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1. UvOD

Zamjena zivotinjskih proteina biljnim proteinima smatra se vaznom strategijom za opskrbu
esencijalnih hranjivih tvari sve vecoj svjetskoj populaciji. U mnogim kulturama, Zivotinjski
proizvodi bili su primarni izvor proteina i drugih vaznih hranjivih tvari. Medutim, masovna
proizvodnja zivotinja zahtijeva ogromne koli¢ine podrucja za uzgoj sto¢ne hrane vode, te stvara
visoke emisije staklenickih plinova (pogotovo metana) ¢ime uz otpad, optere¢uju okoli$. Stoga
se trzisSte okrece biljkama kao izvor proteina te se upravo lis¢e biljaka smatra mogu¢im izvorom
proteina za odrzivu proizvodnju hrane, zahvaljuju¢i njihovom nutritivnom profilu i velikoj do-
stupnosti u poljoprivrednom otpadu. RuBisCO, kao najzastupljeniji protein na svijetu, vrlo je
dobar kandidat. Gotovo svi industrijski procesi proizvodnje zahtijevaju neku vrstu ekstrakcije
tijekom koje se koriste velike koli¢ine organskih otapala. Vecina organskih otapala je zapaljiva,
hlapljiva i Cesto toksi¢na te odgovorna za stvaranje efekta staklenika i oneciS¢enje okolisa.
Zahvaljujuéi trendovima zelene analiticke kemije, tijekom posljednjih desetlje¢a u¢injene su
pozitivne promjene, poput smanjene uporabe otrovnih kemikalija i njihovog Stetnog utjecaja
na okoli$. Sukladno tome, razvoj inovativnih tehnika odrzive zelene ekstrakcije postao je za-
zamjena konvencionalnim metodama javljaju je netoplinske metode ekstrakcije poput: ekstrak-
cije uz pomo¢ ultrazvuka, ekstrakcije visokonaponskim elektriénim praznjenjem (hladna pla-

zma) te ekstrakcije potpomognute pulsirajuéim elektri¢nim poljem.

Cilj ovog rada je istraziti netoplinske tehnike ekstrakcije proteina RuBisCO u svrhu isplative,

odrzive 1 ekoloske proizvodnje bez otpada.



2. SECERNA REPA (Beta vulgaris )

Secerna repa (Beta vulgaris var. altissima) je dvogodi$nja biljka iz porodice Chaenopodia-
ceae, koja se uzgaja radi proizvodnje Secera, zbog visoke koncentracije saharoze u njezinom
zadebljanom korijenu. Svoj zivotni ciklus prirodno zavrSava za dvije godine. U prvoj godini
stvaraju se listovi, a energija fotosinteze pohranjuje se kao saharoza u zadebljanom korijenu.
U drugoj godini ta energija se iskoriStava za proizvodnju cvatne stabljike, cvijeta, ploda i sje-

mena.

Jedna je od najbitnijih biljaka u prehrambenoj industriji s obzirom na ¢estu primjenu u prehrani
covjeka, njezina velika dostupnost opravdana je njezinom uzgoju na podru¢ju umjerene klime
Zemljine sjeverne polutke, $to joj omogucava veliku rasprostranjenost u odnosu na $eéernu

trsku koja zahtjeva tropske uvjete.

Seéerna repa se uzgajala kao vrtno povrée prije vise od 2000. godina te se nasiroko koristila u
razne kulinarske svrhe. Tek od 17. st., Sec¢erna repa krenula se koristit kao sto¢na hrana. Uzgoj
Secerne repe (Beta vulgaris) za proizvodnju saharoze dozivio je uspjeh u Sjedinjenim Ameri-
¢kim Drzavama oko 1870. godine te Sjedinjene Americke Drzave sada osiguravaju oko 11 %
svjetske ponude Secerne repe, a Secerne repa osigurava oko 20 % svjetske potraznje za Secerom.
Osim Sjedinjenih Americ¢kih DrZzava, Europska unija je takoder vodeca sila u proizvodnji Se-

¢era, a Secer od repe €ini gotovo svu proizvodnju Secera u Europi (Berlowska i sur., 2018).

Seéerna repa sastoji se od oko 75 % vode, dok ostatak ¢ini suha tvar koja se veéinski sastoji od
otopljenih Secera, celuloze, mineralnih soli, organskih spojeva s duSikom i ulja. Iz frakcije Se-
¢era se dobije oko 83 % od prisutnih Secera kao kristali saharoze, dok se 12.5 % izdvoji u
obliku melase, koncentriranih necistoca iz rafinacije Sec¢era. Kako bi se korijen Secerne repe
iskoristio u svakom pogledu, nusproizvodi industrije Secera - pulpa Secerne repe i melasa mogu

se iskoristiti kao sto¢na hrana u suhom ili mokrom obliku.



2.1. List Se€erne repe

Biljni listovi prepoznati su kao potencijalni izvor proteina za primjenu u hrani na temelju
njihovog nutritivnog profila i velike dostupnosti u poljoprivrednom otpadu. Za vecinu
industrijaliziranih usjeva, samo odredeni dijelovi biljaka (npr. korijen, cvijece, plodovi) se beru
1 obraduju, dok se listovi ostavljaju neiskoristeni. Ovo odbaceno lis¢e predstavlja mnogo tona

biomase godisnje (Tenorio, 2017).

