptidima. Dodatno
objasnjenje moze biti da, usled slabe rastvorljivosti bazni polipeptidi u gelu stvaraju
agregate (Renkema i saradnici, 2002), pa daju gelove znatno neuniformnije strukture u
poredenju sa gelovima dobijenim iz uzoraka sa ve¢im odnosom kiselih/baznih polipeptida.

Pomalo iznenadujuce, kada se razmotri zavisnost vrednosti G’100 od sadrzaja ', vidi
se da su gelovi sa nizim sadrzajem ' podjedinice imali vec¢e vrednosti G’100. Na osnovu
hidrofobne strukture ' podjedinice moglo bi se oéekivati da je postoji pozitivna korelacija
izmedu sadrzaja ' podjedinice i vrednosti G’100. Dva su mogucéa objasnjenja za takvu
zavisnost. Prvo zbog postojanja ranije nadene negativne korelacije izmedu rastvorljivosti 1
sadrzaja B' podjedinice, moguce je da B' podjedinica dovodi do gradenja agregata u gelu i
na taj nacin smanjuje njegovu elasticnost. Drugo moguée objasnjenje je u tome Sto f'
podjedinica, zbog velikog sadrzaja nepolarnih aminokiselina, ne moze da stupa u gradenje
elektrostatickin veza koje su predlozene kao glavni mehanizam za stabilizaciju
konglicinskih gelova. Takode, usled malog sadrZzaja aminokiselina koje sadrze sumpor
(Coates i saradnici, 1985), ne mogu da grade disulfidne mostove koje Maruyama i saradnici
(1999, 2004) navode kao dodatan mehanizam stabilizacije gelova pravljenih od 7S
proteina. Usled sli¢nosti strukture, sadrzaj B podjedinice takode je bio negativno korelisan
sa vrednostima modula krutosti, premda ta korelacija nije bila statisticki znacajna. Njihov
zajednicki efekat na ¢vrstinu gela (F (2,51) = 55.67, p= 0.029 pri p<0.05) takode je
negativan. Isti razlozi koji objasnjavaju negativan uticaj sadrzaja i ' podjedinice na
¢vrstinu gela, objasnjavaju i uticaj sadrzaja a i of podjedinice (Tabela 5. 18). Naime, iako bi
se ocekivalo da zbog pozitivne korelacije sa stepenom bubrenja sadrzaj a i o' podjedinice
bude negativno korelisan sa vrednostima G’10o, statisti¢ki znacajna korelacija nije nadena.
Ovo moze ukazivati na prevagu stabilizacije gelova elektrostatickim silama i disulfidnim

mostovima u poredenju sa efektom adsorpcije vode. Ovakvi nalazi u skladu su sa
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rezultatima dobijenim od Qi i saradnika (2011), a suprotni rezultatima prijavljenim od

strane Bin Mohamed i saradnika (2004).
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Slika 18: Zavisnost G’100 od sadrzaja B' podjedinice. A- zavisnost za uzorke iz 2010, B-

zavisnost za uzorke iz 2011
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Tabela 5.18: Koeficijenti korelacije izmedu sadrzaja podjedinica 7S i 11S i vrednosti G "100*

Sadrzaj  podjedinice
(%) a' a B B! Kisele Bazne 11S/7S K/B
G100 -0.32 -0.28 -0.45 | -0.73 | 0.79 0.48 0.97 0.65

*- Boldovane vrednosti bile su statisti¢ki zna¢ajne pri p < 0.05

Medutim, sa Slike 5.15 i 5.16. moze se videti da su vrednosti G '100 bile relativno
visoke kod genotipova koji imaju i visok sadrzaj ' subjedinice i visok odnos 11S/7S i visok
odnos kiselih/baznih polipeptida. Navedeno ukazuje da je efekat visokih odnosa 11S/7S i
kiselin/baznih polipeptida izraZeniji od efekta sadrzaja B' podjedinice. Dakle, radije nego
razvrstavanje prema efektima pojedina¢nih podjedinica, uticaj sastava na Cvrstinu gela
treba posmatrati kao zajednicki efekat prisutnih polipeptida.

Iz rezultata analize glavnih komponenti, moze se zakljuciti da 3 komponente
objasnjavaju variranje u reoloskim svojstvima. Odnos 11S/7S, stepen bubrenja i sadrzaj '
podjedinice korelisani su sa prvom glavhom komponentom. Druga glavna komponenta
korelisana je sa sadrzajem baznih i kiselih polipeptida i sadrzajem [ podjedinice. Treca
glavna komponenta korelisana je sa dve originalne promenljive (sadrzajem a' i sadrzajem
a). Ovakve korelacije ukazuju da ¢e gelovi sa visokim stepenom bubrenja i visokim
sadrzajem PB' podjedinice ispoljiti "losa" reoloska svojstva, dok ¢e gelovi sa visokim
odnosom 11S/7S i visokim odnosom kiselih/baznih polipeptida imati visoke vrednosti
G "100.
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6. ZAKLJUCAK

Rezultati ovih istrazivanja vode do sledecih zakljucaka:

1. S obzirom na razlike u subjedini¢nom sastavu izmedu istog genotipa iz dve razlicite
godine, moze se zakljuciti da i faktori sredine uti¢u na podjedini¢ni sastav proteina
soje, a samim tim i na tehnoloska funkcionalna svojstva proizvoda od soje. Sve
domace sorte soje karakterisale su se prisustvom ' podjedinice, a HP sorte
karakterisu se smanjenim sadrzajem ' podjedinice. lako je uoceno da je u
visokoproteinskim sortama soje bio manji sadrzaj B' podjedinice, korelacija p'
podjedinice i sadrzaja ukupnih rastvorljivih proteina nije bila statisticki znacajna,
S§to se moze objasniti velikim varijacijama u sadrzaju ostalih podjedinica 7S i 11S
proteina. Sadrzaj o' podjedinice bio je negativho korelisan kako sa sadrzajem
ukupnih rastvorljivih proteina, tako i neo¢ekivano sa sadrzajem 11S. Ovakav uticaj
sadrzaja o' podjedinice bi mogao da objasni korelaciju izmedu sadrzaja 7S 1 11S u
ukupnim rastvorljivim proteinima. Objasnjenje zasto je sadrzaj 11S pokazao vecu
korelaciju sa sadrzajem ukupnih rastvorljivih proteina u poredenju sa sadrzajem 7S,
moze se pronac¢i u postojanju jake pozitivne korelacije izmedu sadrzaja kiselih i
baznih polipeptida i sadrzaja ukupnih rastvorljivih proteina. Ovakva zavisnost
objasnila bi zasto kod visokoproteinskih sorti dolazi do povecanja sadrzaja 11S.
Medutim kako takvo povecanje 11S nije dovoljno da znacajnije promeni odnos
11S/7S nije nadena statisticki znacajna korelacija izmedu odnosa 11S/7S i sadrzaja
ukupnih rastvorljivih proteina.

