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Izvod

Komercijalna primena hidrolizata proteina soje joS uvek je ogranicena zbog male
bioraspolozivosti peptida, gorkog ukusa, higroskopnosti i reaktivnosti u prehrambenim
proizvodima. Cilj ovog istrazivanja jeste inkapsulacija hidrolizata soje u lipozome kako bi se
prevazisli navedeni nedostaci, uz oCuvanje bioloskih aktivnosti. Hidrolizat soje inkapsuliran
je u lipozome metodom tankog filma koristeci lipidnu smesu sa fosfatidilholinom. Dobijene
multilamelarne vezikule tretirane su ultrazvuénim talasima visokog intenziteta frekvence
20 - 40 kHz. Najmanji i najuniformniji lipozomi, unimodalne raspodele i srednje veli¢ine
precnika 310 nm, sa najve¢om efikasnosc¢u inkapsulacije hidrolizata od ~19 %, dobijeni su
primenom ultrazvuéne sonde (20 kHz). Utvrdeno je da je inkorporiranje hidrolizata
ostvareno unutar lipozomne membrane uzrokovalo povecanje veliine lipozoma, npr. sa 297
na 310 nm. Sve formulacije lipozoma okarakterisane su negativnom vrednosS¢u zeta
potencijala, pri cemu je povecanje negativhog naelektrisanja ispod 30 mV u slucaju
multilamelarnih vezikula ukazalo na vecu stabilnost lipozoma sa inkapsuliranim hidrolizatom.
Merenjem sposobnosti inhibicije ABTS** radikalskog katjona i sposobnosti heliranja Fe?* jona
potvrdeno je zadrZavanje antioksidativne aktivnosti hidrolizata soje nakon inkapsulacije.
Pripremljene lipozomne formulacije obezbeduju produzeno oslabadanje hidrolizata (2,25
puta manje) u odnosu na neinkapsuliran hidrolizat pokazujuci potencijal primene u oblasti
prehrambene tehnologije, za razvoj funkcionalne hrane, povecanje hranljive vrednosti i roka
trajanja prehrambenih proizvoda.

Kljucne reci: hidrolizat proteina soje; bioloski aktivni peptidi; inkapsulacija; lipozomi; ultrazvuk
visokog intenziteta; kontrolisano otpustanje.

Dostupno na Internetu sa adrese casopisa: http://www.ache.org.rs/H,

1. INTRODUCTION

Jedan od ozbiljnijih problema sa kojim se susre¢e prehrambena industrija je lipidna oksidacija prehrambenih
proizvoda tokom skladistenja, koja dovodi do gubitka nutritivnog kvaliteta i promene ukusa proizvoda, bezbednosti i
roka trajanja. Zbog toga, u procesima proizvodnje pribegava se kontrolisanju i sprecavanju lipidne oksidacije dodava-
njem sintetickih antioksidanata, butil-hidroksianizola (BHA) i butil-hidroksitoluena (BHT). Medutim, u najsavremenijim
tehnoloskim procesima proizvodnje pribegava se primeni prirodnih i manje Stetnih antioksidanata, medu kojima
posebno mesto zauzimaju nativni proteini poreklom iz biljaka, njihovi hidrolizati i izolovane frakcije peptida [1]. Zato,
proizvodnji hidrolizata proteina soje, koji predstavljaju odlican izvor hranjivih materija i koji se mogu koristiti kao izvor
peptida nosioca bioloskih aktivnosti poput antioksidativne [2], posvecuje se sve viSe paznje medu istrazivacima. lzmedu
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nekoliko razli¢itih tehnologija za proizvodnju hidrolizata proteina soja, primena enzimske tehnologije je vrlo pogodna
zbog blagih reakcionih uslova koji se koriste i specificnosti delovanja enzima na nativne proteine soje Sto omogucava
precizno kontrolisanje reakcije hidrolize i prilagodavanje toka reakcije Zeljenim bioaktivnim svojstvima [1-4]. Vrsta
proteolitickih enzima i uslovi izvodenja hidrolize Cine osnovne procesne parametre koji uticu na bioaktivna i
funkcionalna svojstava hidrolizata, a koji su usko povezani sa:

1) promenama u molekularnoj strukturi nativnih proteina,

2) smanjenjem veli¢ine polipetidnih lanaca i

3) vecom povrsinskom izloZzenos¢u polarnih i hidrofobnih grupa.

Enzimskim postupskom dobijeni hidrolizati proteina soje poseduju unapredena tehnolosko-funkcionalna i nutritivna
svojstva, dok nastali peptidi imaju bolju bioraspolozivost i ispoljavaju veéu bioaktivnost u odnosu na nativne proteine
vece molekulske mase [2,3]. Dobra fizicko-hemijska i tehnolosko-funckionalna svojstva hidrolizata soje odnose se pre
svega na sposobnost vezivanja i apsorpcije vode, rastvorljivost i geliranje, povrsinsku aktivnost, emulgujuca i reoloska
svojstva i kapacitet vezivanja ulja. Dokazano je da se proteini soje i njihove izolovane proteinske frakcije koriste u
medicinske svrhe kao Sto su prevencija kancera, kardiovaskularnih oboljenja, osteoporoze, dijabetesa i tretiranje
gojaznosti [5].

Pregledom literaturnih podataka, uodava se da je u zavisnosti od porekla proteina, vrste enzima i procesnih
parametara, antioksidativna aktivnost dobijenih hidrolizata proteina soje poprilicno razli¢ita. Na primer, hidrolizovani
proteini soje, odnosno smese peptida inhibiraju slobodne radikale DPPH"® (78 %) i ABTS"* (88 %), ali i obrazovanje reak-
tivnih vrsta tiobarbiturinske kiseline u model sistemu sa svinjskim mesom (62 %) i mesom lososa (65 %) [3], proces
lipidne oksidacije u model sistemu sa fosfatidilholinom (28 do 65 %) [6], i u model sistemu emulzije sa triacilglicero-
lom [7]. Cen (Chen) i sar. [4] izolovali su $est antioksidativnih fragmenata peptida iz fkonglicinina, glavnog sojinog
skladiSnog proteina. Pored velike primene u prehrambenoj industriji zbog izrazenog antioksidativnhog delovanja,
potvrdeno je da se peptidi soje mogu koristiti i u farmaceutskoj industriji, kao sastavni deo krema koje se koriste za
poboljsanje elasti¢nosti kozZe, stimulisuci sintezu kolagena [8].