Vrhovi Se¢erne repe mogu se sastojati samo od listova Secerne repe ili od mjesavine listova i
krosnje. Vrhovi su otprilike jednaki tezini korijena, ovisno o sorti, viremenu berbe 1 sezoni rasta.
Listovi Secerne repe inace sadrze 12—-14 % suhe tvari, bogati su proteinima, vitaminom A i
ugljikohidratima stoga mogu osigurati jeftinu stocnu hranu za Siroku paletu farmske stoke.
Osim proteina, listovi imaju bogat nutritivni profil (npr. dijetalna vlakna, minerali i sekundarni
metaboliti) 1 sastoje se od slozenih bioloskih struktura (npr. kloroplasticne membrane) koje
mogu biti istraZzene kao nove frakcije koje u konacnici proSiruju upotrebu lis¢a. U Nizozemskoj
su provedene studije o mogucnosti koristenja biljnog otpada kao potencijalna zamjena za
ekoloski neodrzive proteine, poput mesa, mlije¢nih proizvoda i soje, te su pokazale da veganski
biljni protein bez glutena ekstrahiran iz preSanog zelenog soka od listova Secerne repe bio

svestran poput kokosjeg jajeta (Berlowska 1 sur., 2018).

Sto se ti¢e vrste proteina, proteini lista se sastoje od topljivih i netopivih proteini. U topljivoj
frakciji, enzim ribuloza bisfosfat karboksilaza oksigenaza (RuBisCO) ¢ini gotovo polovicu
topivih proteina. Netopljivi proteini uglavnom se sastoje od membranskih proteina u
kloroplasticnim membranama (tj. tilakoidnim membranama), gdje su povezani s klorofilom,
karotenoidima i lipidima. U biljnim stanicama vecina topivih i1 netopivih proteina nalazi se u
kloroplastima, gdje ti proteini pretvaraju svjetlosnu energiju u kemijsku energije putem
fotosintetskih reakcija. Netopljivi membranski proteini proizvode energiju kroz lanac prijenosa

elektrona, a ta energija potiCe fiksaciju CO> koju katalizira RuBisCO (MacAdam, 2009).

Listovi imaju vise za ponuditi od proteina, bogati su mineralima, vitaminima, fitokemijskim
tvarima i sekundarnim metabolitima. Neki od ovih spojeva su prepoznati kao nutraceutici s
blagotvornim uc¢inkom na zdravlje ljudi (Gawel, 2012). Osim toga, listovi sadrze obilje uglji-

kohidrata ili vlakana koja tvore stanicu stijenke (slika 1) i daju krutost lisnom tkivu. Stani¢na
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stijenka se sastoji od celulozne mikrofibrile postavljene u matricu neceluloznih polisaharida,
strukturnih proteina i fenolnih komponenata (npr. lignin) (Beck, 2005). List je zapravo obilniji
s ugljikohidratima nego s proteinima te se ugljikohidrati opéenito odbacuju nakon pocetne ob-
rade listova. Uobicajena upotreba odbacenih ugljikohidrata je za Zivotinjsku sto¢nu hranu 1

biogorivo.

Do sada su proucavani samo topljivi proteini za primjenu u hrani zbog njihove bijele boje,
nutritivne kvalitete i lakog ekstrahiranja (Bals i sur., 2012; T. Hernandez i sur., 1997). Unutar
topljivih proteina, RuBisCO protein je glavni za ekstrakciju s obzirom na njegovo obilje i spe-
cificnu molekularnu tezinu, Sto omogucuje koristenje kromatografskih tehnika za procis¢ava-

nje te nastanak RuBisCO proteinskog izolata.

IW e
Staniéna stijenka ozl roteini membmeq(uaisco

~— (.J . |

Celulozna mikrovlakna
Hemiceluloza

Pektin

Struktumi proteini stani¢ne stijenke

Slika 1. Shema biljne stanice i struktura stani¢ne stijenke 1 kloroplasta (Tenorio, 2017)

3. RuBisCO

Ribuloza-1,5-bisfosfat karboksilaza oksigenaza, naj¢eS¢e poznat pod kra¢im imenom
RuBisCO, enzim je koji katalizira prvi veliki korak fiksacije ugljika, procesa kojim se
atmosferski uglji¢ni dioksid i voda pretvaraju u molekule bogate energijom kao §to su glukoza,
koriStenjem sunceve svjetlosti. U zelenim dijelovima biljaka protein RuBisCO moze €initi do

50 % ukupne koli¢ine proteinske frakcije. Stoga je RuBisCO klju¢ni fotosintetski enzim u
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zelenom liS¢u biljaka i smatra se najzastupljenijim proteinom prisutnim na zemlji.

Zbog svoje klju¢ne uloge u fotosintetskoj fiksaciji ugljika, RuBisCO se nalazi u veéini
autotrofnih organizama, ukljucujuci kopnene i morske biljke, eukariotske alge, cijanobakterije
1 fotosintetske bakterije.

RuBisCO je nastao prije 3 milijarde godina u okruzenju s visokim sadrzajem CO> i niskim
sadrzajem kisika 1 postupno se prilagodavao promjenjivim atmosferskim uvjetima, razvijajuéi
se do danasnjeg oblika te nosi slozene reakcijske mehanizme koji su nastali pod razli¢itim
uvjetima (Parry i sur., 2003, Whitney 1 sur., 2011).

RuBisCO je glavni enzim koji katalizira prvi korak fiksacije uglji¢nog dioksida u fotosintezi i
oksidaciji ugljika tijekom fotorespiracije. Njegova primarna uloga je pretvorba uglji¢nog
dioksida iz biosfere u organske spojeve u koraku koji ograni¢ava brzinu Calvinovog ciklusa
(Spreitzer 1 Salvucci, 2002). To se postize karboksilacijom ribuloza-1,5-bisfosfata (slika 2) za
proizvodnju dvije molekule 3-fosfoglicerata (Andersson i Backlund, 2008).

CH,0PO3?"