2. Rezultati 2D elektroforeze ukazuju da ekstrakcija Tris puferom nije pogodan metod
ekstrakcije za analizu sojinih proteina 2D elektroforezom. Kao najefikasniji metod
pokazala se ekstrakcija tiourea-urea puferima. Na osnovu 2D elektroforeze 7S
frakcije, mogu se pronaci tacke koje po masi i pl vrednosti odgovaraju
podjedinicama f konglicinina i razlikovati sorte koje se razlikuju po sintezi i p'

podjedinice.
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3.

lako je na svim pH vrednostima, nadena je pozitivna korelacija izmedu
rastvorljivosti i sadrzaja rastvorljivih proteina, sadrzaj rastvorljivih proteina na pH 3
bio je negativno korelisan sa rastvorljivoséu na pH 6 i pH 8 i sadrzaj rastvorljivih
proteina na pH 5 bio je negativno korelisan sa rastvorljivoséu na pH 6. Ovakvi
rezultati ukazuju da razlic¢iti polipeptidi uti¢u na rastvorljivost pri pH 3, pH 6 i pH 8.
Takvi rezultati potvrdeni su postojanjem pozitivnih korelacija izmedu sadrzaja 7S i
rastvorljivosti na pH 6 i pH 8 1 sadrzaja 11S i rastvorljivosti na pH 3. Od
podjedinica 7S, pozitivnu korelaciju sa rastvorljivos¢u na pH 6 i pH 8 pokazao je
sadrzaj o i o' podjedinice, dok je sadrzaj ' podjedinice na pH 6 i pH 8 bio
negativno korelisan sa rastvorljivoséu. Ovakve razlike u efektu podjedinica na
rastvorljivost mogu se objasniti razlikama u strukturi, tj. vecom hidrofobnoscu ' i 3
podjedinice u poredenju sa a i o' podjedinicama. Na rastvorljivost na pH 3 najveci
uticaj pokazao je odnos 11S/7S i odnos kiselih/baznih polipeptida. Veci uticaj
sadrzaja Kiselih polipeptida u predenju sa uticajem sadrzaja baznih polipeptida moze
se objasniti slabijom rastvorljivoséu baznih polipeptida na posmatranom pH.
Neocekivano, sadrzaj B’ podjedinice bio je negativno korelisan sa sadrzajem
ukupnih proteina, §to bi moglo biti dodatno objasnjenje zasto visokoproteinski
genotipi pokazuju niski sadrzaj ' podjedinice.

Iako ocekivano (zbog njihove hidrofobnosti), ' i p podjedinice nisu pokazale
pozitivnu korelaciju sa vrednostima EAI na pH 6 i pH 8. Medutim, zbog negativnog
uticaja na rastvorljivost, sadrzaj ' podjedinice je negativno Kkorelisan sa
vrednostima ESI na pH 6 i pH 8. Sadrzaj o i o' podjedinica bio je pozitivho
korelisan sa ESI na pH 6 i pH 8. Odnos 11S/7S je negativno korelisan sa ESI na pH
61pHS.

Na svim posmatranim pH vrednostima, osim na pH 5, vrednosti ESI pokazuju
korelaciju sa rastvorljivoscu. S obzirom na postojanje takve korelacije, isti faktori
koji su uticali na povecanje rastvorljivosti na datom pH uticace i na vrednosti ESI.
Dakle, sadrzaj a i o podjedinica bio je pozitivno korelisan sa vrednostima ESI na pH
6 1 pH 8, dok je sadrzaj B' podjedinice na datim vrednostima pokazivao negativnu

korelaciju sa ESI vrednostima. Premda je i sadrzaj B podjedinice bio negativno
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korelisan sa vrednostima ESI na pH 6 i pH 8, ova korelacija nije bila statisticki
znacajna. Na pH 3 sadrzaj kiselih polipeptida, kao i sadrzaj baznih polipeptida, kao i
odnos kiselih prema baznim polipeptidima su bili pozitivno korelisani sa ESI
vrednostima.

. Za razliku od ESI, vrednosti EAI bile su negativno korelisane sa rastvorljivos¢u na
na pH 6 i pH 8 i pozitivno korelisane sa rastvorljivos¢u na pH 3. S obzirom na
nadenu negativhu Kkorelaciju izmedu rastvorljivosti i vrednosti EAI, moze se
ocekivati da ¢e faktori koji doprinose smanjenju rastvorljivosti na datoj pH usloviti
povecanje vrednosti EAI i zaista genotpovi sa ve¢im sadrzajem a i o' podjedinice
pokazivali su manje vrednosti EAl na pH 6 i pH 8, dok su genotipovi sa ve¢im
sadrzajem (> podjedinice imali manje vrednosti EAI na pH 6 i pH 8. Sadrzaj B
podjedinice takode je bio pozitivno korelisan sa EAI na pH 6 i pH 8, premda te
korelacije nisu bile statisticki znacajne pri nivou znacéajnosti p = 0.05. Kako je EAI
bio pozitivno korelisan sa rastvorljivosé¢u na pH 3, logi¢no bi bilo pretpostaviti da ¢e
faktori koji doprinose poveéanju rastvorljivosti na pH 3, imati i pozitivan uticaj na
vrednosti EAL. Ova pretpostavka potvrdena je kroz postojanje pozitivnih korelacija
izmedu odnosa 11S/7S i sadrzaja kiselih polipeptida sa vrednostima EAI na pH 3.
Ovi rezultati se mogu objasniti promenom forme 11S iz dimera u monomer usled
promene pH. Ukoliko se uzme u obzir pozitivna korelacija izmedu vrednosti EAI na
svim ispitivanim pH, kao i pozitivna korelacija izmedu sadrzaja ' podjedinice i
vrednosti EAI na pH 6, moZe se zakljuciti da je hidrofobnost krucijalni faktor koji
uti¢e na aktivnost emulzije. Za razliku od vrednosti ESI, vrednosti EAI na pH 6 i
pH 8 bile su pozitivno korelisane sa sadrzajem ukupnih proteina. Kako je ve¢ ranije
pomenuto, nadeno je da je sadrzaj glicinina, kao i sadrzaj kiselih polipeptida
pozitivno korelisan sa sadrZzajem ukupnih proteina. S obzirom na pozitivnu
korelaciju sadrzaja glicinina i sadrzaja kiselih polipeptida na vrednosti EAI, ovakva
zavisnost moze se pripisati uticaju sadrzaja kiselih polipeptida i ukupnoj koli¢ini
glicinina u datom genotipu.