Medutim, pored svih pozitivnih efekata koje sojini peptidi ispoljavaju, postoji niz nedostataka koji ogranicavaju
njihovu Siru primenu u prehrambenoj industriji u koje se ubrajaju: smanjena digestibilnost, potencijalna alergenost,
slaba apsorbcija, pojava gorkog ukusa, nestabilnost i degradacija prilikom inkorporiranja u prehrambene proizvode sto
dovodi do gubitaka bioloskih aktivnosti [9]. Tehnologija inkapsulacije nameée se kao jedno od resenja kojim bi se
prevazisli navedeni nedostaci i poboljSala primena peptida soje, kako u prehrambenim, tako i u farmaceutskim
formulacijama. Danas, nekoliko tehnika smatra se relevantnim, a istovremeno su i najzastupljenije, za inkapsulaciju
proteinskih hidrolizata i peptida:

1) hidriranje lipidnog filma (priprema lipozoma i liposfera),

2) sprej susenje (priprema mikrosfera na bazi polisaharida i proteina) i

3) koacervacija (priprema koacervata sa hidrofilnim omotacem) [10,11].

Lipozomi i liposfere predstavljaju konvencionalne nosacCe za inkapsulaciju proteinskih hidrolizata i peptida. U
poredenju sa liposferama, lipozomi su uspesniji sistemi za inkapsulaciju proteina zbog svojih viSestrukih prednosti:
biorazgradljivosti, niske toksi¢nosti i slabe imunogenosti, poboljSanje rastvorljivosti bioaktivne komponente, i
mogucnosti povrsinskih modifikacija zarad ciljanog, produzenog i neprekidnog otpustanja proteina [11,12]. Svaka
lipozomna koloidna Cestica sadrZi polarne, nepolarne i amfifilne delove, ¢inedi lipozome na taj nacin biokompatibilnim,
kako sa hidrofobnim, tako i sa hidrofilnim bioaktivnim peptidima [13,14]. Primarni izazov sa kojim se suo€ava postupak
implementacije bioaktivnih peptida u komercijalne prehrambene proizvode jeste osteljivost peptida u
gastrointestinalnom traktu na dejstvo digestivnih enzima, pepsina u Zeludcu i alkalne proteaze u pankreasu, Cijim
delovanjem dolazi do smanjenja duzine i promene sekvence peptida, i gubitka njihove bioloske funkcije [15]. Nedostaci
lipozoma kao nosaca za inkapsulaciju proizilaze od njihove loSe stabilnosti usled oksidacije i hidrolize lipida, cepanja i
fuzije koloidnih Cestica, i posledi¢nog gubitka hidrofilnog jezgra. Navedeni nedostaci uspesno se prevazilaze dodavanjem
stabilizatora, antioksidanata i post-preparativnim postupcima kao $to je zamrzavanje [10,11].
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Prema dostupnim literaturnim podacima, do sada su se lipozomi ograniceno ispitivali za inkapsulaciju hidrolizata
proteina surutke [16], kazeina [13,17,18], pasulja [19] i ribljih proteina [20], ali podaci o inkapsulaciji hidrolizata proteina
soje u lipozome izostaju. Stoga, cilj ovog rada bio je ispitivanje mogucnosti upotrebe lipozoma kao nosaca za
inkapsulaciju proteinskih hidrolizata soje, ispitivanje uticaja procesa inkapsulacije na antioksidativhu aktivnost
hidrolizata proteina soje, ali i pradenje oslobadanja inkapsuliranih peptida u simuliranim gastrointestinalnim uslovima.

2. MATERUJALI | METODE

2. 1. Materijali

Proteinski koncentrat soje (komercijalan naziv TRADCON F200, granulacija: min 90 % < 0,075 mm, sadrZaj proteina:
sirovi proteini 70,96 + 1,77 % s.m., sadzZaj ulja: 1 %) koriS¢en kao supstrat u ovom radu nabavljen je od proizvodaca
Sojaprotein A.D., Becej, Srbija. Proteoliticki enzimi Neutraza, sa endopeptidaznom aktivnos¢u, komercijalnog naziva
Neutrase® 0.8L (proteaza iz Bacillus amyloliquefaciens) i Flevorzim, enzim sa endo- i egzopeptidaznom aktivnoscu,
komercijalnog naziva Flavourzyme® (proteaza iz Aspergillus oryzae) obezbedeni su od firme Sigma Aldrich (St. Louis,
MO, SAD). Za pripremu lipozoma, nosaca za inkapsulaciju bioaktivnog hidrolizata proteina soje, koriS¢en je Fosfolipon
komercijalna lipidna smesa koja sadrzi fosfatidil holin (94,0-102,0 %), lizofosfatidil holin (4,0 %) i tokoferol (0,3 %), a
stabilizovana je askorbil-parmitatom (0,1 %) (engl. Phospholipon® 90G; Natterman Phospholipids, Nemacka) i hloroform
(Merck, Nemacka). Bioloska aktivnost pripremljnih hidrolizata proteina soje i lipozoma sa inkapsuliranom smeSom
peptida soje ispitana je testiranjem antioksidativne aktivnosti, a za pripremu neophodnih rastvora koriséeni su: 2,2'-
azino-bis(3-etilbezotiazolin-6-sulfonska kiselina)-diamonijumova so, ABTS (Alfa Aesar, Masacusets, SAD); gvozde (ll)-
hlorid (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, SAD), natrijumova so 3-(2-piridil)-5,6-difenil-1,2,4-triazin-4',4"-disulfonske kiseline,
ferozin (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, SAD); fosfatni pufer sa dodatkom soli, PBS pufer (engl. phosphate-buffered saline,
Sigma Aldrich, St. Louis, MO, SAD), 6-hidroksi-2,5,7,8-tetrametilhroman-2-karboksilna kiselina, Troloks (Sigma Aldrich,
St. Louis, MO, SAD) i etilendiamintetrasircetna kiselina, EDTA (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, SAD). Oslobadanje
inkapsuliranih peptida ispitano je primenom model sistema sa Zeluda¢nim i pankreasnim sokom za ¢iju pripremu su
korisceni pepsin (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, SAD), zucne soli (Biolife, Italija), i pankreatin (MP Biomedicals, LLC,
Francuska). Svi ostali koris¢eni hemijski reagensi (albumin iz govedeg seruma, Folin-Ciocalteu reagens, natrijum-
hidroksid, natrijum-dihidrogen fosfat monohidtrat, dinatrijum-hidrogen fosfat anhidrovan) bili su analiticke Cistoce i
nabavljeni od firme Sigma Aldrich (St. Louis, MO, SAD).