CH,0PO3?" CH,0PO3?" HO— &

C—0 o, HO—C—COO~ n,._Q | V-
e on S~ T —— 3-fosfoglicerat
H—~C—OH H—~C—OH CO(:_

CH,0PO52" CH,0PO+2" e

ribuloza- CH,0PO52-

1,5-bisfosfat 3-fosfoglicerat

Slika 2. Mehanizam karboksilacije ribuloza-1,5-bisfosfata (Berg i sur., 2013)

Afinitet RuBisCO-a za uglji¢ni dioksid pogoduje njegovoj katalitickoj aktivnosti fiksacije
ugljika. Medutim, to je sprijeCeno njegovim afinitetom za molekularni kisik Sto rezultira
fotorespiracijom. Ovaj proces usporava kataliticku aktivnost fiksacije uglji€énog dioksida i
smanjuje aktivnost za 50 %, stoga se RuBisCO cesto naziva neucinkovitim enzimom
(Andersson 1 Backlund, 2008, Spreitzer 1 Salvucci, 2002). Posljedi¢no, fotosintetski organizmi

proizvode RuBisCO u velikim koli¢inama kako bi zadovoljili svoje metabolicke potrebe.



Postoje Cetiri organizacijska oblika RuBisCO-a: I, II, 111, 1 IV (Andersson i Taylor, 2003; Tabita
i sur,, 2007). RuBisCO oblika I prevladava u visim biljkama, algama i cijanobakterijama.
Enzim ima molarnu masu oko 560 kDa, a sastoji se od osam velikih (L) podjedinica molekulske
mase od oko 56 kDa i osam malih (S) podjedinica molekulske mase oko 14 kD. Podjedinice se
nalaze u heksadekamernoj strukturi, tvore¢i bacvu od Cetiri velike podjedinice dimera koje su
rasporedene oko Cetiri osi simetrije, zatvorene na svakom kraju s Cetiri male podjedinice (slika
3). Niz nukleotida koji kodira za velike podjedinice nalazi se u genima kloroplasta, dok su
sekvence za male podjedinice kodirane genima jezgre (Malkin 1 Niyogi, 2000). Velike
podjedinice imaju ulogu provodenju reakcije, dok male imaju ulogu u njihovoj regulaciji

(Andersson, 2008).

Slika 3. RuBisCO iz Spinata (Andersson, 1996)

Gusto zbijeni RuBisCO nalazi se unutar mobilne faze strome kloroplasta u koncentracijama od
priblizno 300 mg/mL. Medutim, dobivena koncentracija RuBisCO od zelenog liS¢a ovisi o
mnogim ¢imbenicima, kao §to je starost biljke, vrijeme berbe, vrsta, uvjeti uzgoja (kao $to je
intenzitet svjetlosti 1 dostupnost dusika) i naravno ucinkovitost metode koja se koristi za
ekstrahirajte proteina.

Osim svoje obilne prisutnosti diljem svijeta, RuBisCO je od potencijalnog interesa za ljudsku
prehranu zbog svoje visoke nutritivne vrijednosti. RuBisCO sadrzi velike koli¢ine esencijalnih
aminokiselina, §to ga Cini prili¢no jedinstvenim medu biljnim proteinima. Aminokiselinski
profil RuBisCO-a ovisi od vrste do vrste, ali u prosjeku najzastupljenije aminokiseline su

glicin, alanin, leucin te ¢ine gotovo tre¢inu svih aminokiselina, dok su najmanje prisutni
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triptofan, cistein 1 metionin, od kojih svaki pojedinacno ¢ini oko 2 % prisutnih aminokiselina.
Amino kiselinski sastav RuBisCO-a usporeden je s razinom koju je preporuc¢io Referentni
obrazac FAO/WHO za prehranu ljudi te je RuBisCO pokazao kemijski rezultat 98 (Tablica 1.)
(Fred van de Velde, 2011).

Tablica 1. Usporedba sastava esencijalnih aminokiselina RuBisCO-a i drugih bjelancevine

hrane s referentnim uzorkom FAO/WHO za ljudsku ishranu (Fred van de Velde, 2011)

Amino FAO/WHO  Cijelo Kazein Sojina RuBisCO = Kemijski

kiselina jaje saCma rezultat
lizin 5.5 6.4 8.0 6.9 6.5 >100
triptofan 1.0 1.2 1.3 1.3 2.7 >100
treonin 4.0 5.0 43 4.3 53 >100
1/2 cistein i 3.5 5.5 3.5 24 34 98
metionin
valin 5.0 7.4 7.4 54 6.7 >100
izoleucin 4.0 6.6 6.6 5.1 4.9 >100
leucin 7.0 8.8 10.0 7.7 9.4 >100
tirozin i 6.0 10.1 11.2 8.9 12.8 >100
fenilalanin

4. Netoplinske metode ekstrakcije

U prehrambenoj industriji razvojem tehnologije dolazi do razvoja novih tehnika procesiranja

¢iji je cilj unaprijediti ve¢ postojece tehnike, ali i omoguciti nove nacine obrade pojedinih na-

nologije kao jednog od pokretaca, navodi se 1 drugi pokretac razvoja novih tehnika procesiranja
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hrane, a to je svijest potroSaca koja sve vise zahtjeva minimalno procesiranu i visoko nutritivno
vrijednu hranu. Kao odgovor na ovakve zahtjeve potrosaca javljaju se netoplinske metode ob-
rade kao S§to su ultrazvuk, pulsirajuce elektricno polja i primjena plazme. Netoplinske metode,
kao §to im 1 sam naziv govori, temelje se na primjeni temperatura koje su znatno nize od tem-
peratura kod klasi¢nih metoda obrade pa time omogucéuju o¢uvanje prirodno prisutnih nutriti-
vno vrijednih sastojaka pojedine namirnice. Nove netoplinske metode ekstrakcije, osim §to u-
klanjanju negativan utjecaj visoke temperature na degradaciju sastojaka, takoder nastoje po-
boljsati energetsku efikasnost postupka smanjenjem vremena ekstrakcije, volumena utroSenog

otapala i nastanka otpadnih materijala tijekom ekstrakcije koje je potrebno propisno zbrinuti.

