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Tijekom procesa ekstruzije dolazi do kemijskih promjena u sirovini, izazvanih toplinskom i me-
hani~kom energijom u ekstruderu.

Pod utjecajem visoke temperature dolazi do unakrsnog povezivanja aminokiselinskih ostataka u
proteinima, {to ima za posljedicu promjene proteinske strukture te nastanak novih izopeptidnih
veza.

Budu}i da nastanak novih izopeptidnih veza pridonosi najve}im dijelom promjenama nutritiv-
nih svojstava gotovog, ekstrudiranog proizvoda, na{a istra`ivanja bila su usmjerena na prou~a-
vanje i interpretaciju njihovog nastanka primjenom metoda molekularnog modeliranja i FT-IR
spektroskopije.
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Uvod

[ezdesetih godina pro{log stolje}a zapo~ela je primjena
postupka ekstruzije u prehrambenoj industriji. Tijekom sa-
mog procesa uzorak se prisilno podvrgava jednoj ili vi{e
tehnolo{kih operacija: mije{anju, stla~ivanju mase, grija-
nju, smicanju te, kona~no, ekspandiranju kroz prikladno
formiranu sapnicu.

Tom je tehnologijom mogu}e proizvesti {iroku paletu no-
vih proizvoda i unaprijediti one koji ve} postoje na tr`i{tu.
Proizvodi kao {to su `itarice za doru~ak (breakfast cereals),
“ready-to-eat” hrana, ravni kruhovi, modificirana bra{na i
{krob te hrana za ku}ne ljubimce ~ine samo dio velike pa-
lete proizvoda koje je mogu}e proizvesti tehnologijom ek-
strudiranja.1

Kemijske promjene tijekom procesa ekstruzije

Za vrijeme postupka ekstruzije uo~ena je pojava unakrs-
nog povezivanja aminokiselina i proteina koje nastaje zbog
djelovanja visokih temperatura i tlaka na uzorak. Reakcije
unakrsnog povezivanja proteina mogu se podijeliti na dvije
osnovne skupine: reakcije disulfidnog tipa i reakcije nedi-
sulfidnog tipa.

Prema nekim istra`ivanjima2 pokazalo se da reakcije disul-
fidnog tipa utje~u na strukturna svojstva ekstrudiranih pro-
izvoda. Tako|er je uo~eno da je koli~ina nastalih disulfid-
nih veza vrlo niska jer sam postupak ekstruzije proteina
poti~e nastanak sulfhidrilnih grupa iz disulfidnih veza.

U drugu, ne{to ve}u skupinu reakcija unakrsnog povezi-
vanja proteina tijekom procesa ekstruzije ulaze reakcije
nedisulfidnog tipa.3 Toj skupini pripadaju reakcije:

a) intermolekularnog unakrsnog vezanja lizin-alaninske
vrste (eng. lysinoalanine type, LAL-type) i lizin-alanin-tio-
ninske vrste (eng. lanthionine type, LAT-type)

b) Maillardovi produkti

c) izopeptidne veze.

Intramolekularno unakrsno povezivanje tipa LAL i LAN

Stvaranju unakrsnog povezivanja tipa LAL i LAN pogoduje
obrada hrane lu`inama i visokim temperaturama. Takav tip
povezivanja pojavljuje se u prera|enoj hrani.4,5,6,7
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Normalne peptidne veze: P-CH2-CO-NH-CHR2-PNormal peptide bonds:

Intermolekularno unakrsno vezivanje
Intermolecular cross-linking bonds

LAL vrsta: P-CH2-NH-CHR-PLAL type:
LAT vrsta: P-CH2-S-CHR-PLAT type:

Maillardovi proizvodi: P-CH2-NH-CH2-CO-R---PMaillard's products:

Izopeptidne veze: P-CHR1-CO-NH-CHR2-PIzopeptide bonds:

S l i k a 1 – Kemijske veze nedisulfidnog tipa formirane u reakci-
jama unakrsnog vezanja proteina za vrijeme procesa
ekstruzije