Glavni faktori koji uticu na reolosSke osobine sojinih gelova su: odnos 11S/7S,

stepen bubrenja, odnos kiselin/baznih polipeptida i sadrzaj B' podjedinice.
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Genotipovi sa visokim odnosom 11S/7S davali su gelove sa ve¢im vrednostima
modula krutosti i pri dinamicko mehani¢koj analizi su pokazivali manje varijacije.
Objasnjenje ovakvog uticaja lezi u rigidnosti strukture glicinina i njegovoj
hidrofobnosti, sto omogucava gradenje uniformnijin gelova veéeg stepena
umrezenosti. Nasuprot tome, gelovi sa ve¢im stepenom bubrenja pokazivali su nize
vrednosti modula krutosti. Zbog njihovog viskog stepena glikozilacije i velikog
sadrzaja polarnih aminokiselina, gelovi sa vec¢im sadrzajem o' i a subjedinice
pokazivali su vece vrednosti stepena bubrenja. Medutim, sadrzaj o i o' podjedinice
nije pokazivao negativnu korelaciju sa vrednostima za modul krutosti. Objasnjenje
lezi u moguénosti gradenja elektrostatickih 1 disulfidnih veza koje mogu
stabilizovati strukturu gela. Verovatno usled nemoguénosti gradenja ovog tipa veza,
sadrzaj B' podjedinice bio je negativno korelisan sa vrednostima modula krutosti.
Medutim, s obzirom na to da je ovakva korelacija bila znatno niza u poredenju sa
korelacijom izmedu odnosa 11S/7S i modula krutosti, gelovi koji imaju i visok
sadrzaj B' podjedinice i visok odnos 11S/7S ¢e pokazivati relativno visoke vrednosti
za modul krutosti.

Navedeni rezultati ukazuju da ¢e genotipovi sa ve¢im sadrzajem B'i § podjedinica 8
konglicinina pokazivati slabiju rastvorljivost, ali ¢e imati pozitivan efekat na
sposobnost gradenja emulzije. Genotipovi sa veé¢im sadrzajem o i o' podjedinica
pozitivno ¢e uticati na rastvorljivost i stabilnost emulzije na neutralnim pH
vrednostima. Premda ¢e genotipovi sa ve¢im sadrzajem B' podjedinice graditi
"mekse" gelove, efekat ovog polipeptida na reoloska svojstva moze biti amortizovan
nekim drugim faktorima, kao $to je odnos 11S/7S. Takode, premda ¢e genotipovi sa
veéim sadrzajem a i o' podjedinica pokazivati vece stepene bubrenja, uticaj sadrzaja
a i o' podjedinica na modul krutosti takode ¢e zavisiti od njihove moguénosti da

stabilizuju strukturu gela gradenjem disulfidnih veza.
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7. SPISAK SKRACENICA

11S-glicinin

7S-B konglicinin

9S-dimerni oblik B konglicinina
AMPK- AMP-aktivirana protein kinaza
ANOVA-analiza varijanse
BBI-Bouman-Bark-ov inhibitor

BSA- govedi serum albumin

CAMP- cikli¢ni adenozin monofosfat
DMA-dinamic¢ko mehanicka analiza
EAI- indeks aktivnosti emulzije
ER-endoplazmati¢ni retukulum

ESI- indeks stabilnosti emulzije

GOT- aspartat transaminaza
IgE-imunoglobilin E

IRNK- informaciona ribonukleinska kiselina
KTI- inhibitor Kunitz-ovog tipa

LDH- laktat dehidrogenaza
LDL-lipoprotein male gustine

PKA- protein kinaza A

g- stepen bubrenja

SDS PAGE-poliakrilamidna elektroforeza u denaturacionim uslovima

SPI- izolat sojinih proteina
tan o- tangens ugla mehanickih gubitaka
TCA-trihlorsiréetna kiselina
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8. PRILOG

PRILOG 8.1: SDS PAG elektroforegrami i denzitogrami pojedina¢nih uzoraka
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Slika 8.1.1. SDS PAG elektroforegram uzorka Valjevka 2010
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Slika 8.1.2. SDS PAG elektroforegram uzorka Armaviskaja 2010
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Slika 8.1.3. SDS PAG clektroforegram uzorka Novosadanka 2011
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Slika 8.1.4. SDS PAG elektroforegram uzorka Trijumf 2010
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Slika 8.1.5. SDS PAG elektroforegram uzorka Armaviskaja 2011
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Slika 8.1.6. SDS PAG elektroforegram uzorka Vojvodanka 2010
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Slika 8.1.7. SDS PAG elektroforegram uzorka Trijumf 2011
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Slika 8.1.8. SDS PAG elektroforegram uzorka VVojvodanka 2011
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Slika 8.1.9. SDS PAG elektroforegram uzorka Favorit 2011
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Slika 8.1.10. SDS PAG elektroforegram uzorka Maple Glen 2010
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Slika 8.1.11. SDS PAG elektroforegram uzorka Valjevka 2011
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Slika 8.1.12. SDS PAG elektroforegram uzorka Proteus 2010
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Slika 8.1.14. SDS PAG elektroforegram uzorka Novosadanka 2010

82



200

150 7
100 i lwfq\lf It f *.fn /j\u%
|:IIII 50 100 150 200 250 300 350

IIE3E © B .

Slika 8.1.15. SDS PAG elektroforegram uzorka Maple Glen 2011
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Slika 8.1.16. SDS PAG elektroforegram uzorka Favorit 2010
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PRILOG 8.2: Denzitometrijski rezultati 2D elektroforeze

Tabela 8.2.1. Intenzitet, povrSina i pozicija tacaka na 2D elektroforegramu uzorka Proteus

2010

Intenzitet tacke Povrsina | X pozicija| Y pozicija
(u inverznim pikselima) tacke tacke tacke
12239 97 158 145
13322 97 177 173
15244 97 291 250
17949 97 298 261
16637 97 347 290
13754 97 350 270
14923 97 355 283
14785 97 363 279
17949 97 383 399
14239 97 382 288
14875 97 383 145
10349 97 345 280
16037 97 347 290
17149 97 377 333
13222 97 307 399
18745 97 400 405
18468 97 412 175
18029 97 414 368
17149 97 377 336
18923 97 413 395
5794 97 585 234
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Tabela 8.2.2: Intenzitet, povrSina i pozicija taaka na 2D elektroforegramu uzorka

Novosadanka 2010

Intenzitet tacke Povrsina | X pozicija| Y pozicija
(u inverznim pikselima) taCke tacke tacke
13011 97 158 145
12967 97 177 173
15041 97 291 250
16841 97 298 261
17017 97 347 290
12986 97 350 270
13567 97 355 283
14092 97 363 279
14265 97 372 277
17329 97 383 399
13937 97 382 288
15172 97 383 145
10689 97 345 280
15974 97 347 290
17423 97 377 333
13409 97 307 399
18897 97 400 405
18641 97 412 175
17964 97 414 368
16213 97 377 336
17641 97 413 395
6025 97 585 234
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Tabela 8.2.3: Intenzitet, povr$ina i pozicija ta¢aka na 2D elektroforegramu uzorka Valjevka
2010

Intenzitet tacke Povrsina | X pozicija| Y pozicija
(u inverznim pikselima) taCke tacke tacke
13005 97 158 145
13027 97 177 173
15532 97 291 250
16451 97 298 261
16897 97 347 290
12266 97 350 270
14762 97 355 283
15108 97 363 279
13972 97 372 277
17521 97 383 399
13402 97 382 288
15543 97 383 145
10127 97 345 280
16018 97 347 290
17226 97 377 333
13386 97 307 399
18643 97 400 405
18872 97 412 175
17654 97 414 368
16531 97 377 336
17943 97 413 395
5124 97 585 234
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Tabela 8.2.4: Intenzitet, povrSina i pozicija tataka na 2D elektroforegramu uzorka Proteus
2011