2. 2. Enzimska hidroliza proteinskog koncentrata soje

Dvostepena enzimska hidroliza proteinskog koncentrata soje izvedena je u $arznom reaktoru zapremine 400 cm?3, sa
mehani¢kim mesanjem kori$¢enjem propelerske me3alice sa tri propelera pri broju obrtaja 200 min™ i termoparom za
automatsku regulaciju temperature, prema ranije publikovanom protokolu sa manjim izmenama [21]. Proteinski
koncentrat soje, masene koncentracije 8 % (w/w), dispergovan je u dejonizovanoj vodi (18,2 MQ, TOC<4 ppm; uredaj
Milli-Q purification system; Merck Millipore Advantage A10, Darmstat, Nemacka), homogenizovan mesanjem 1 min i
termostatiran na 45 °C tokom 20 min, nakon ¢ega je dodavanjem 1 M rastvora NaOH podesena vrednost pH 7. Na ovaj
nacin, ostvareni su optimalni reakcioni uslovi za dodavanje prve proteaze Neutraze. Koli¢ina dodate proteaze odredena
je na osnovu masenog E/S odnosa, uzimajudi u obzir koli¢inu proteina u supstratu, 4 % (w/w). Proteini soje hidrolizovani
su Neutrazom do postizanja stepena hidrolize ~7 % tj. do isteka 45 min reakcije, nakon Cega je reakcionoj smesi
podesena vrednost pH 7 i dodat drugi enzim Flevorzim u masenom odnosu E/S 4 %, a reakcija je vodena pri optimalnoj
temperaturi od 50 °C. Po zavrSetku hidrolize, posle tri sata, proteaze su inaktivirane zagrevanjem reakcione smese
10 min na 90 °C, nakon Cega je smesSa ohladena do sobne temperature i centrifugirana pri brzini 10000 x g u toku 10 min.
U cilju dobijanja praskastih proizvoda dekantovan je supernatant, proteinski hidrolizat - smesa peptida soje, sakupljen
je i osugen u sprej sudnici (Mini Buchi B-290 spray-drayer; BUCHI Labortechnik AG, Svajcarska), a kao takav koris¢en u
daljim fazama istrazivanja.
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Standardizovanom metodom po Kjeldalu (Kjeldahl) (ISO 5983-2:2005 prema AOAC metodi) [20] odreden je sadrzaj
sirovih proteina u hidrolizatu (N x 6,25), a radi utvrdivanja specificnosti proteaza i srednje velic¢ine duZine peptidnih
lanaca odreden je stepen hidrolize prema ranije opisanoj ninhidrinskoj metodi [21].

2. 3. Priprema lipozoma metodom tankog filma

Lipozomi su pripremljeni metodom tankog filma, pri éemu je u prvom koraku 0,1 g fosfolipida rastvoreno u 5 cm3
hloroforma, nakon ¢ega je izvrSeno kompletno uklanjanje rastvaraca do nastajanja tankog filma, na vakuum uparivacu
(Rotavapor® R-210, BUCHI Labortechnik AG, Flavil, Svajcarska) pri temperaturi od 40 °C i pritisku od 474 mbar, tokom
sat vremena. Tanak film koji se obrazuje na zidovima balona susen je 15 min. U drugom koraku, za hidrataciju lipidnog
filma i formiranje lipozoma, 2 cm® sme$e proteinskog hidrolizata soje (5 mg cm™) je razblaZeno sa 3 cm?® zagrejanog
natrijum-fosfatnog pufera (0,01 M, pH 7, 60 °C). Nakon hidratacije izvrSeno je pet ciklusa grejanja (60 °C) i hladenja
(sobna temperatura) u trajanju od 2 min, sa napomenom da je u ciklusima hladenja vrSeno intenzivno ,vorteksiranje“,
u prisustvu staklenih kuglica pre¢nika 3 mm. Kao kontrola pripremljeni su prazni lipozomi bez dodatka proteinskog
hidrolizata soje hidratacijom lipidnog filma zagrejanim puferom. Smanjenje i standardizacija veli¢ine lipozoma izvedeni
su ultrazvucnim talasima visokog intenziteta, generisanim ultrazvu¢nom sondom frekvence 20 kHz i amplitude 30 %
(Sonopuls Ultrasonic Homogenizers, HD 2200 Bandelin, Nemacka) u tri ciklusa. Svaki ciklus obuhvatio je soniciranje u
trajanju od 20 s i hladjenje 1 min. Prilikom izvodenja soniciranja suspenzija lipozoma je odrZzavana na konstantno istoj
temperaturi od 5-6 °C, kako bi se izbegao toplotni efekat delovanja ultrazvukom. Pored sonde, za smanjenje veli¢ine
Cestica lipozoma koris¢eno je i ultrazvuéno kupatilo radne frekvence 40 kHz (tip USK 28, EI Nis-Ro-Vep, Nis, Srbija) tokom
deset ciklusa. Radni ciklusi bili su identi¢ni opisanim ciklusima sonikacije ultrazvu¢nom sondom.

2. 4. Efikasnost inkapsulacije

Efikasnost inkapsulacije peptida soje definisana je kao odnos mase inkapsuliranih peptida soje i mase ukupnih
peptida soje, prema ranije opisanom protokolu sa manjim izmenama [16]. Masa inkapsuliranih peptida soje indirektno
je odredena merenjem koncentracije neinkapsuliranih peptida soje, tako Sto je nakon pripreme, suspenzija lipozoma
centrifugirana pri brzini 13500 o min? tokom 45 min na temperaturi 4 °C (mikrocentrifuga sa hladenjem, Heraeus™
Fresco™ 17 Microcentrifuge, Thermo Fisher Scientific, Voltam, MA, SAD). Supernatant je dekantovan i koriséen za
kvantitativnu analizu sadrzaja proteina. Kvantitativno odredivanje sadrzaja ukupnih proteina unetih u sistem na pocetku
postupka inkapsulacije i neinkapsuliranih proteina zaostalih u supernatantu nakon centrifugiranja suspenzije lipozoma
izvrSeno je metodom po Loriju (Lowry) merenjem promene apsorbance na 500 nm [23]. Shodno tome, efikasnost
inkapsulacije, Einy, odredena je prema sledecoj formuli:

m. mu _msu
E, =—%100=—"—""100 (1)
muk muk

gde je minc je masa inkapsuliranih proteina, my masa proteina uneta pre inkapsulacije, a ms,, masa neinkapsuliranih
proteina u odvojenom supernatantu.