4.1. Ekstrakcija potpomognuta pulsirajuéim elektri¢énim poljem

Proces pulsirajuceg elektricnog polja (PEP, eng. pulsed electric field) brz je, netoplinski 1 vrlo
ucinkovit na¢in za ekstrakciju unutarstani¢ih spojeva te danas nalazi sve veéu primjenu u
prehrambenoj industriji. Izvedivost PEP-a kao tehnike ekstrakcije oslanja se na elektroporaciji,
tj. oSteCenju stani¢ne membrane, koja omogucuje otapalima da prodru u stanice i otapaju
spojeve od interesa (prema njihovim polaritetu) (Saldan™a i sur., 2017; Yan 1 sur., 2017).

Fenomen elektroporacije nastaje kada su stanice izlozene elektricnom polju i posljedi¢no tome
dolazi do nakupljanja naboja na staniénim membranama, potom dolazi do povecanja
transmembranskog potencijala te stvaranje pora. Permeabilnost staniéne membrane mozZe se
drasti¢no povecati i to rezultira razgradnjom stanica. Opseg elektroporacije ovisi o nekoliko
parametara, kao S$to su vrijeme tretmana, vrsta valnog oblika pulsa, broju impulsa,
komponentama biljnog materijala 1 intenzitetu elektricnog polja (Alexandre 1 sur., 2019).
Primjenu pulsirajuéeg elektriénog polja mogucée je provesti na razliCite nafine i1 to
eksponencijalno padaju¢im ili pravokutnim valovima, bipolarnim ili osciliraju¢im pulsevima.
Oblici valova imaju razli€it letalni utjecaj na mikroorganizme. Primarno mjesto djelovanja ta-
kvih pulseva je omotac stanice odnosno stani¢na membrana i stani¢na stijenka kod organizama
koji posjeduju istu. Pulsevi visokog napona imaju mogucnost destabilizacije lipidno — protein-
skog sloja stani¢ne stijenke. Takav destabilizirani sloj postaje propustan za molekule koje inace

ne propusta Sto uzrokuje bubrenje i krajnje pucanje stanicne stijenke.

Uredaj za PEP sastoji se od: spremnika energije/ kondenzatora u kojem se energija skladisti, a
potom prazni u obliku pulsa unutar komore, visokonaponskog generatora koji je izvor visokog
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napona od 30 kV, te maksimalne snage od 120 W i maksimalnog iznosa struje od 10 mA,
visokonaponske sklopke koja osigurava praznjenje spremnika u odredenom intervalu, komore
za tretiranje s paralelnim plo¢ama od nehrdajuceg celika s razmakom od 1 cm, upravljackog
sklopa za automatsko upravljanje te upravlja¢ pomocu kojega mozemo upravljati uredajem sa
sigurne udaljenosti, a sastoji se od tipki za pokretanje i1 zaustavljanje te tipki za podeSavanje

jakosti, trajanja i broja pulseva.

Ulaz hrane Zona djelovanja el.
1 pol}a

Vi iiiziiiiiuaiziziigic

N Elektroda

-------------- 1L Membrana
................ = propusna za
.............................. -~ IQNE

Q000000000

Zona elektrolita

1213z hrane

Slika 4. Shematski prikaz uredaja za tretiranje pulsiraju¢im el. poljem (Butler, 2012)

Prednosti PEP-a su: uniStavanje vegetativnih bakterija, plijesni i kvasaca, kratko vrijeme
obrade (<1 s), ocuvanje organolepti¢kih svojstva i nutrijenata, dobra energetska u¢inkovitost
— PEP tehnologiju karakterizira mala potroSnja i dobra iskoristivost energije. Naime postoje 1
nedostaci metode poput: slabog djelovanja na enzime i spore m.o., utjecaj produkata elektrolize
na kvalitetu namirnice, mogu se obradivati samo tekuce 1 poluteku¢e namirnice, te je manji
ucinak djelovanja na materijale sa veCom elektri¢nom vodljivost (Jelini¢, 2020).

Literatura o upotrebi PEP-a za pomo¢ pri ekstrakciji proteina iz povréa je oskudna. Medutim,
postoji mnogo radova koji istraZzuju ekstrakciju drugih bioaktivnih spojeva npr. polifenola.
Jedno istrazivanje pokazalo je njegovu primjenjivost za pomo¢ pri ekstrakciji proteina iz
biomase sjemena uljane repice (stabljike i listova), te je utvrdeno da je samo uz visoku jakost
elektricnog polja (20 kV/cm) doslo do povecanog prinos proteina (oko 80 %) iz listova uljane
repice (Yu, Bals, Grimi, i Vorobjev, 2015). IstraZivanja o upotrebi PEF-a za ekstrakciju proteina
dostupna su za alge (npr. Nanochloropsis, Chlorella) (Coustets & Teissié, 2016), te koStice

masline (Rosell6-Soto 1 sur., 2015).