Intenzitet tacke Povrsina | X pozicija| Y pozicija
(u inverznim pikselima) taCke tacke tacke
13313 97 158 145
14056 97 177 173
14931 97 291 250
16674 97 298 261
17211 97 347 290
14125 97 350 270
15587 97 355 283
16032 97 363 279
17558 97 383 399
15105 97 382 288
13089 97 383 145
11463 97 345 280
15878 97 347 290
17698 97 377 333
14216 97 307 399
18834 97 400 405
18594 97 412 175
18876 97 414 368
16898 97 377 336
18541 97 413 395
4325 97 585 234
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Tabela 8.2.5: Intenzitet, povrSina i pozicija tacaka na 2D elektroforegramu uzorka

Novosadanka 2011

Intenzitet tacke Povrsina | X pozicija| Y pozicija
(u inverznim pikselima) taCke tacke tacke
14521 97 158 145
13954 97 177 173
15041 97 291 250
16841 97 298 261
17017 97 347 290
12986 97 350 270
13567 97 355 283
14092 97 363 279
14265 97 372 277
17329 97 383 399
13937 97 382 288
15172 97 383 145
10689 97 345 280
15974 97 347 290
17423 97 377 333
13409 97 307 399
18897 97 400 405
18641 97 412 175
17964 97 414 368
16213 97 377 336
17641 97 413 395
6025 97 585 234
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Tabela 8.2.6: Intenzitet, povrsina i pozicija tacaka na 2D elektroforegramu uzorka Valjevka

2011

Intenzitet tacke Povrsina | X pozicija| Y pozicija
(u inverznim pikselima) taCke tacke tacke
13011 97 158 145
12967 97 177 173
15041 97 291 250
16841 97 298 261
17017 97 347 290
12986 97 350 270
13567 97 355 283
14092 97 363 279
14265 97 372 277
17329 97 383 399
13937 97 382 288
15172 97 383 145
10689 97 345 280
15974 97 347 290
16678 97 377 333
17731 97 307 399
19431 97 400 405
17952 97 412 175
16684 97 414 368
16075 97 377 336
16951 97 413 395
5136 97 585 234
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Tabela 8.2.7: Intenzitet, povrSina i pozicija tacaka na 2D elektroforegramu uzorka

Vojvodanka 2010

Intenzitet Povrsina | X pozicija| Y pozicija
(u inverznim pikselima) taCke tacke tacke
14012 97 158 145
13065 97 177 173
15041 97 291 250
16021 97 298 261
16663 97 347 290
13021 97 350 270
14052 97 355 283
13645 97 363 279
14315 97 372 277
17329 97 383 399
13937 97 382 288
15172 97 383 145
10689 97 345 280
15974 97 347 290
17423 97 377 333
13409 97 307 399
18897 97 400 405
18641 97 412 175
17964 97 414 368
16213 97 377 336
17641 97 413 395
7291 97 585 234
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Tabela 8.2.8: Intenzitet, povrsina i pozicija tacaka na 2D elektroforegramu uzorka

Vojvodanka 2011

Intenzitet Povrsina | X pozicija| Y pozicija
(u inverznim pikselima) taCke tacke tacke
13365 97 158 145
13021 97 177 173
15041 97 291 250
16841 97 298 261
17017 97 347 290
12986 97 350 270
13674 97 355 283
14092 97 363 279
13512 97 372 277
17329 97 383 399
13937 97 382 288
15172 97 383 145
10689 97 345 280
15974 97 347 290
17423 97 377 333
13409 97 307 399
18897 97 400 405
18641 97 412 175
17964 97 414 368
16213 97 377 336
17641 97 413 395
5215 97 585 234

92



Tabela 8.2.9: Intenzitet, povrSina i pozicija tacaka na 2D elektroforegramu uzorka Maple

Glen 2010

Intenzitet Povrsina | X pozicija| Y pozicija
(u inverznim pikselima) taCke tacke tacke
13894 97 158 145
12967 97 177 173
15041 97 291 250
16841 97 298 261
17017 97 347 290
12986 97 350 270
13567 97 355 283
14092 97 363 279
15213 97 372 277
17329 97 383 399
13937 97 382 288
15172 97 383 145
10689 97 345 280
15974 97 347 290
17423 97 377 333
13409 97 307 399
18897 97 400 405
18641 97 412 175
17964 97 414 368
16213 97 377 336
17641 97 413 395
6025 97 585 234
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Tabela 8.2.10: Intenzitet, povrSina i pozicija tataka na 2D elektroforegramu uzorka Maple

Glen 2011

Intenzitet Povrsina | X pozicija| Y pozicija
(u inverznim pikselima) taCke tacke tacke
11088 97 158 145
12967 97 177 173
15041 97 291 250
16841 97 298 261
17017 97 347 290
11103 97 350 270
13411 97 355 283
15021 97 363 279
15123 97 372 277
17329 97 383 399
13937 97 382 288
15172 97 383 145
10689 97 345 280
15974 97 347 290
17423 97 377 333
13409 97 307 399
18897 97 400 405
18641 97 412 175
17964 97 414 368
16213 97 377 336
17641 97 413 395
4131 97 585 234
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Tabela 8.2.11: Intenzitet, povrSina i pozicija tataka na 2D elektroforegramu uzorka

Armaviskaja 2010

Intenzitet Povrsina | X pozicija| Y pozicija
(u inverznim pikselima) tacki tacki tacki
12118 97 158 145
12967 97 177 173
15041 97 291 250
16841 97 298 261
17017 97 347 290
12735 97 350 270
12051 97 355 283
13021 97 363 279
12031 97 372 277
16031 97 383 399
13937 97 382 288
15172 97 383 145
10689 97 345 280
15974 97 347 290
17423 97 377 333
13409 97 307 399
18897 97 400 405
18641 97 412 175
17964 97 414 368
16213 97 377 336
17641 97 413 395
5473 97 585 234
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Tabela 8.2.12: Intenzitet, povrSina i pozicija tataka na 2D elektroforegramu uzorka

Armaviskaja 2011

Intenzitet Povrsina | X pozicija| Y pozicija
(u inverznim pikselima) taCke tacke tacke
12894 97 158 145
12012 97 177 173
15041 97 291 250
16841 97 298 261
17017 97 347 290
12986 97 350 270
12896 97 355 283
15093 97 363 279
15612 97 372 277
17096 97 383 399
13937 97 382 288
15172 97 383 145
10689 97 345 280
15974 97 347 290
17423 97 377 333
13409 97 307 399
18897 97 400 405
18641 97 412 175
17964 97 414 368
16213 97 377 336
17641 97 413 395
5187 97 585 234
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Tabela 8.2.13: Intenzitet, povrsina i pozicija tataka na 2D elektroforegramu uzorka Sava