2. 5. Karakterizacija lipozoma sa inkapsuliranim hidrolizatom proteina soje

Srednja veli¢ina Cestica, raspodela veli¢ina Cestica po intenzitetu, kao i polidisperzni indeks (Pdl) pripremljenih
suspenzija lipozoma ispitani su metodom laserske difrakcije pomodu uredaja Ciji se rad zasniva na foton-korelacionoj
spektroskopiji (Zetasizer Nano Series, NanoZS, Malvern Instruments Ltd., Velika Britanija). Eksperimentalni podaci
predstavljeni u ovom radu srednja su vrednost najmanje osam uzastopnih merenja, pri ¢emu svaka kriva/merenje
predstavlja srednji rezultat od 14 merenja. Na istom uredaju je izvrSeno i merenje zeta potencijala pripremljenih
uzoraka, tehnikom elektroforetske pokretljivosti i merenjem kretanja Cestica u elektricnom polju. Deset uzastopnih
merenja je izvedeno prilikom jednog merenja zeta-potencijala, a svaki uzorak je analiziran tri puta i prikazani podaci
predstavljaju srednju vrednost tih merenja. Navedene analize izvrSene su dva sata nakon pripreme suspenzije lipozoma,
koje su za to vreme Cuvane u frizideru na 4 °C.
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2. 6. Antioksidativna aktivnost hidrolizata proteina inkapsuliranih u lipozome

Bioloska aktivnost pripremljnog hidrolizata proteina soje i lipozoma sa inkapsuliranim hidrolizatom proteina soje
ispitana je testiranjem antioksidativne aktivnosti, primenom dva po mehanizmu delovanja razlicita testa. Ukratko, uzorak
rastvora hidrolizata pripremljen je u dejonizovanoj vodi tako da je: a) sadrzaj sirovih proteina 5 mg cm3, b) sadrZaj proteina
jednak sadrzaju inkapsuliranih proteina (0,38 mg cm). RazblaZzenjem 0,2 cm3 pripremljenih uzoraka rastvora hidrolizata,
zatim neikapsuliranih (supernatanta) i inkapsuliranih proteina, i praznih lipozoma sa 0,8 cm3 dejonizovane vode,
pripremljeni su polazni rastvori. Dodavanjem 0,1 cm? rastvora gvozde(ll)-hlorida koncentracije 2 mM, ,vorteksiranjem” i
inkubacijom 3 min na 20 °C, zapodeta je rekacija. U drugom koraku, dodato je 0,2 cm? rastvora ferozina koncentracije 5
mM, i nakon intenzivnhog mes$anja inkubirano 10 min na 20 °C. Stepen heliranja Fe?* jona kvantifikovan je
spektrofotometrijskim merenjem smanjenja apsorbance proizvedenog gvozde(ll)—ferozin kompleksa na 562 nm [21].

Za izvodenje metode kojom je meren kapacitet redukcije ABTS** radiklaskog katjona, pripremljen je rastvor ABTS u
PBS puferu (5 mM, pH 7,4) i kalijum-persulfatu, koncentracije 2,45 mM i razblazen do absorbance 0,700 + 0,05 na
734 nm. | ovaj put, pripremljeni su uzorci rastvora hidrolizata, zatim neinkapsuliranih (supernatanta), inkapsuliranih
proteina i praznih lipozoma. Test je izveden dodavanjem 0,01 cm? pripremljenih uzoraka u 1 cm? razblaZenog ABTS**, a
kapacitet redukcije radikalskog katjona kvantifikovan je merenjem promene apsorbance posle 5 min na 734 nm [24].

Za oba testa, kontrolni uzorci pripremljeni su u skladu sa opisanim metodama, ali je umesto pripremljenih uzoraka
u reakcionu smesu pipetiran PBS pufer i/ili dejonizovana voda. Stepen redukcije ABTS®* radikalskog katjona i/ili stepen
heliranja jona metala izrazeni u procentima izracunati su kao odnos proreagovale koli¢ine ABTS** radikalskog katjona
i/ili jona gvozda i ukupne koli¢ine radikalskog katjona i/ili jona gvozda unetih u reakcioni sistem, redom, prema
jednacinama:

Koli¢ina ABTS —A
Stepen redukcije ABTS™ =——— proragovao 10y _ Aonois = Asersk 10 (2)
KOhCIna ABTsukupno kontrola
Koli¢inaFe -
Stepen heliranja Fe** = —PIoreORlo 190 = Aonsotn = Asora 100 (3)
KOliCina Feukupno ontrola

gde Aiontrola | Auzorak Predstavljaju spektrofotometrijski ocitane vrednosti apsorbanci na odgovaraju¢im talasnim
duZinama. U slucaju formulacije sa inkapsuliranim hidrlizatom, Ayzorak predstavlja apsorbancu inkapsuliranih peptida,
koja se izracunava kao:

AJzorak =’4uk -Aneink (4)

gde je Ay apsorbanca ukupnih proteina u formulaciji lipozoma, a Aneink apsrobanca neinkapsuliranih proteina u
odvojenom supernatantu.

Radi poredenja sa literaturni podacima, rezultati su izrazeni i kao ekvivalenti odredenog standarda, troloksa i EDTA,
za ABTS"* radiklaskog katjona i Fe?* jone, redom. Naime, kapacitet redukcije ABTS** radiklaskog katjona izraZen je kao
troloks ekvivalent antioksidativna aktivnost (engl. Trolox Equivalent Antioxidant Activity, TEAA) u umol TE mg™ proteina.
Sposobnost heliranja jona metala predstavljena je kao EDTA ekvivalent antioksidativne aktivnosti (engl. EDTA equivalent
antioxidant activity, EEAA) u pmol EE mg? proteina.

2. 7. Kontrolisano otpustanje hidrolizata proteina iz lipozoma

Kinetika otpustanja proteina iz lipozoma pracena je u standardnoj Francovoj difuzionoj celiji sa omotacem,
zapremine receptorskog dela 20 cm? i povr$ine membrane 4,91 cm? (Perme Gear, Inc., SAD). Primenom ove ¢elije ispitan
je uticaj lipozomne membrane na difuziju inkapsulirane smese peptida u model sistemu sa Zeludacnim i pankreasnim
sokom koji su pripremljeni prema ranije opisanoj metodi [25]. Celija se sastojala iz dva dela, donorskog i receptorskog,
razdvojenih celulozno-acetatnom membranom. Pre pocetka, Francove celije ispunjene Zeluda¢nim ili pankreasnim
sokom su termostatirane na 20 °C tokom 30 min. U donorski deo uneto je 2 cm3 suspenzije lipozoma sa inkapsuliranim
peptidima. S obzirom na Cinjenicu da su simulirani gastrointestinalni uslovi za koje je poznato da se dejstvo Zeludacnih
sokova ispoljava u toku prvih sat vremena, najpre je prac¢ena difuzija peptida u tom sistemu. U nastavku, difuzija peptida
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tokom narednih 4 h pracena je u pankreasnom soku, $to simulira dalju digestiju nakon prolaska kroz Zeludac. Alikvot
0,5 cm?uzorkovan je iz receptorskog dela u vremenskim intervalima 10 i 30 min za Zeludaéni i pankreasni sok, redom.
Tom prilikom ista koli¢ina sveZih rastvora Zeludac¢nog i pankreasnog soka vracana je u receptorski deo. Sadrzaj peptida
u uzorcima odreden je metodom po Loriju (Lowry), a udeo prodifundovanih peptida odreden je kao odnos mase peptida
tokom digestije i mase unetih inkapsuliranih peptida.