4.2. Ekstrakcija potpomognuta ultrazvukom

Ultrazvukom potpomognuta ekstrakcija jedna je od modernih tehnika ekstrakcije biljnih
spojeva. Ultrazvuk (UZ) je definiran kao zvuc¢ni valovi koji imaju frekvenciju koja prelazi
granicu ljudskog sluha (>20 kHz). Neke zivotinje koriste ultrazvuk za navigaciju (dupini) ili
lov (8i8miSi), te se ta informacija koju prenose zvucni valovi rasprSuje unatrag. Ultrazvuk je
jedna od tehnologija u nastajanju koja je razvijena za minimiziranje prerade, maksimiziranje
kvalitete 1 osiguravanje sigurnosti prehrambenih proizvoda. Ultrazvuk se primjenjuje za
postizanje pozitivnih u¢inaka u preradi hrane kao $to je poboljSanje prijenosa mase, ouvanje

hrane, pomo¢ kod toplinske obrade, manipulacija teksturom i analiza hrane (Knorr i sur., 2011).

Postoje brojni parametri ultrazvu¢nog vala kojim se moze opisati, a bitno je istaknuti
frekvenciju (f), koja predstavlja reciprocnu vrijednost perioda titranja (T), intervala nakon
kojeg se valno gibanje ponavlja. Mjerna jedinica je herc (Hz).

F=1T [ 1s=Hz] /1/

Uz frekvenciju, val se opisuje i valnom duljinom (), udaljenosc¢u dvije susjedne tocke koje su
u fazi, odnosno dva udaljeno$¢u dva susjeda brijega ili dola. Ono §to povezuje ove dvije

vrijednosti jest brzina Sirenja vala (v), ¢ija je vrijednost umnozak valne duljine i frekvencije.

v=A*f /2/

Pojam s kojim se povezuje sa snagom ultrazvuka jest njegovi intenzitet (1), koji se definira kao
snaga izvora zvuka podijeljena s jedinicom povrSine (A). Ako se promatra Sirenje ultrazvu¢nog
vala konstantne snage iz odredene tocke u svim smjerovima, intenzitet ¢e opadati kako se
udaljenost od izvora povecava s obzirom na obrnutu proporcionalnost intenziteta i povrsine,
koja je direktno proporcionalna s radijusom do kojeg vala doseze (O'Brien, 2007).

[=PS [Wm?] /3/

Na temelju frekvencijskog raspona, primjenu ultrazvuka u obradi hrane, analizi 1 kontroli kva-
litete moZemo podijeliti na ultrazvuk niske 1 visoke energije. Ultrazvuk niske energije (male
snage, niskog intenziteta) koristi frekvencije veée od 100 kHz pri intenzitetima ispod 1 W/cm?,
koji se moze koristiti za neinvazivnu analizu i prac¢enje raznih prehrambenih materijala tijekom

obrade i skladiStenja kako bi se osigurala visoka kvaliteta 1 sigurnost. Ultrazvuk visoke energije
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(velike snage, visokog intenziteta) koristi intenzitete veée od 1 W/cm? na frekvencijama iz-
medu 20 i1 500 kHz, koji su ometajudi te izazivaju ucinke na fizikalnim, mehanic¢kim ili kemij-
skim/biokemijskim svojstvima hrane. Ovi ucinci obeéavajuéi su u preradi, konzerviranju i si-
gurnosti hrane (Awad 1 sur., 2012).

Potreba za zamjenom opasnih organskih otapala za ekstrakciju dovela je do potrage za novim
tehnikama ekstrakcije koje smanjuju volumen otapala koji se koristi, kako bi se zadovoljili i
zahtjevi potroSaca za prehrambenim proizvodima bez kemikalija, takoder kako bi se poboljsala
ekoloska odrzivost procesa i upravljanje s otpadom. Uspjeh ultrazvuka kao tehnike ekstrakcije
ovisi o Cetiri bitna mehanizma, koji su prema Tiwari-ju (2015):

1. poboljsani prijenos mase akusticnim strujanjem i turbulentnim mijeSanjem

2. oStecenja na suceljima otapalo-uzorak (povrSina uzorak u kontaktu s otapalom) uzrokovane
udarnim valovima i mikrostrujanjima

3. sudari meducestica pri velikim brzinama

4. dezintegracija uzorka kako bi se maksimalno povecala povrSina kontakta

Ultrazvuk, kada je u kontaktu s uzorkom, proizvodi zvucne valove, koji su tada u stanju gene-
rirati fenomen zvan kavitacija, koji je karakteriziran stvaranjem, rastom i kolapsom mjehurica
unutar stanice (Adetunji i sur., 2017). Mjehuri¢i rasta povezani su s ciklusima Sirenja/kompre-
sije koji utjecu na stani¢nu strukturu povlaceci/guraju¢i molekularni sadrzaj odvojeno/zajedno.
Posljedi¢no nastanak mjehuri¢a unutar stani¢ne stijenke dovodi do oStecenja njezine strukture,
¢ime se olakSava prijenos mase iz stani¢ne Cestice u otapalo (Ebringerova i Hromadkova,
2010). U zavr$nim fazama ekstrakcije, spojevi difundiraju iz stanice u otapalo. Cimbenici koji
najviSe utjecu na ekstrakciju uz pomoc¢ ultrazvuka povezani su matriksom uzorka, zbog svojs-
tava kao Sto su tvrdoca, struktura, sastav, sadrzaj vlage i veli¢ina Cestica. Takoder frekvencija,
snaga, tlak, temperatura, vrijeme trajanja procesa i odabrano otapalo mogu znacajno promije-
niti konacni rezultat prinosa ekstrakcije jer svi ovi cimbenici mogu uvelike utjecati na intenzitet

ultrazvuka prigusenjem zvucnih valova (Alexandre i sur., 2017).