2010

Intenzitet tacke Povrsina | X pozicija| Y pozicija
(u inverznim pikselima) taCke tacke tacke
12954 97 158 145
12967 97 177 173
15041 97 291 250
16841 97 298 261
17017 97 347 290
12986 97 350 270
15364 97 355 283
14014 97 363 279
13021 97 372 277
16328 97 383 399
13697 97 382 288
15172 97 383 145
10689 97 345 280
15974 97 347 290
17423 97 377 333
13409 97 307 399
18897 97 400 405
18641 97 412 175
17964 97 414 368
16213 97 377 336
17641 97 413 395
3026 97 585 234
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Tabela 8.2.14: Intenzitet, povrSina i pozicija tataka na 2D elektroforegramu uzorka Sava

2011

Intenzitet tacke Povrsina | X pozicija| Y pozicija
(u inverznim pikselima) taCke tacke tacke
13011 97 158 145
12967 97 177 173
15041 97 291 250
16841 97 298 261
17017 97 347 290
14032 97 350 270
16671 97 355 283
15032 97 363 279
11069 97 372 277
17036 97 383 399
13937 97 382 288
15172 97 383 145
10689 97 345 280
15974 97 347 290
17423 97 377 333
13409 97 307 399
18897 97 400 405
18641 97 412 175
17964 97 414 368
16213 97 377 336
17641 97 413 395
4963 97 585 234
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Tabela 8.2.15: Intenzitet, povrSina i pozicija tataka na 2D elektroforegramu uzorka Favorit

2010

Intenzitet tacke Povrsina | X pozicija| Y pozicija
(u inverznim pikselima) taCke tacke tacke
15039 97 158 145
13654 97 177 173
15041 97 291 250
16841 97 298 261
17017 97 347 290
11635 97 350 270
13984 97 355 283
14165 97 363 279
13396 97 372 277
18152 97 383 399
13937 97 382 288
15172 97 383 145
10689 97 345 280
15974 97 347 290
17423 97 377 333
13409 97 307 399
18897 97 400 405
18641 97 412 175
17964 97 414 368
16213 97 377 336
17641 97 413 395
7431 97 585 234
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Tabela 8.2.16: Intenzitet, povrSina i pozicija tataka na 2D elektroforegramu uzorka Favorit

2011

Intenzitet (u inverznim pikselima) Povrsina | X pozicija| Y pozicija
12215 97 158 145
12967 97 177 173
15041 97 291 250
16841 97 298 261
17017 97 347 290
11675 97 350 270
17896 97 355 283
15031 97 363 279
14415 97 372 277
13961 97 383 399
13937 97 382 288
15172 97 383 145
10689 97 345 280
15974 97 347 290
17423 97 377 333
13409 97 307 399
18897 97 400 405
18641 97 412 175
17964 97 414 368
16213 97 377 336
17641 97 413 395
5237 97 585 234
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Tabela 8.2.17: Intenzitet, povrSina i pozicija tataka na 2D elektroforegramu uzorka

Trijumf 2010

Intenzitet Povrsina | X pozicija| Y pozicija
(u inverznim pikselima) taCke tacke tacke
12036 97 158 145
13312 97 177 173
15041 97 291 250
16841 97 298 261
17017 97 347 290
12986 97 350 270
14412 97 355 283
15399 97 363 279
12967 97 372 277
16548 97 383 399
13937 97 382 288
15172 97 383 145
10689 97 345 280
15974 97 347 290
17423 97 377 333
13409 97 307 399
18897 97 400 405
18641 97 412 175
17964 97 414 368
16213 97 377 336
17641 97 413 395
5946 97 585 234
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Tabela 8.2.18: Intenzitet, povrSina i pozicija tataka na 2D elektroforegramu uzorka

Trijumf 2011

Intenzitet Povrsina | X pozicija| Y pozicija
(u inverznim pikselima) taCke tacke tacke
12011 97 158 145
11134 97 177 173
15041 97 291 250
16841 97 298 261
17017 97 347 290
12986 97 350 270
13567 97 355 283
14092 97 363 279
12215 97 372 277
17329 97 383 399
13937 97 382 288
15172 97 383 145
10689 97 345 280
15974 97 347 290
17423 97 377 333
13409 97 307 399
18897 97 400 405
18641 97 412 175
17964 97 414 368
16213 97 377 336
17641 97 413 395
5178 97 585 234
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PRILOG 8.3. PCA analiza podedini¢kog sastava

Komponenta
1 2
kisele 0.910
11S/7S 0.894
o’ 0.728 0.361
bazne 0.706
B’ -0.674 | -0.220
B 0.138 -0.926
o 0.348 0.870
Component Plot in Rotated Space
1.0
alpha
o
0.5
alphaprim
(o]
% ratioof115ta7s
§- 0o c'k:asic % —
E betaprim sede
Q o]
-0.5
Obeta
-1.0
1I.III -DI.S 0o D!S 1 I.III

Component 1
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PRILOG 8.4 . Rastvorljivost razli¢itih genotipova pri promeni pH vrednosti”

Uzorak Rastvorljivost (%)
pH3 pHS pH 6 pH 8

Novosadanka 2010 1436 +1.37* | 4.46+0.13% | 50.62 +1.66 41.58 + 0.524
e 17.6+1.03 | 53540120 |  53.83+272% 48.1 + 0.89"
Valjevka 2010 8+0.78° 3.89+0.2% 66.29 + 2.19° 54.90 + 0.93°
Valjevka 2011 6.85 + 0.69" 4.1+0.07° 67.48 + 1.74° 57.19 + 0.77
Vojvodanka 2010 9.47 +0.87" 4.46 +0.18? 59.94 + 2.36° 48.61 + 0.49%
Vojvodanka 2011 10.22 +0.93° 3.62 +0.43° 54.63 + 1.91% 46.21 £ 0.94°
Proteus 2010 19.69 + 1.13¢ 7.19 +0.15¢ 53.79 + 1.88% 37.16 £0.76
Proteus 2011 1835+ 057" |  6.37+0.41% 53.53 % 1.74® 35.31+0.82f
Maple Glen 2010 13.44 + 0.83° 8.34+057¢ 49.8 + 2.15% 41.03 + 0.49°
Maple Glen 2011 9.75 +0.75% 4.8 +0.19% 55.14 + 2.07° 46.95 + 0.57"
Armavirskaja 2010 8.07 £ 0.24° 3.16 + 0.34° 51.27 + 2.26% 40.29 + 0.62¢
Armavirskaja 2011 8.85 + 0.89° 2.85 + 0.25" 63.57 + 2.24% 59.8 + 0.87¢
Sava 2010 9.19+0.63" 5.56 + 0.31° 57.91 + 2.31% 53.56 +0.66°
Sava 2011 10.12 + 0.58° 6.18 +0.52° 51.07 + 2.77% 42.49 +0.88%
Trijumf 2010 7.96 +0.76 5.01 + 0.49° 58.26 + 1.03" 49.84 + 0.65b
Trijumf 2011 8.3+0.67° 4.83+0.32° 56.98 + 2.82% 47.32 + 059"
Favorit 2010 7.47 +0.44 3 +0.11° 60.72 + 2.45% 52.34 + 0.57°
Favorit 2011 6.21 + 0.48¢ 2.1+ 0.15! 64.79 + 2.69 56.39 + 0.43%

Srednje vrednosti su date sa standardnom greskom.