2. 8. Statisticka analiza

Svi eksperimenti su izvedeni u triplikatu (n = 3), a rezultati su predstavljeni kao srednja vrednost + standardna
devijacija za svako merenje. U toku analize podataka, a u cilju procene statistickog znacaja rezultata koriséena je i
jednostruka analiza varijanse sa naknadnim Tuki (Tukey) testom na nivou p<0,05 (One-way ANOVA; OriginPro 9.0,
OriginLabCorp., MA, SAD).

3. REZULTATI | DISKUSIJA

3. 1. Karakterizacija lipozoma sa inkapsuliranimhidrolizatom proteina soje

Tokom procesa pripreme lipozoma sa inkapsuliranim hidrolizatom proteina soje, standardnom metodom tankog
filma, analiziran je uticaj delovanja ultrazvucnih talasa visokog intenziteta na smanjenje i standardizaciju srednje veli¢ine
multilamelarnih lipozoma. Tom prilikom ultrazvu¢ni tretman izveden je na dva razliita nacina, posredstvom
ultrazvucnih talasa generisanih iz ultrazvucnog kupatila frekvence 40 kHz i iz ultrazvucne sonde frekvence 20 kHz.
Dodatno, razmatran je uticaj tretmana na efikasnost inkapsulacije hidrolizata proteina soje, veli¢inu Cestica lipozoma i
njihovu stabilnost.

U ovom istraZivanju, pri prethodno opisanim uslovima inkapsulacije, postignut je stepen inkapsulacije vrednosti
19,040,3 % primenom ultrazvucne sonde, kao i 10,0£0,4 % primenom ultrazvuénog kupatila. Prikazane vrednosti manje
su u odnosu na literaturne podatke za stepen inkapsulacije hidrolizata proteina u lipozome pripremljene fosfatidil
holinom i tretirane ultrazvukom. Naime, u istrazivanju inkapsulacije hidrolizata proteina surutke dobijen je stepen
inkapsulacije od 48 % [26], dok je druga grupa istraZivaca [16] izvestila o stepenu inkapsulacije ¢ak 90% i to
inkapsulacijom izolovanih frakcija peptida surutke razli¢itih molekuslkih masa koris¢enjem sojinog lecitina kao matriksa,
vrednostima efikasnosti inkapsulacije hidrolizata, medu kojima je interesantno istraZzivanje inkapsulacije hidrolizata
ribljih proteina gde je ostvarena efikasnost od ¢ak 80 % [20]. U drugom radu, postignut je stepen inkapsulacije hidrolizata
proteina kazeina 43-46 % [13], dok je ta vrednost bila svega 28 % prilikom inkapsulacije biljinih peptida, tj. hidrolizata
proteina pasulja [19]. Ostvarena mala efikasnost inkapsulacije hidrolizata proteina soje (~19 i ~10 %) u ovom radu,
ukazuje na postojanje odbojnih sila izmedu anjonskih polarnih grupa fosfolipida u lipozomima i negativno
naelekstrisanih grupa hidrolizata proteina soje. Analizom aminokiselinskog sastava pripremljenog hidrolizata soje
utvrdeno je da kvantitativno ima viSe kiselih aminokiselina, L-glutaminske i L-asparaginske kiseline u odnosu na bazne
arginin, lizin i histidin (rezultati nisu prikazani). Kvantitativnom analizom udela hidrolizovanih peptidih veza, kao i
sadrzaja proteina, dobijeno je da je hidrolizom proteinskog koncentrata soje hidrolizovano ¢ak 22,3+0,9 % proteina, dok
sadrzaj sirovih proteina na s.m. (N x 6,25) iznosi 81,6+1,1 %.

Kako bi se utvrdio uticaj dejstva ultrazvuénih talasa na veli€inu Cestica pripremljenih lipozoma sa hidrolizatom
proteina soje i njihovu raspodelu po intenzitetu, izmerene su srednje veliine Cestica suspenzije lipozoma neposredno
pre tretmana i nakon tretmana u ultrazvu¢nom kupatilu i ultrazvu¢nom sondom. Dobijene srednje vrednosti velicine
Cestica lipozoma sa inkapsuliranim peptidima prikazane su na slici 1A i u poredene su sa vrednostima praznih lipozoma
koji nisu sadrzali hidrolizat proteina soje, a Cija priprema je izvrSena na identi¢an nacin. Na slikama 1B i 1C data je
raspodela veli¢ine Cestica lipozoma.

Netretiranoj suspenziji lipozoma sa inkapsuliranim hidrolizatom proteina soje izmeren je srednji precnik Cestica od
3464 nm i utvrdena je bimodalna raspodela veli¢ine, sa malim udelom ~5 % velikih vezikula u rasponu od 5-6 um.
Lipozomi sonicirani u ultrazvu¢nom vodenom kupatilu imaju takode bimodalnu raspodelu centriranu na 850 nm, dok su
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lipozomi pripremljeni ultrazvu¢nom sondom najmaniji (310 nm) i unimodalne distribucije veli¢ina. Dobijeni rezultati su
ocekivani s obzirom na cCinjenicu da se soniciranjem dobijaju manje jednolamelarne vezikule (engl. single unilamellar
vesicles, SUV) u odnosu na pocetne multilamelarne vezikule (engl. multilamellar vesicles, MLV), Sto se pripisuje fizickim
efektima akusti¢ne kavitacije. Dodatno, efikasnost smanjenja veli¢ine lipozoma veéa je kod ultrazvu¢ne sonde s obzirom
na to da se kod ultrazvuénog kupatila oscilacije disperguju kroz daleko vec¢u povrsinu nego u slucaju soniciranja sondom,
gde je sonda u direktnom kontaktu sa suspenzijom lipozoma. Prikazani rezultati u saglasnosti su sa literaturnim
podacima prema kojima je raspodela veliCine lipozoma tretiranih umerenom kavitacijom bimodalna, a zatim sa
povecanjem inteziteta kavitacije postaje unimodalna [27]. Sa slika 1B i 1C uocava se i to da su lipozomi sa inkapsuliranim
hidrolizatom proteina soje veci u odnosu na prazne lipozome u slucaju netertiranih i ultrazvucno tretiranih uzoraka. U
skladu sa navedenim, moZe se pretpostaviti i izvesti zaklju¢ak da se hidrolizovani proteini soje delimi¢no ugraduju u
lipozomnu membranu.
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Slika 1. Uticaj ultrazvucnih tretmana na srednju veli¢inu i raspodelu Cestica lipozoma sa i bez peptida dobijenim iz proteina soje
(LIP-P i LIP, redom; 40 kHz se odnosi na tretman u ultrazvuc¢nom kupatilu, a 20 kHz tretman ultrazvucnom sondom). Vrednosti
obeleZene istim slovima ukazuju da razlika srednjih vrednosti nije znacajna na nivou 0,05