U prehrambenoj industriji, ultrazvu¢na kavitacija se moze koristiti samo za teku¢e namirnice,
radilo se o homogenim teku¢inama, homogenim sustavima ¢vrsto-tekuce ili o sustavima
tekuce-tekuce. Kombinacija UZ s drugim metodama daje jo$ bolji u€inak. Nekoliko studija
sugeriralo je koriStenje ultrazvuka u kombinaciji sa zelenim otapalima kao $to su voda, etanol

i suncokretovo ulje za poboljSanje ekstrakcije antioksidativnih spojeva (uglavnom fenolnih
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spojeva), antocijana, karotenoida i polisaharida, uz smanjenje upotrebe organskih otapala
(Alexandre i sur., 2017). Upotrebom blago nepolarnih otapala, kao $to su etanol i aceton, moze
se omoguciti dobivanje veceg prinosa ekstrakcije lipidnih frakcija iz biomase, te se to pokusava
koristi kao zamjena tradicionalnim otapalima, poput n-heksana, koja se koriste za ekstrakciju
lipida.

Ekstrakcija uz pomo¢ ultrazvuka koristena je za ekstrakciju vrijednih proteina iz nekoliko
nusproizvoda prehrambene industrije. Zhu i sur. (2009) pokazali su izvedivost ultrazvuénog
predtretmana za povecanje ekstrakcije proteina iz odmaséenih psSeni¢nih klica reverznim
micelama s kona¢nom ucinkovitoS¢u ekstrakcije proteina od 45,6 %. Preece, Hooshyar,
Krijgsman, Fryer i Zuidam (2017) pokazali su da se ultrazvu¢nim tretmanom povecao prinos
ekstrakcije proteina iz sojine kase za 10 % nakon 1 minute tretmana, Sto se pripisuje
poboljSanoj topljivosti, a ne poremecaju stanica. Nedavna istrazivanja pokazala su da ne-
toplinski tretmani, kao $to je to ultrazvuk, imaju potencijal promijeniti alergijski ucinak
nekoliko namirnica. Li i sur. (2016) uspjeli su smanjiti alergijski uc¢inak sojinih proteina za 18,9
% koriStenjem ultrazvuka visokog intenziteta. Medutim, moraju se uociti nedostaci UZ-a koji
se ofitavaju na moguéim promjenama u strukturi proteina, denaturaciji proteina i
funkcionalnim svojstvima (smanjenje sposobnosti emulgiranja i pjenjenja), osobito u slucaju
velike snage i produljenog vremena ultrazvuka. Yang i sur. (2017) su pokazali da ultrazvu¢nom
predobradom nije doslo do znacajnog povecanja stupanja hidrolize odmasc¢enog proteina
pSeni¢nih klica. Nakon ultrazvuéne obrade zabiljeZene su promjene u strukturi proteina, $to je

1 dokazalo da ultrazvu¢nim tretmanom dolazi do promjene strukture proteina.

4.3. Ekstrakcija potpomognuta visokonaponskim elektri¢nim praZnjenjem — plazmom

Tretiranje visokonaponskim elektri¢énim praznjenjem, hladnom plazmom, (HVED) jedna je od
novih netoplinskih metoda koja se do sada u prehrambenoj industriji uglavnom koristila za
sterilizaciju, inaktivaciju enzima i dezinfekciju vode. U posljednje vrijeme znanstvena
istrazivanja usmjerena su na primjenu visokonaponskog elektricnog praznjenja za ekstrakcije
bioaktivnih komponenata i1z razli¢itih sirovina. Sama metoda temelji se na elektricnom izboju
izmedu dvije elektrode uslijed djelovanja visokog napona i nastajanju hladne plazme. Kada se
stanice nadu u elektricnom polju, otvaraju se pore stanicnih membrana, tzv. fenomen

elektroporacije, pri ¢emu dolazi do oslobadanja biomolekula iz stanica.
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U elektri¢nim praznjenjima karakteristicnima za plazmu koja se generira u laboratorijskim
uvjetima koristi se termin - hladna plazma. Plazma se definira kao djelomic¢no ili potpuno
ionizirajuci plin, kvazineutralan, a sastoji se od elektrona, pozitivno i negativno nabijenih iona,
slobodnih radikala, atoma i molekula u osnovnom ili pobudenom stanju te fotona UV zracenja
(Misra i sur., 2016). Za nastajanje hladne plazme potrebno je ¢esticama plina osigurati energiju
iz vanjskog izvora, a to se postize elektricnim praznjenjem, koje nastaje izmedu dvije elektrode
prikljuc¢ene na vanjski izvor energije, pri ¢emu dolazi do ionizacije plina. Nastalo elektricno
polje uzrokuje privlaenje elektrona prema pozitivnho nabijenoj elektrodi (anodi), dok je
pozitivna jezgra privu¢ena od strane negativne elektrode (katode). Poveéanjem napona,
povecava se i naprezanje u atomima sve do dielektri¢ne granice, kada se pojavljuje iskra kao
posljedica formiranja elektricne veze izmedu dvije elektrode. U drugoj fazi dolazi do naglog
porasta jakosti struje, nakon cega slijedi elektri¢no praznjenje, odnosno pad jakosti struje pri
¢emu se oslobada energija - ta faza dovodi do stvaranja lokalizirane plazme (Boussetta i
Vorobiev, 2014). Boja plazme ovisi o plinu koji se koristi, a nastaje kao posljedica povratka
elektrona iz pobudenog u osnovno stanje pri ¢emu se emitira energija u vidljivom dijelu
spektra. U laboratorijskoj primjeni naj¢esce koristeni plinovi su argon, dusik, ugljikov dioksid

i helij (Fridman, 2008).