*-Isto slovo znaci da, po datoj varijabili, uzorci pripadaju istoj grupi (izraunato t testom za nezavisne uzorke

pri p =0.05)
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PRILOG 8.5. Vrednosti indeksa stabilnosti emulzije razli¢itih genotipova pri promeni pH*

ESI (min)
Uzorak
pH 3 pH5 pH 6 pH 8

Novosadanka 2010 8.43 £ 0.96° 295+04° | 10.13+2.78 |  14.25+2.14%
Novosadanka 2011 9.03+1.02% | 278+073% | 20.28+3.7% 17.34 +0.84°
Valjevka 2010 7.87+0.84* |  353+052%¢ | 2095 3.45° 23.47 + 1.5°
Valjevka 2011 5.68+204% |  441+064°| 2474+305% |  19.02+3.15™
Vojvodanka 2010 7.25+114% | 374%046% | 2215+ 108" 18.63 + 1.26°
Vojvodanka 2011 6.54+138% |  262+039% | 2613332 20.26 + 1.62¢
Proteus 2010 1039+072° | 171+0.75 |  22.62+2.2¢ 15.04 + 2.46%
Proteus 2011 9.94+132° |  1.85+0.44° | 23.75+2.85" 13.46 + 1.6
Maple Glen 2010 7924066 |  2.28+036% | 20.87+294% |  14.76+0.96"
Maple Glen 2011 7.15+24% | 2674042 | 2150+ 1987 1555 + 1.5°
Armavirskaja 2010 6.67+0.85° | 393+047% | 2238109 18.14 +1,05/
Armavirskaja 2011 631+202% |  34+043¢|  2649+26°|  17.36+278
Sava 2010 7.95+188% |  2.85+026% | 20.54 + 1.86% 135 + 1.74°%
Sava 2011 8.3+ 0.6% 14+021° |  20.3+168% 14 + 1,08
Trijumf 2010 6.61£352° | 2.36+0.37% | 21.92+1.98" 16.73 +1.98°
Trijumf 2011 6.49+0.78% | 314+ 033" 22.8 2.1 18.11 + 2.7
Favorit 2010 6.08+0.66% |  4.18+0.42° | 2522+ 2.26% 20.3 + 1.52¢
Favorit 2011 598+185% |  4.33+081°| 2697287 21.11 + 3.3

Srednje vrednosti su date sa standardnom greskom.

*-Isto slovo znaci da, po datoj varijabili, uzorci pripadaju istoj grupi (izraunato t testom za nezavisne uzorke

pri p = 0.05)
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PRILOG 8.6. Vrednosti indeksa aktivnosti emulzije razli¢itih genotipova pri promeni pH"

Uzorak EAI (m2 /g)
pH 3 pH5 pH 6 pHS8
Novosadanka 2010
109.59 + 7.68° 88.96 + 4.44% 117.91 + 6.96° 125.28 + 5,328
Novosadanka 2011
112.88+ 6.12° 94.4 +7.36" 120.32+ 6.72° 131.82 £5.8°
Valjevka 2010 105.64+ 5.96% 92.61+ 5.16° 114.12 + 10.1° 119.23 + 3.68%
Valjevka 2011 92.31 +5.32° 88.25+ 6.64% 104.58 + 4.16° 108.8+5.21
Vojvodanka 2010 104.62 + 4.72 89.76 + 4.42 111.34+ 6.12¢ 120.42 + 7.44%
Vojvodanka 2011 108.75 + 6,59 91.7+596° |  115.01 + 7.28% 122.82 + 5,237l
Proteus 2010 119.29 + 7.64¢ 94.05 + 5.85b 128.35 + 3.93" 140.84 + 4.729
Proteus 2011 114.28 + 8.43 83.25+ 7.15¢ 124.82+ 4440 134.3 +8.2¢
Maple Glen 2010 109.12 + 5.32 88.92 + 8.2% 116.79 + 6.65% 123.13 + 7.48m
Maple Glen 2011 102.4 + 6.14 85.44 + 3.07¢% 112.27 + 5.9 120.9 + 5.96¢!
Armavirskaja 2010 100.05 + 7.16 90.39+6.64° |  115.85 + 6.32% 119.95 + 4,51
Armavirskaja 2011 97.58 + 7.4% 81.6 + 6.72 114,21+ 5.4 115.36 + 5.18
Sava 2010 106.76 + 6.65% 88.2 + 5.96% 119.05+ 7.37° 123.24 +5.9°
Sava 2011
107.9 +5.182 91.3 + 7.56% 117.07 + 8.882 121.8 + 7.424
Trijumf 2010 99.90 + 3.719 82.24 + 6.75¢ 113.2 +7.9° 121.36 + 5.16¢!
Trijumf 2011 103.98 + 7.89¢f
86.78 + 8.120 114.09 + 4.439 123.58 + 7.374
Favorit 2010 97.39+8.38° |  80.93 + 7.8 115.9 + 4.5% 118.37 + 8.38¢
Favorit 2011 100.2 +6.479 |  85.36 + 6.14% 111.74 + 3.71¢ 121.36 + 8.5

Srednje vrednosti su date sa standardnom greskom.

*-Isto slovo znaci da, po datoj varijabili, uzorci pripadaju istoj grupi (izraunato t testom za nezavisne uzorke

pri p =0.05)
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PRILOG 8.7: Vrednosti stepena bubrenja (q) i G'100 za pojedinaéne uzorke”

Uzorak G’100
q (%) (Pa) x 10°
Novosadanka 2010 20.3 £1.52°
15.8 +1.88%
Novosadanka 2011
13.2+1.21° 16.2+1.78°
1 c
Valjevka 2010 28.7 + 2.92¢ 52+0.36
1 c
Valjevka 2011 30.1 + 3.09° 5.3+0.52
1 e
Vojvodanka 2010 19.5+ 1879 9.6 +1.19
1 c
Vojvodanka 2011 97 6 + 2.64° 5.4+0.48
9
Proteus 2010 10.6 + 1.08¢ 23.8+1.23
a
Proteus 2011 11.8 + 120 20.7+2.01
f
Maple Glen 2010 171+ 1.75° 11.1+0.75
ef
Maple Glen 2011 20.4 + 2.03¢ 10.4 +1.07
= P
Armavirskaja 2010 315 + 304 5.08 £0.41
= 3
Armavirskaja 2011 309 4317 3.1+0.33
b
Sava 2010 16 + 1.529 15.7+0.89
f
Sava 2011 14.8 +1.498 11.5+1.19
i ef
Trijumf 2010 18.2 + 1,949 10.4£0.73
Trijumf 2011 10.1 £ 1.04¢
21.6 £ 2.07¢
1 c
Favorit 2010 245 + 2 35K 5.2+0.45
1 e
Favorit 2011 252 + 2 330K 9.2+0.93

Srednje vrednosti su date sa standardnom greskom.