Figure 1 Effects of ultrasound treatments on the average diameters and size distribution of liposome particles with and without
peptides obtained from soy protein (LIP-P and LIP, respectively; 40 and 20 kHz correspond to the treatment in the ultrasonic bath
and by the ultrasonic probe, respectively). Values marked with the same letter indicate that the difference of means is not
significant at the 0.05 level
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Stabilnost lipozoma sa inkapsuliranim hidrolizatom proteina soje ispitana je merenjem povrsinskog zeta potencijala,
a dobijeni rezultati su prikazani na slici 2.

CH LIP + P - 20 kHz
C H LIP- 20 kHz
¢ H LIP + P - 40 kHz
C LIP- 40 kHz
a — LIP + P - bez tretmana
b H LIP- bez tretmana
T T rrrrrrrrrrr ot
-30 -25 -20 -15 -10 -5 0

Zeta potencijal, mV

Slika 2. Uticaj ultrazvucnih tretmana na povrsinsko naelektrisanje lipozoma sa i bez peptida soje (LIP-P i LIP, redom; 40 kHz se odnosi
na tretman u ultrazvu¢nom kupatilu, a 20 kHz tretman ultrazvucnom sondom). Vrednosti obeleZene istim slovima ukazuju da razlika
srednjih vrednosti nije znacajna na nivou 0,05

Figure 2 Effects of ultrasound treatments on the zeta potential of liposome particles with and without soy peptides (LIP-P and LIP,
respectively; 40 and 20 kHz correspond to the treatment in the ultrasonic bath and by the ultrasonic probe, respectively). Values
marked with the same letter indicate that the difference of means is not significant at the 0.05 level

Sa slike 2 uocava se da je negativna vrednost zeta potencijala detektovana u svim pripremljenim suspenzijama
lipozoma Sto potice od negativno naelektrisanih fosfatnih grupa fosfolipida koje se u lipozomima orijentisu ka povrsini.
Moze se zakljuciti da su MLV lipozomi stabilni s obzirom da je njihova apsolutna vrednost zeta potencijala veéa od 20
mV i da su lipozomi sa inkapsuliranim hidrolizatom soje stabilniji usled prisustva veéeg broja negativno naelekstrisanih
peptida sojinog hidrolizata. Promena u povrSinskom naelektrisanju MLV lipozoma navodi na zaklju¢ak da se peptidi
ugraduju u lipozomnu membranu tako da se negativno naelektrisane grupe orijentiSu ka okolnoj vodenoj fazi. Do istog
zakljucka su dosli i autori koji su ispitivali lipozome nanoveli¢ina dobijene od lecitina sa inkapsuliranim peptidima mlecne
surutke [16]. Ova grupa istraZivaca je joS pokazala da je povecanje apsolutne vrednosti zeta potencijala i stabilnosti
lipozoma uzrokovano prisustvom peptida u korelaciji sa molekulskom masom proteinskih frakcija, tako da frakcije
peptida manjih molekulskih masa imaju veci uticaj na zeta potencijal lipozoma. Medutim, uticaj hidrolizata proteina soje
na lipozome tretirane ultrazvukom nije takav, odnosno nema statisticki znacajne razlike u naelektrisanju u odnosu na
prazne lipozome. Dodatno, uocava se da su apsolutne vrednosti zeta potencijala ultrazvu¢no tretiranih uzoraka znatno
manje u odnosu na netretirane lipozome. Dobijeni rezultati navode na zakljuc¢ak da je ultrazvucni tretman lipozoma
doveo do strukturne reorganizacije lipozomne membrane MLV lipozoma. Takode treba imati u vidu i da ultrazvuéni
talasi dovode do konformacionih promena u strukturi proteina $to je moglo da za posledicu ima promene u orijentaciji
naelektrisanih funkcionalnih grupa i promene u pozicioniranju ostataka aminokiselina u lipozomnoj membrani. U
literaturi se mogu nadi razlicite vrednosti zeta potencijala prilikom inkapsulacije proteinskih hidrolizata ili njihovih
frakcija u SUV lipozome od fosfatidil holina. Prilikom inkapsulacije proteinskog hidrolizata ribljih proteina dobijene su
vrednosti od -2,2 do -5,8 mV [20], dok je vrednost povrSinskog naelektrisanja lipozoma sa proteinskim hidrolizatom
proteina pasulja iznosila ¢ak -70 mV [19]. Sumarno, mozZe se zakljuditi da vrednosti zeta potencijala znacajno variraju u
zavisnosti od porekla peptida koji se inkapsuliraju, njihove povrsinske hidrofobnosti, naelektrisanja bocnih ostataka
aminokiselina, ali i od hemijske strukture fosfolipida.
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3. 2. Antioksidativna aktivnost hidrolizata proteina soje inkasuliranih u lipozome