F i g . 1 – Chemical bonds of non-disulphide type formed in re-
actions of cross-linking of proteins during process of
extrusion cooking
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Za bolje razumijevanje njihovog djelovanja va`no je poz-
navanje mehanizma stvaranja, koji se odvija u dva stupnja.
U prvom stupnju hidroksid ion katalizira eliminacijske re-
akcije serina, cisteina i treonina i poti~e stvaranje interme-
dijera dehidroalanina. U drugom stupnju dehidroalaninski
ostatak koji sadr`i ugljik-ugljik dvostruku vezu stupa u re-
akciju s !-amino skupinom lizina i stvara lizinoalanin una-
krsnu vezu. Nakon {to su susjedna mjesta u proteinu reagi-
rala, nove unakrsne veze se te`e stvaraju.

Svaki protein ima ograni~en broj mjesta koja mogu sudje-
lovati u stvaranju ovih veza. Broj tih mjesta ovisi o veli~ini
proteina, sastavu i redoslijedu aminokiselina, konformaciji
i jo{ mnogim drugim ~imbenicima.

Dva su mogu}a na~ina LAL-unakrsnog povezivanja, unu-
tarmolekularno, koje ne dovodi do bitnih promjena u masi
proteina i me|umolekularno, kod kojeg se masa proteina
pove}ava proporcionalno s brojem stvorenih veza.

Maillardove reakcije

Ovaj tip reakcija tako|er nastaje u namirnici tijekom nje-
nog izlaganja visokim temperaturama i visokom tlaku.8
One utje~u na razli~ita svojstva gotovog proizvoda kao {to
su: topljivost, tekstura, boja, aroma i nutritivna vrijednost.
Ovisno o vrsti proizvoda, odvijanje toga tipa reakcija mo`e
biti po`eljno ili nepo`eljno.

Izopeptidne veze

Od svih vrsta nekovalentnih reakcija visoka temperatura
najvi{e pogoduje stvaranju izopeptidnih veza.3,9 Pokazalo
se da su izopeptidne veze koje sudjeluju u unakrsnom po-
vezivanju aminokiselina i proteina jako stabilne. To je oso-
bito uo~ljivo kod povi{enih temperatura gdje ne dolazi do
njihova pucanja i transformiranja.4

Kako je lizin aminokiselina koja najlak{e tvori spomenute
izopeptidne veze,3 provedena su brojna istra`ivanja o nu-
tritivnoj vrijednosti takvih proteina. Ta su istra`ivanja poka-
zala da je lizin iz izopeptidnih veza nedostupan organizmu
za iskori{tavanje, {to ima za posljedicu degradaciju nutri-
tivne vrijednosti proteina.3

Ovisno o vrsti aminokiselina i njihovom stupnju interakcije,
razlikujemo nekoliko mehanizama nastanka izopeptidnih
veza: esterska, tioesterska, imidna, fosfodiesterska i amidna.

Amidna izopeptidna veza mo`e nastati izme|u amino sku-
pine jedne aminokiseline (lizin) i amino skupine druge
aminokiseline (asparagin, glutamin). Me|utim, amidna izo-
peptidna veza mo`e tako|er nastati i izme|u amino skupi-
ne lizina i karboksilne skupine asparaginske ili glutaminske
kiseline. Takvi primjeri na|eni su ne samo u proteinima
koji ~ine ekstrudirani proizvod ve} i kod proteina, odno-
sno enzima prisutnih u kvascima.10

Budu}i da su izopeptidne veze kao vrsta kovalentnog,
unakrsnog povezivanja aminokiselina razli~ite vrste inte-
rakcija me|u aminokiselinama, istra`ivanja su bila usmje-
rena na razvoj teorijskog modela putem kojeg je istra`eno
stvaranje izopeptidne veze amidnog tipa izme|u amino
skupine lizina i amino skupine asparagina odnosno gluta-
mina (slika 2).

Provedenim istra`ivanjima `eljelo se provjeriti da li primi-
jenjeni model, koji je bio temeljen na ekstrudiranom uzor-
ku soje, mo`e poslu`iti u interpretaciji strukture i svojstava
razli~itih drugih ekstrudiranih proizvoda, u na{em slu~aju
p{eni~ne krupice.3
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100

Indeks topljivosti u vodi (WSI-Water solubility index)11 od-
re|en je za ekstrudat dobiven pri temperaturama ekstruzi-
je od 120 °C i 170 °C, promjeri ~estica oko 600 m. Rezul-
tati su dobiveni i izra~unati prethodno opisanim postup-
kom.