Kada se stanica nade u elektri¢nom polju, javlja se fenomen elektroporacije, tj. otvaraju se pore
stanicne membrane pri ¢emu se iz stanice oslobadaju biomolekule. Visokonaponsko elektri¢no
praznjenje izmedu dviju elektroda u otopini prikazano je na Slici 5. Elektri¢ni izboji nastali
uslijed visokonaponskog elektricnog praznjenja izazivaju osSte¢enje strukture stanica i
fragmentaciju Cestica te dovode do stvaranja turbulencije u otopini, UV svjetla visokog

intenziteta, vodikovog peroksida (H20>), kavitacijskih mjehuri¢a i sekundarnih udarnih valova.
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Slika 5. Visokonaponsko praznjenje izmedu dviju elektroda u otopini (Rajha i sur., 2015)

Formiranje elektriénog praznjenja sastoji se od dvije razlicite faze - prve ,,streamer* i druge
»arc' faze. Elektrovodljivi kanal ioniziranog plina formira se tijekom prve faze, a pri prelasku
iz prve u drugu fazu naglo raste jadina struje, nakon ¢ega dolazi do elektricnog praznjenja,
odnosno pada jacine struje pri ¢emu se oslobada energija. Upravo ,,arc faza dovodi do
stvaranja lokalizirane plazme. Odnos napona, struje i energije sustava prikazan je na Slici 6.
Za vrijeme ,,arc* faze takoder dolazi do formiranja udarnih valova visokog tlaka (90-100 bar)
koji mogu dovesti do oSte¢enja stanica bioloSkog materijala te nastanka hidroksilnih radikala.
Nakon formiranja udarnih valova dolazi do formiranja refrakcijskih valova koji su odgovorni
za nastajanje kavitacijskih mjehurica. Nastali kavitacijski mjehuriéi ispunjeni su plinom te
njihovim pucanjem dolazi do stvaranja sekundarnih udara i turbulencije te slabljenja tj. rupture

stani¢nih struktura zbog elektricnog praznjenja.

Enn"gija Q)]

Jakost struje (A)

\;. Napon (kV)

Slika 6. Odnos napona, struje 1 energije elektri¢nog praznjenja (Boussetta 1 Vorobiev, 2014)
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Netoplinska tehnika visokonaponskog elektri¢nog praznjenja omogucava povecanje brzine i
prinos ekstrakcije bioaktivnih komponenti iz biljnog materijala s minimalnim utroSkom
energije. Za uspjeSnost ove metode i rezultate sa Sto veéim prinosima potrebno je osigurati
optimalne uvjete ekstrakcije - napon, temperaturu i1 vrijeme trajanja, u skladu s materijalom
koji se tretira i ciljanom komponentom koju zelimo ekstrahirati (Boussetta i sur., 2012).

Rosell6-Soto 1 sur. (2015) pokazali su superiornost HVED tretmana nad ultrazvukom i
pulsiraju¢im elektricnim poljem u smislu unosa energije, uc¢inkovitosti te vremenu tretmana za

ekstrakciju proteina iz koStica masline.

5. Zero Waste

Prehrambena industrija je jedna od najvaznijih grana nacionalnih gospodarstva, kako u
Europskoj uniji tako i u svijetu opéenito. Ova industrija se mijenjala i razvijala desetlje¢ima
kako bi se zadovoljile potrebe potrosaca. Situacija se drasticno promijenila, pogotovo u 20.
stoljecu, kao rezultat industrijalizacije, tehnoloskih inovacija, mehanizacije, ekonomskog rasta
kao 1 povecanje svjetske populacije. Sve to, zajedno je utjecalo na povecanje nastale kolicine
otpada. Otpad hrane je jedan od vec¢ih globalnih problema koji se odvija duz cijelog lanca
opskrbe hranom. Nastaje nakon zetve, tijekom proizvodnje i prerade hrane, te zavrSava s
potroSacima. Podatci pokazuju da globalno izmedu 30 i 50 % ukupno proizvedene hrane otpada
te da 57 % voca i povrca takoder otpada dok se samo 43 % konzumira. S druge strane javljaju
se zabrinjavajuc¢i podatci od strane Organizacije za hranu i poljoprivredu (eng. Food and
Agriculture Organization, FAO), koji su nedavno procijenili da je 843 milijuna ljudi, gotovo
sedmina svjetske populacije, kroni¢no gladno, a ve¢i broj ljudi takoder pati od nedostatka
hranjivih tvari. Stoga se interes okrece prema “Zero waste” proizvodnji.

Zero waste je koncept koji je etiCan, ekonomican, ucinkovit, te mu je cilj da se promjeni
zivotni ciklus nekog proizvoda i da se on nakon prvog kraja Zivotnog ciklusa ponovno
upotrijebi na neki nacin. Predstavlja oblikovanje 1 upravljanje proizvodima i1 procesima
kako bi se sistematski izbjegavala i eliminirala velika koli¢ina otpada i materijala te kako bi
ocuvali i oporavili sve resurse, a ne ih zapalili ili zakopali na odlagaliStima. Temelji se ne samo
na recikliranju 1 ponovnoj upotrebi, ve¢ 1 na restrukturiranju proizvodnje te sustava
distribucije u svrhu smanjenja koli¢ine otpada. Zbog prevelike ekstrakcije resursa iz prirode

te koli¢ine materijala koji se koriste u proizvodnji raznih proizvoda, izvori postaju
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ograniceni. Zbog toga je vazno da se do sada linearni sustav upravljanja otpadom pretvori u
kruzni sustav kod kojeg je veca ucinkovitost uporabe materijala, proizvoda i tvari te je cilj
takvog sustava otpad prenamijeniti u neki drugi koristan oblik. Time se ujedno potice odrzivi

razvoj 1 Stiti okolis, te smanjuju se troSkovi (Vidovi¢ Popek, 2018).