Poznato je da se mehanizam delovanja peptida nosioca antioksidativne aktivnosti ispoljava kroz: 1) neutralizaciju
slobodnih radikala, 2) inhibiciju reaktivnih kiseoni¢nih vrsta, 3) heliranje pro-oksidatvinih jona metala i 4) inhibiciju lipidne
peroksidacije [3]. Stoga, antioksidativna aktivnost hidrolizata proteina soje inkapsuliranih u lipozome tretirane ultra-
zvuénom sondom u cilju reduckije veli¢ine Cestica i pripreme jednolamelarnih vezikula, analizirana je merenjem stepena
inhibicije ABTS™* radikalskog katjona i stepena heliranja Fe?* jona. Tom prilikom antioksidativna aktivnost lipozoma sa
inkapsuliranim hidrolizatom proteina soje uporedena je sa neinkapsuliranim proteinima soje u obliku hidrolizata (pri istoj
koncentraciji peptida; slike 3A i 3B) i praznim lipozomima (pri istoj koncentraciji fosfolipida; slika 3A).
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Slika 3. Antioksidativna aktivnost lipozoma sa inkapsuliranim peptidima soje u odnosu na neinkapsulirani hidrolizat i prazne
lipozome kao kontrolu: (A) procenat inhibicije ABTS *radikalskog katjona/metal-jon helatna aktivnost, i (B) troloks/EDTA ekvivalent
antioksidativne aktivnosti izraZen po masi peptida.Vrednosti obeleZene istim slovima ukazuju da razlika srednjih vrednosti nije
znacajna na novou 0,05

Figure 3 Antioxidant activity of liposomes with encapsulated soy peptides with respect to non-encapsulated peptides and empty
liposomes as a control: (A) scavenging activity of ABTS**/metal-ion helating activity, and (B) Trolox/EDTA equivlent antioxidant
activity per mass of peptides. Values marked with the same letter indicate that the difference of means is not significantat the 0.05
level

Antioksidativna aktivnost u vidu inhibicije ABTS** radikalskog katjona za hidrolizat proteina soje (koncetracije
5 mg cm3) iznosila je ~71,1 %, dok je efikasnost heliranja Fe?* jona bila ~54,1 %. Sa slike 3 uo&ava se da je antioksidativna
aktivnost lipozomne formulacije peptida manja u odnosu na slobodan hidrolizat, i iznosi ~35,0 % za inhibiciju ABTS"*
radikalskog katjona, odnosno ~22,0 % za efikasnost heliranja Fe**jona. Medutim, vaZno je istaéi da je antioksidativna
aktivnost neinkapsuliranog hidrolizata proteina soje (0,38 mg cm™) iznosila ~14,7 % za inhibiciju ABTS** radikalskog
katjona, dok je za efikasnost heliranja Fe?*ta vrednost bila ~11,8 %. Analiziranjem antioksidativne aktivnosti (slika 3)
evidentno je da ukupnoj antioksidativnoj aktivnosti formulacije lipozoma sa inkapsuliranim hidrolizatom proteina soje
doprinose fosfolipidi koji ulaze u sastav koris¢ene komercijalne smese fosfolipon, a koji prema literaturnim podacima
ispoljavaju antioksidativnu aktivnost [28], kao i prisustvo antioksidanta tokoferola tj. vitamina E (0,3 %). Antioksidativna
aktivnost fosfolipida u ovom istraZivanju potrvdena je i eksperimentano na uzorku praznih lipozoma bez inkapsuliranih
hidrolizata proteina soje. Prazni lipozomi ispoljili su sposobnost inhibicije ABTS"* radikalskog katjona u vrednosti od
~19,9 % (slika 3A), §to izraZzeno preko ekvivalenata kori$¢enog standarda iznosi 2,92 umol TE mg* fosfolipida, odnosho
0,288 umol TE. Kada je re¢ o heliranju Fe?* jona, prazni lipozomi imaju ne$to manju sposobnost helacije u poredenju sa
inhibiranjem radikalskog katjona (svega 10 %, odnosno 0,069 umol EE tj. 0,080 umol EE mg fosfolipida). Poredenjem
vrednosti ekvivalenata antioksidativne aktivnosti suspenzije lipozoma sa inkapsuliranim hidrolizatom (0,473 umol TE
odnosno 0,249 umol TE mg™ peptida i 0,149 pmol EE odnosno 0,078 umol EE mg™! peptida) i praznih lipozoma, moZe se
zakljuciti da fosfolipidi ispoljavaju ¢ak 60 % od ukupnog kapaciteta suspenzije lipozoma za inhibiranje radikalskog katjona
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i 46 % od ukupne sposobnosti suspenzije lipozoma za heliranje jona pro-oksidativnog metala. Prikazani rezulatati idu u
prilog samom postupku inkapsulacije, opravdavaju isti i narocito je znacajano jer je njima potvrdeno da nije doslo do
velikih gubitaka antioksidativne aktivnosti usled kavitacije u toku ultrazvu¢nog tretmana lipozoma.

U literaturi se mogu naci razli¢iti podaci o uticaju procesa inkapsulacije na antioksidativnhu aktivnost hidrolizata
proteina i/ili izolovanih peptida. Tako, je pokazano smanjenje inhibicije ABTS®* radikalskog katjona i ACE-inhibitorne
aktivnosti nakon inkapsulacije bioaktivnih peptida hidrolizata mlecne surutke u lipozome [26]. S druge strane, utvrdene
su bolje antioksidativne aktivnosti inkapsuliranih peptida dobijenih iz hidrolizata proteina jedne vrste morske ribe u
odnosu na neinkapsulirane upravo usled prisustva fosfatidil holina u lipozomima [29], dok se mogu nadi i radovi koji
pokazuju da nema promene antioksidativne aktivnosti nakon inkapsulacije [20,30,31], kao i da uticaj inkapsulacije zavisi
od vrste antioksidativnog testa i koncentracije proteina [31].

3. 3. Kontrolisano otpustanje primenom Francove difuzione celije

Kako je inkapsulacijom hidrolizata proteina soje u lipozome zadrzana zadovoljavajuca antioksidativna aktivnost, u
poslednjoj fazi istrazivanja praceno je otpustanje hidrolizovanih proteina iz lipozoma. U tu svrhu koris¢ena je Francova
difuziona ¢elija, a zbog potencijalne upotrebe u prehrambenim proizvodima simulirani su gastrointestinalni uslovi tokom
4 h. Kinetika otpustanja antioskidativnog hidrolizata proteina soje prikazana je na slici 4.
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Slika 4. Kinetika otpustanja hidrolizata proteina soje iz lipozoma u simuliranim gastrointestinalnim uslovima u odnosu na difuziju
slobodnog hidrolizata

Figure 4 Release kinetics of soy protein hydrolysate from liposomes in simulated gastrointestinal fluids with respect to non-
encapsulated soy protein hydrolysate