*-Isto slovo znaci da, po datoj varijabili, uzorci pripadaju istoj grupi (izraunato t testom za nezavisne uzorke

pri p = 0.05)

107



PRILOG 8.8: Analiza glavnih komponenti za rastvoljivost i podjedini¢ni sastav

Rotirani komponentni matriks

Komponenta
1 2 3

Rastvorljivost na pH 6 -0.931 | -0.276 0.337
Rastvorljivost na pH 5 0.912 | -0.110 -0.213
B’ 0.818 0.118

11S/7S 0.811 0.478
Rastvorljivost na pH 3 0.810 0.496

Bazni polipeptidi 0.927 0.382
o’ 0.757

Kiseli polipeptidi 0.549 0.672
Rastvorljivost na pH 8 -0.304 | -0.655 -0.900
B 0.126 0.860
a 0.157 0.356

Ukupni proteini 0.541 0.496

Rastvorni proteini -0.773 | -0.458 | 0.212
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PRILOG 8.9: Analiza glavnih komponenti za rastvorljivost, ESI i EAL:

Rotirani komponentni matriks

Komponenta
1 2 3

ESI na pH5 0.982 -0.143
ESI na pH6 0.928 | -0.285 0.136
Rastvorljivost na pH5 -0.886 0.108 0.162
ESI na pH8 0.868 | -0.242 -0.215
Rastvorljivost na pH6 0.805 | -0.358 -0.422
Rastvorljivost na pH3 -0.617 0.537 0.498
ESI na pH3 -0.587 0.566 0.180
EAI na pH5 0.959 0.172
EAI na pH3 -0.462 0.856

EAI na pH6 -0.456 0.838 -0.106
EAI na pH8 -0.124 | 0.737 0.638
Rastvorljivost na pH 8 0.973 -0.176
Ukupni proteini -0.215 | 0.456 0.673
Rastvorni proteini 0.785 -0.345

PRILOG 8.10: Analiza glavnih komponenti za podedi¢ni sastav, stepen bubrenja i G'

Rotirani komponentni matriks

Komponenta
1 2 3
11S/7S 0.951 0.101 0.172
Stepen bubrenja -0.806 -0.379
G' 0.796 0.543
B’ -0.710 0.355 -0.423
Kiseli polipeptidi 0.667 0.494 0.384
B 0.760
basic 0.463 0.669 0.181
a -0.169 0.893
o’ 0.212 0.337 0.853
Ukupni proteini 0.874 0.232
Rastvorni proteini -0.343 -0.584
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PRILOG 8.11: Analiza glavnih komponenti za stepen bubrenja, reoloska i emulgujuca

svojstva i rastvorljivost

Rotirani komponentni matriks

Komponenta

1 2 3 4
Stepen bubrenja 0.956 0.245
Rastvorljivost na pH 3 0.924 | 0.247 0.170 -0.154
EAI na pH6 -0.914
Rastvorljivost na pH 6 0.902 | -0.380 0.159
G -0.875 | -0.238 0.303 -0.266
Rastvorljivost na pH8 0.695 0.406 0.411 0.110
ESI na pH3 -0.915 -0.249 -0.107
ESInapH 6 0.267 | 0.770 -0.413 -0.280
Rastvorljivost na pH5 -0.583 0.636 -0.384
EAInapH 3 -0.353 | -0.506 0.280 -0.378
EAlnapH5 0.135 -0.934
ESlat pH 8 0.296 | 0.268 0.624 -0.620
EAlatpH 8 0.181 -0.170 0.884
ESI at pH5 0.244 0.298 0.717
Ukupni proteini -0.639 0.412 0.320
Rastvorni proteini 0.761 | 0.232 -0.103 -0.116
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PRILOG 8.12: Vrednosti G', G" i tan 6 za pojedinacne uzorke

tans

1.8x10+
1.6x103
1.4x103
1.2x10°
104
8x103
6x109
4x109 // —=—G' merenje 1
14 —=—G" merenje 1
——G' merenje 2
——G' merenje 2
—<—G' merenje 3
N ——G" merenje 3
2x103 — ———————
10" 10° 10’
o, rad/s
T T T T T
—=—merenje 1
—e—merenje 2
——mrenje 3
1.0 4 -
0.5 - -
0.0 - T T T T
10" 10° 10’ 10°
o, rad/s

Slika 8.12.1. Vrednosti G', G" i tan 6 za uzorak Sava 2011
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tans

G, G", Pa

10°

1.8 4

0.0
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G" merenje 2
—— G' merenje 3
—— G" merenje 3

o, rad/s

—=—merenje 1| -
merenje 2
——merenje 3

o, rad/s

Slika 8.12.2. Vrednosti G', G" i tan & za uzorak Trijumf 2011

112



—=—G' merenje 1
107 - —o—G" merenje 1| -
——G' merenje 2
—~—G" merenje 2
——G' merenje 3
—>—G" merenje 3
T T T T T T L
10" 10° 10’ 10°
o, rad/s
T T T T
0.9 1 4
/77*747
0.6 e —
w —=—merenje 1
[ .
S —e—merenje 2
——merenje 3
0.3 .
A A A A A A A A “\A\‘_\‘\‘
0.0 47 e — = ———n

Slika 8.12.3. Vrednosti G', G" i tan & za uzorak Novosadanka 2010
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Bpoj uHaekca win mpujaBe J0KTOpcke aucepranuje  31/09
UsjaBipyjem

J1a je MOKTOPCKa AvicepTaliyja 101, HACJIOBOM:

YTuuaj cagpxaja nogjeanHuua B KOHrmuUMHUHA Ha TeXHonoLwke yHKUMOHanHe
0cobuHe npoTeunHa coje

¢ pesyJjITaT COIICTBEHOI VICTPpaXNMBa4KoOI paja,

* a IIpe/yIoKeHa JJOKTOpPCKa AvcepTaliyja y IeJIMHY H Y JIeJIoBUMa Hujje
Owia ImperyIoXeHa 3a o0Mjarbe OWIO Koje AUIUIOMe IIpeMa CTYAMjCKIM
IIporpaMmMa JIpyTMX BUCOKOIIKOJICKVIX yCTaHOBa,

¢ [a Cy pe3yJITaTi KOPEKTHO HaBeoeHN 11

* Ia HUCAM KpIIIMO/Jjia ayTopcKa IIpaBa ¥ KOPWUCTMO/ Jla VIHTeJIeKTy aJIHy
CBOjVIHY OpYyTVIX JIMIIA.

IToTrinc JoKkTOpaHga

Y beorpany,




ITpwor 2.

N3jaBa 0 HCTOBETHOCTH IITAMIIAHE U €JIEKTPOHCKE Bep3uje
JHOKTOPCKE JUCepPTaLUje

Vme n ipesume ayTopa  Mwmiia [Nasmhesuh

bpoj nHanexca v ripujase mokTopceke aucepranuje  31/09

Crynujcku nporpam  IlpexpambeHa TexHosI0rMja

HacrioB nokTopcke avicepramije  YTuuaj cagpxaja nogjeanHuua 3 KOHIMUnHMHA
Ha TexHonouke dyHKUMoHanHe ocobrHe npoTenHa coje

Menrtop IIpod. np bupana Bynemth Pagosuh

[MTorrmicanm/a  Muwnmiia [asmhesuh

V3jaBibyjeM Oa je ImITamIlaHa Bep3uja Moje IOKTOpPCKe [ycepTaliyje MCTOBeTHa
eJIEKTPOHCKOj Bep3ujui KOjy caM Iipeao/ia 3a oOjaB/bMBambe Ha IIOpTaly
HurnranHor penosuropujyma YHusepsurera y beorpany.