Koeficijent WSI zamjetno se pove}ava s pove}anjem tem-
perature. WSI je obrnuto proporcionalan s indeksom ve-
zanja vode (WAI).

Dvopu`ni ekstruder

Ekstruder je bioreaktor u kojem se pri visokoj temperaturi,
kratkom vremenu zadr`avanja, visokim tlakovima i jakim
silama smicanja obra|uju razli~ite vrste prehrambenih si-
rovina s razli~itim udjelom vlage i razli~itom viskoznosti.12

Proces ekstruzije je zapravo postupak HTST (high tempe-
rature-short time; visoka temperatura-kratko vrijeme zagri-
javanja). Sirovini se tijekom transporta kroz ekstruder do-
vodi mehani~ka energija okretanjem pu`a. Mehani~ka
energija se prevodi u toplinsku energiju, pri ~emu dolazi
do znatnog povi{enja temperature sirovine. U takvim uvje-
tima polimeri, kao sastojak u sirovinama, podlije`u dena-
turaciji i plastifikaciji.13
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S l i k a 2 – Stvaranje izopeptidne veze reakcijom �-amino skupi-
ne lizina s aminoskupinom asparagina (n=1) ili gluta-
mina (n=2)

F i g . 2 – Formation of isopeptide bond by reaction of �-amino
group of lysine with amide group of asparagine (n=1
or glutamine (n=2)



U proizvodnji hrane naj~e{}e se upotrebljavaju dvopu`ni
ekstruderi s istosmjernom vrtnjom pu`nica, u odijeljenim
zonama u kojima se samostalno mogu odvijati procesi uz
primjenu razli~itih tlakova i temperatura, time se posti`e i
ve}a preradljivost.14,15,16

U na{im ispitivanjima rabili smo dvopu`ni ekstruder. Ekstru-
zija je provedena pri sljede}im uvjetima ekstruzije: koli~ini
dobave suhe tvari (30 kg h–1), maseni udjel vode u ekstru-
deru (30 % s.t.), brzina vrtnje pu`nica (150 o/min) i tempe-
raturi od 120 °C i 170 °C.

Metode

Rad je temeljen na primjeni modelnog sistema pogodnog
za pra}enje kemijskih promjena tijekom postupka ekstru-
zije.17 Pri tome su se primjenjivale moderne metode mole-
kularnog modeliranja temeljene na klasi~noj i kvantnoj
mehanici te razlikovna FT-IR spektroskopija.

Rezultati

Model

S ciljem prou~avanja nastanka izopeptidnih veza za vrije-
me procesa ekstruzije razvijen je model3 koji bi mogao
pridonijeti razumijevanju povezanosti sastava, strukture i
funkcije izopeptidnih veza na ekstrudirani proizvod. Mo-
delni sustav razvijen je na temelju rezultata FT-IR spektro-
skopije ekstrudiranog uzorka soje.17

Kako hranu mo`emo smatrati kemijski vrlo kompleksnim
uzorkom, za interpretaciju dobivenih spektara poslu`ile su
tehnike molekularnog modeliranja temeljene na kvantno
mehani~kom ab initio HF/6-31G* postupku. Metodama
molekularnog modeliranja napravljena je molekula diizo-
peptida te su uspore|eni valni brojevi za amidni tip vibra-
cija prisutnih u modelnim molekulama s razlikovnim FTIR
spektrom s ekstrudatima soje.18

Pri razvoju modelnog sistema odabrane su one aminokise-
line koje me|usobim interakcijama stavaraju izopeptidnu
vezu, a ~ine ih lizin, asparagin i glutamin. Razvijeni model
uklju~ivao je stvaranje dipeptida s izopeptidnom vezom u
kojemu !-amino skupina lizina reagira s amino skupinom
jedne od dikarboksilnih aminokiselina, uz istodobno oslo-
ba|anje amonijaka (slika 2).3

Pokazalo se da je amidni tip vibracija istovjetan kao i u
uzorcima ekstrudirane soje. Dobiveni razlikovni FT-IR
spektar pokazao je neznatnu redukciju pri valnom broju
absorbancije od 1654 i 1540 cm–1, {to upu}uje na stvara-
nje novih, kovalentnih izopeptidnih veza.18

Takav model primijenjen je u ovom radu za istra`ivanje
nastanka izopeptidne veze u uzorcima ekstrudirane p{e-
ni~ne krupice.