Sa slike 4, jasno se moZe uociti da se u prvih 75 min oslobodilo ~20 % inkapsuliranog hidrolizata proteina soje u
uslovima Zeludacéne sredine, u odnosu na 45 % neinkapsuliranog hidrolizata, tj. kontrolnog uzorka. S obzirom da su
prema literaturnim podacima lipozomi stabilni na niskim pH vrednostima i otporni na dejstvo pepsina [32], mehanizam
otpustanja peptida u gastricnom medijumu se pripisuje difuziji kroz lipozomnu membranu. U intestinalnim uslovima se
takode uocava usporeno otpustanje peptida iz lipozoma u odnosu na kontrolni uzorak, tako da se ravnotezno stanje
uspostavlja nakon 180 min u odnosu na 120 min koliko je bilo potrebno u slucaju difuzije slobodnih peptida, ali treba
imati u vidu da u intestinalnim uslovima dolazi ido lipolize fosfolipida lipozoma i to najvise kao posledica prisustva zZucnih
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soli [30]. Ovakav rezultat ukazuje na to da su lipozomi stabilne Cestice pogodne za inkapsulaciju hidrolizata, tj. smese
oligo- i polipeptida, poreklom iz proteina soje, tako Sto deluju kao zastitna barijera i usporavaju proces oslobadanja $to
opravdava njihovu upotrebu kao sistema za kontrolisano i produZzeno otpustanje nestabilnih sojinih peptida.

4. ZAKJJUCAK

U ovom radu priprema lipozoma izvrSena je metodom tankog filma koris¢enjem komercijalne smese fosfolipona
90G. Formirani film lipida hidriran je vodenim rastvorom hidrolizata proteinskog koncentrata soje koji poseduje izrazenu
antioksidativnu aktivnost, a pripremljen je u dvostepenom enzimskom postupku sa endoproteazom iz Bacillus
amyloliquefaciens i endo- i egzoproteazom iz Aspergillus oryzae. Smanjenje veliCine lipozoma i povecéanje njihove
uniformnosti postignuto je dejstvom ultrazvucnih talasa generisanih ultrazvuénom sondom frekvence (20 kHz) i u
ultrazvuénom kupatilu (40 kHz), pri ¢emu su ultrazvuénom sondom postignuti bolji rezultati, odnosno veca efikasnost
inkapsulacije (19 %) i manje (310 nm) i uniformnije (unimodalna raspodela veli¢ina) lipozomne Cestice. Utvrdeno je da
hidrolizat proteina soje doprinosi povecdanju negativne vrednosti zeta potencijala, ali samo u slucaju velikih
multilamelarnih lipozoma. Potvrdena je dobra antioksidativna aktivnost lipozomne formulacije hidrolizata koja je
dobijena ultrazvu¢nim tretmanom i to merenjem sposobnosti inhibicije ABTS®* radikalskog katjona i sposobnosti
heliranja Fe?* jona. Kinetika otpustanja bioaktivnog hidrolizata proteina soje u simuliranim gastrointestinalnim uslovima
pokazuje da lipozomi omogucavaju produzeno oslobadanje bioaktivnih peptida iz hidrolizata. Rezultati pokazuju da se
lipozomne formulacije mogu koristi kao funkcionalni dodaci hrani. U cilju postizanja efikasnije inkapsulacije hidrolizata
proteina soje budude faze istrazivanja potrebno je usmeriti ka unapredenju tehnoloskog postupka izrade lipozoma, pri
¢emu optimizacija sastava lipozomne membrane, kako u pogledu procesnih parametara, tako i u pogledu primene
drugih lipidnih sirovina ¢e biti fokus.

Zahvalnica: Autori nau¢nog rada odaju veliku zahvalnost Ministarstvu prosvete, nauke i tehnoloskog razvoja Repub-
like Srbije za finansijsku podrsku (Ugovor br. 451-03-68/2020-14/200135 i Ugovor br. 451-03-68/2020-14/200287).
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ABSTRACT

Production and characterization of liposomes with encapsulated bioactive soy protein hydrolysate
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(Scientific paper)

Soy proteins known for their high nutritional value and pronounced techno- Keywords: soy protein hydrolysate, bio-
functional properties, can be hydrolyzed by using proteolytic enzymes and thus active peptides; encapsulation, liposome,
converted into hydrolysates rich in di-, tri- and oligopeptides. The resulting peptides ultrasound high-intensity, controlled rele-
are carriers of valuable biological activities, which make the soy hydrolysates very ase.

important in functional food applications as techno-functional and bioactive
ingredients. However, commercial incorporation and application of soy protein
hydrolysates can be hinderedby their low bioavailability and instability, bitter taste,
hygroscopicity and possibility to interact with the food matrix. The aim of this
research is encapsulation of the soy protein hydrolysate in liposomes in order to
overcome the stated shortcomings, while preserving the biological activities that
protein hydrolysates exhibit. The soy hydrolysate was prepared by a two-step
enzymatic hydrolysis of a soy protein concentrate using commercial food-grade
proteases, endoprotease from Bacillus amyloliquefaciens (Neutrase®) and egzo-
and endoprotease from Aspergillus oryzae (Flavourzyme®) and encapsulated within
liposomes. The liposomes were produced by a thin film method using a commercial
lipid mixture (Phospolipon® 90G) containing mainly phosphatidylcholine. Next, the
obtained multilamellar vesicles (MLV) with the soy protein hydrolysate were treated
by high-intensity ultrasound waves generated by using (1) an ultrasonic probe at a
frequency of 20 kHz and (2) an ultrasonic bath with a frequency 40 kHz. The smallest
(310 nm) and uniform (unimodal size distribution) liposomes with the highest
efficiency of peptide encapsulation (19 %) were obtained by the probe sonication.
The presented results showed that incorporation of the soy protein hydrolysates
was achieved within the liposome membrane and caused an increase in the
liposome size in all tested formulations, namely: from 297 to 310 nm by using the
ultrasonic probe, from 722 to 850 nm by using the ultrasonic bath, while in
formulations without the ultrasonic treatmentsthe increase from 2818 to 3464 nm
was recorded. The entrapped peptides caused enlargement of all liposomes and the
increase in negative charge of zeta potential values, which in the case of MLV
liposomes was below -30 mV, indicating high stability of these liposomes. Significant
antioxidant activity of the probe-sonicated liposomal formulation was confirmed by
the ABTS scavenging ability and iron-chelating activity. Release studies conducted
under simulated gastrointestinal conditions confirmed that liposomes provide
prolonged release of encapsulated soy protein hydrolysates as compared to
diffusion of the free hydrolysate. In the first 75 min, only 20 % of liposome
encapsulated soy peptides diffused, which is 2.2-fold lower as compared to the
diffusion of the non-encapsulated soy hydrolysate. Liposome encapsulated soy
protein hydrolysates may provide the possibility for application in the areas such as
food science and technology, with the aim to enhance the nutritional value and shelf
life of food products, and develop functional foods.
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