Jo3BorpaBaM fa ce oOjaBe MOju JIMYHM IIOJAIIM Be3aHM 3a JoOMjarbe aKageMCKOT
3Barba JOKTOpa HayKa, Kao IIITO Cy MMe U IIpe3uMe, FOAMHA M MecTO pobema u
JaTyM ofOpaHe paja.

OBu JIMYHM NOAAIM MOTY c€ 00jaBUTH Ha MPEKHUM CTpPaHMI[AMa TUTHTaIHE OMOIHOTEKE, Y
eJIEKTPOHCKOM KaTaJlory U y myOsnkanujamMa YHuBep3uteta y beorpany.

IToTrinic JoKTOpaHJa

Y beorpany,




ITpuor 3.

UsjaBa o kopuwhewy

Osnanthyjem YauBepsurercky 6ubmmoreky ,Csetozap Mapkosuh” ma 'y
AuvruTaam peniosuTopujyM YHMBep3uTeTa y beorpamy yHece MOjy ZOKTOPCKY
AvicepTanjy Mo, HacJIOBOM:

YTuuaj cagpxaja nogjeanHuua B KOHrMUUMHUHA Ha TexHornowke yHKUuMoHanHe
ocobuHe npoTemnHa coje

KOja je MOje ayTOPCKO JIEIO.

Huicepranujy ca cBuM IIpusIo3uMa Ipefao/jia caM y eJIeKTpPOHCKOM dpopMaTy
IIOrO/THOM 3a TPajHO apXVBMpam-e.

Mojy moKTOpCKY JucepTaltjy NoXpameHy Y JIuruTaniHyu peno3uTopujyMm Y HUBEp3UTETa y
beorpany mMory ja Kopucrte cBM KOjH HOIITYjy oipende caapikaHe y o1a0bpaHOM TUILY
nunenie Kpearusne 3ajeauuiie (Creative Commons) 3a kojy cam ce oay4no/Ja.

1. AyropctBo

2. AyTOpCTBO - HeKOMePIIVjaIHO

3. AyTopcTBO - HeKoMepIIujaIHo - Oe3 Ipepajie

4. AyTOpCTBO — HEKOMEPLMjaJIHO — JIeJIUTY IO, UICTVIM YCJIOBVIMA

5. AyTtopcTBo - Oe3 mipepase

6. AyTOpCTBO — IeJIUTH IIOJ, ICTVM yCJIOBMIMa

(Monmumo ma 3a0Kpy>KHTE caMo jeJIHY O] IeCT MOHY)eHHUX JIMIEHIIN, KpaTaK OMUC JTUIICHITN
JaT je Ha Kpajy).

IToTrinc JoKkTOpaHga

Y beorpany,




1. AytopcTBo - [lo3BosbaBaTe YMHOXaBame, AUCTPUOYIIVjy ¥ jaBHO CaOIIIlITaBambe JIejia, 1
Ipepajie, aKko ce HaBeJle MMe ayTopa Ha HauMH ofpebeH oy cTpaHe ayTopa WM JaBaolia
JIMIIeHIIe, YaK U y KoMepiiujaiHe cepxe. OBo je Hajc/I000aHMja 071 CBVX JIMIIEHIIM.

2. AyTtopcTBO - HeKoMepLMjasiHO. [lo3BosbaBaTe yMHOXaBarbe, OUCTPUOYLIMjy ¥ jaBHO
CaoIlIlITaBame JIejla, U IIpepasie, ako ce HaBeJle MMe ayTopa Ha HauMH ofpebeH oy cTpaHe
ayTopa Wi Japaoua jmileHile. OBa JjMileHIla He J103BO/baBa KOMepIMjajiHy yIoTpeOy
mera.

3. AyTopcTBO - HeKoMeplujaJiHO - 0Oe3 mpepapge. [lo3BoibaBaTe yMHOXXaBarbe,
AUCTPpUOYLIV)y U jaBHO caoIlllITaBambe Jlejla, Oe3 ImpoMeHa, ITpeodsIMKoBamba Wi yroTpebe
Jiejia y CBOM JIeJly, aKo ce HaBefle Me ayTopa Ha HauuH ofapebeH o cTpaHe ayTopa i
nasaolia JimileHIle. OBa JIMileHIla He [J03B0JbaBa KoMepIlrjajiHy yroTpedy fea. Y omgHOCy
Ha CBe OCTajle JIMIIeHIle, OBOM JIMIIEHIIOM cCe oOrpaHWdYaBa Hajpehm oOwum mpaBa
Kopuiithema Jiea.

4. AyTOopcTBO - HeEKOMepLVjaJIHO - AeJIUTH IOJ WCTUM YyciaoBuMa. Jlo3BosbaBare
yMHOXaBarbe, IUCTPUOYIINjy U jaBHO CaOIlIITaBare [esla, 1 Ipepazie, ako ce Hapezle VMe
ayTopa Ha HauMH ofpebeH of cTpaHe ayTopa WIM JaBaolia JIMIIeHIle 1 aKo ce IIpepaja
AUCTpUOyMpa IO WCTOM WM CIIMYHOM JmileHrioM. OBa JMileHIIa He [103BOJbaBa
KoMeplVjaJIHy yroTpeOy Aeiia v Ipepasa.

5. AytopctBo - Oe3 mpepase. [lo3BojbaBaTe YMHOXaBarbe, AVCTPUOYIIYy ¥ jaBHO
CaoIIIITaBarke JIejla, Oe3 IMpoMeHa, IpeobIMKOBama WIN yHoTpebe feria y CBOM ey, aKo
Ce HaBeJle VIMe ayTopa Ha HauMH ofpebeH of cTpaHe ayTopa win JgaBaolia juieHrie. Osa
JIMIIeHIIa 103BOJbaBa KOMepILMjaIHy yIIoTpeOy merna.

6. AyTOpCcTBO - JENUTH MO UCTUM yclioBHMA. J[03BOJbaBaTe YMHOXKABamkE, TUCTPUOYLIN]y U jaBHO
caomInTaBame Jieja, U mpepaje, ako ce HaBe/le UMe ayTopa Ha HauuH ojapeleH oj cTpaHe ayTopa
WIX JaBaolia JIMLEHIE U aKo ce mpepajga JUCTpuOyupa MoJ MCTOM WIIM CIMYHOM JinieHuoM. OBa
JUIEHIAa J/03BOJbAaBAa KOMEpLMjalHy ymnorpeOy nena u mnpepaga. CinmuHa je coTBEpPCKUM
JUIEHIIaMa, OJJHOCHO JIMIIEHIIaMa OTBOPEHOT KO/a.