FT-IR spektroskopija

FT-IR spektroskopijom uo~avamo konformacijske promje-
ne na proteinima.19 Utjecaj procesnih veli~ina (temperatu-
re, tlaka, brzine vrtnje pu`nica, udjela vlage i udjela suhe
tvari) na stvaranje izopeptidnih veza izme|u aminokiselina

analiziran je uz pomo} Perkin Elmer FT-IR spektrofotome-
tra, tehnikom KBr pastila.

Razlikovna spektroskopija naj~e{}e se primjenjuje za mje-
renje razlike dvaju spektara koje dobivamo razli~itim sta-
njima proteinskih reakcija ili promjenama u konformacija-
ma. Rezultati razlikovne spektroskopije dobivaju se oduzi-
manjem krajnjeg i po~etnog spektra. Metoda je to~na za
tvari u kojima ima manje konformacijskih promjena koje
uklju~uju minimum 2–3 % od ukupnih veza. Primjena raz-
likovne spektroskopije odnosi se na prou~avanje absorpcij-
skog cijepanja veza proteina. Odnosi se na prou~avanje
razlike izme|u dvaju spektara u dvije razli~ite reakcije pro-
teina ili kao konformacijska proba.20

Proces ekstruzije proveden je pri konstantnim uvjetima ko-
li~ine dobave suhe tvari (30 kg h–1), koli~ine vode u ekstru-
deru (30 % suhe tvari) i brzine vrtnje pu`nica ekstrude-
ra (150 o/min) pri temperaturama ekstruzije od 120 °C i
170 °C.

Navedene temperature utjecale su na nastajanje izopep-
tidnih veza u uzorcima ekstrudata p{eni~ne krupice.

Nakon pa`ljivih analiza utvr|eno je da nastanak izopeptid-
nih veza odgovara vibracijskim frekvencijama izme|u
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S l i k a 3 – IR – spektar ekstrudata p{eni~ne krupice na 120 °C
F i g . 3 – IR-spectra of wheat semolina extrudate at 120 °C

S l i k a 4 – IR – spektar ekstrudata p{eni~ne krupice na 170 °C
F i g . 4 – IR-spectra of wheat semolina extrudate at 170 °C



1600 i 1650 cm–1. Tako dobiveni spektri uspore|eni su s
FT-IR spektrima soje.17

Analiza uzoraka ekstrudata p{eni~ne krupice razlikovnom
FT-IR spektroskopijom potvrdila je pretpostavke o nastaja-
nju izopepdinih veza. Dobiveni spektar pokazao je malu re-
dukciju pri valnom broju oko 1650 cm–1, iz ~ega se mo`e
zaklju~iti da se radi o maloj koli~ini nastalih veza. To se mo-
glo i o~ekivati s obzirom da se analizirane aminokiseline u
p{eni~noj krupici pojavljuju tako|er u maloj koli~ini.

Usporedba dobivenih spektara pokazala je razliku u inten-
zitetu absorpcije i u valnoj duljini kod navedenih uzoraka.

Uzorak dobiven na temperaturi od 120 °C pokazuje slab
absorpcijski vr{ak pri 1681,8 cm–1 (–13,2), dok uzorak do-
biven na temperaturi od 170 °C pokazuje slab absorpcijski
vr{ak pri 1674,0 cm–1 (–24,1).

Navedeni rezultati upu}uju na zaklju~ak da vi{a temperatura
pogoduje nastanku izopeptidne veze, ~ime topljivost pada.

Zbog vi{ih temperatura u ekstruderu dolazi i do pove}anja
tlaka, ~ime dolazi do kemijskih promjena uzorka.2 Unutar
strukture proteina pojavljuje se vibracija amid I veza. Vi-
bracije dolaze od C=O rastezanja i malog doprinosa N-H
vezanja, a javljaju se u rasponu valnih duljina od 1600 do
1700 cm–1. Atom vodika vezan je vodikovom vezom za
atom kisika i drugi dio polipeptidnog lanca, {to rezultira
nestabilnom konformacijom proteina. Dodatnim pove}a-
njem temperatura do{lo je do dodatnog pove}anja tlaka,
{to je rezultiralo nastankom novih vodikovih veza koje
usporavaju amidnu vibraciju i bilje`e pomak prema kra}im
valnim brojevima.8,19

Budu}i da jedinstvenost infracrvenog spektra pru`a izni-
man stupanj specifi~nosti kojim nadilazi relativno mali broj
drugih instrumentalnih tehnika, IR spektroskopija pokazala
se specifi~nom metodom pri identifikaciji razli~itih slo`e-
nih, heterogenih sustava, kao {to je hrana, odnosno pre-
hrambenih proizvoda.

Zaklju~ci

Prethodno razvijeni teorijski model temeljen na kvantno
mehani~kim prora~unima pokazao je izvanredno slaganje
s rezultatima FT-IR spektroskopije na ekstrudiranom uzor-

ku soje17 i p{eni~ne krupice. Istra`ivanje je pokazalo kako
temperatura ekstruzije utje~e na topljivost uzorka. Utvr|e-
no je da pove}anjem temperature dolazi do nastanka izo-
peptidnih veza koje smanjuju topljivost uzorka.

Tako|er, ovim pristupom `eljela se utvrditi mogu}nost
primjene teorijskih kvantnomehani~kih prora~una i razli-
kovne FT-IR spektroskopije u interpretaciji nastanka izo-
peptidnih veza i kod drugih uzoraka podvrgnutih postupku
ekstruzije.

Razlikovna FT-IR spektroskopija pokazala se izvrsnom in-
strumentalnom metodom za pra}enje kemijskih promjena
tijekom postupka ekstruzije.
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Ta b l i c a 1 – Vrijednosti valnih brojeva i absorbancije
Ta b l e 1 – Values of absorbance with corresponding bands

position

T/°C Valni broj/cm–1

Wave number/cm–1
Absorbancija/A
Absorbance/A

120 °C 1681,8 –13,2

170 °C 1674,0 –24,1



SUMMARY

Temperature Influence on Chemical Changes During the Extrusion Cooking
D. Kova~ek, A. Nin~evi}, I. Miljevi}, D. Viki}-Topi}*, M. Brn~i},

D. ]uri}, B. Tripalo, D. Je`ek, D. Karlovi}, and M. Fege{

Extrusion cooking is one of many techniques used to process a variety of foods. Many studies have shown
that natural compounds in foodstuff may be reduced by manipulation of extrusion operation conditions
in single or twin screw extruders. It is known that combinations of processing parametars such as temper-
ature, pressure, and screw speeds may result in physical and chemical changes in the structure of
biopolymers. The consequence of these modifications are changes in the nutritional value, functionality
and biological activities of the main food components.

In this research we investigated modifications of protein structure after disruption of protein body by ex-
treme conditions of temperature and pressure in extruder. The disruption of protein body is connected
with formation of new kind of covalent bonds (disulfide and nondisulfide type) that result in protein
cross-link.

Here, we analysed nondisulfide cross-linking reactions using two approach. The first was based on mo-
lecular modeling, while the second one used spectroscopic analytical methods: FTIR with real sam-
ples-extrudates obtained by twin co-rotating extruder.

Given results indicate that the higher temperature has more effect on formation of isopeptide bonds.

The results of both applied methods have shown very good agreement, so we concluded that combina-
tions of these methods can be used in analysis of protein macromolecules in complex samples such as
food.

This investigation has also shown that FT-IR spectroscopy is an excellent instrumental technique for fol-
lowing changes that occur during extrusion cooking. It is possible to follow little changes on protein mol-
ecules in the sense of isopeptide bond formation.
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