6. Odrzivost

Posljednjih godina, otpad od hrane postao je globalna briga i predstavlja znatne izazove za
sigurnost hrane, prirodne resurse, okoli$ i zdravlje ljudi, te se stoga smatra klju¢nom preprekom
odrzivom razvoju. U rujnu 2015., Opc¢a skupstina Ujedinjenih naroda usvojila je medunarodni
okvir za usmjeravanje globalnih razvojnih napora pod nazivom: , Transformiranje naSeg
svijeta: Agenda za odrzivi razvoj 2030.“. Agenda ukljucuje 17 ciljeva odrzivog razvoja i 169
ciljeva koji se odnose na globalne izazove. Medu kojima je cilj 2, ,,Okoncati glad, posti¢i
sigurnost hrane i poboljSanu prehranu te promicati odrzivu poljoprivredu®. Jedan od njegovih
ciljeva je: ,,do 2030. osigurati odrzive sustave proizvodnje hrane i implementirati otporne
poljoprivredne prakse koje povecavaju produktivnost i proizvodnju, koje pomazu u odrzavanju
ekosustava, koje jacaju sposobnost prilagodbe klimatskim promjenama, ekstremnim
vremenskim uvjetima, susi, poplavama i drugim katastrofama i da progresivno poboljsati
kvalitetu zemljista i tla” (Frais 1 sur., 2020). Sustav odrzive hrane u sredistu je ciljeva odrzivog
razvoja Ujedinjenih naroda (eng. Sustainable Development Goals, SDG). Da bi se ostvarili
SDG-ovi, globalni prehrambeni sustav treba preoblikovati kako bi bio produktivniji, ekoloski
odrziv, te sposoban svima pruziti zdravu 1 hranjivu prehranu. To su sloZeni 1 sustavni izazovi
koji zahtijevaju kombinaciju medusobno povezanih djelovanja na lokalnoj, nacionalnoj,
regionalnoj 1 globalnoj razini (Nguyen, 2018). U danaSnje vrijeme, globalni prehrambeni
sustav, sastavljen je od mnogih uzastopnih koraka od poljoprivredne proizvodnje pa do
potrosaca. Posebno je bio istraZzen utjecaj poljoprivredne proizvodnje na okolis, pokazujuci
izmedu ostalog da je odgovoran za oko 1/4 emisije svih staklenic¢kih plinova iz ljudskih
aktivnosti. Osim toga, oko 25 % potrosnje vode u svijetu pripisano je preradi hrane, a takoder
je odgovoran za najveéi doprinos emisiji organskih otpadnih tvari u vodi. Stovise, oko 30-50
% proizvedene hrane postaje otpad, tome najviSe doprinose voce, povrée, zitarice i proizvodi
od zitarica kroz cijeli lanac opskrbe hranom. Vodeni, atmosferski 1 kruti otpad posljedica su

procesiranja hrane te utjeCu na okoli§, stoga su inicijative okrenute prema 3 glavne osi:
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potrosnja energije, koristenje vode 1 smanjenje krutog otpada ili njegovo cirkularno koriStenje.
Povecanje cijene energije navodi tvrtke za proizvodnju hrane da ulazu u bolje upravljanje
energijom. S obzirom na to toplinski procesi okarakterizirani su kao energetski najpotrosnije
tehnologije u prehrambenoj industriji. Posljedicno tome, netoplinski procesi dobile su na
vaznosti posljednjih nekoliko desetlje¢a kao odrziva alternativa konvencionalnoj preradi hrane
zbog smanjene potrosnje energije i vode tijekom obrade, ali i smanjenjem koriStene energije
tijekom skladiStenja. Neizravni ucinci netoplinske prerade se takoder ocituju kao doprinos

smanjenju krutog otpada (Picart-Palmade 1 sur., 2019).
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7. ZAKLJUCAK

Potreba za obnovljivim i odrzivim izvorima proteina raste. Prehrana koja sadrzi vise biljnih

proteina raste zbog negativnih utjecaja zivotinjskih proteina na okoli§ poput povecane emisije

staklenickih plinova i prekomjernog koristenja vode, te sve to dovodi do rastu¢ih trendova

vegetarijanstva 1 veganstva. Zbog toga se fokus okre¢e prema biljkama kao izvor proteina,

poput Secerne repe. Secerna repa je vazna kultura u gotovo svim europskim zemljama te

njezino potpuno iskoristenje treba ispitati u kontekstu odrzivog razvoja na ekonomski isplativ,

ekoloski i etican nacin. Pojavilo se niz razlicitih tehnika s velikim potencijalom za pomo¢ pri

ekstrakciji proteina zbog njihovog potencijala da smanje utjecaj proizvodnje hrane na okolis,
poboljSaju sigurnost hrane i donesu dobrobit potrosacima.

1. Primjena pulsirajuceg elektricnog polja (PEP) tretman je jedan od glavnih netoplinskih

procesa koji se koriste u prehrambenoj industriji i proizvodnji nutraceutika. Uspjeh o-

VOg procesa povezan je s njegovom kontinuiranom operativnoscu tijekom kratkog pro-

vodenja procesa. Permeabilizirajuci stanicne membrane na relativno niskim temperatu-

rama, PEF tretman je koristan alat za zaStitu termolabilnih spojeva od razgradnje. Na-

dalje, vrlo je selektivan i omogucuje oslobadanje topivih unutar stani¢nih tvari, dok

primjena otapala, potrebnih za konvencionalne metode, zahtijeva daljnje korake

proc¢is¢avanja. Medutim, glavna briga za komercijalizaciju PEF-a je relativno visoka

cijena instalacije za industrijske procese te postoje ogranicenja kod obrade krute hrane.

2. Ultrazvuk (UZ) je alternativna, pristupacna, uc¢inkovita, jednostavna i jeftina metoda za

poboljsani oporavak nutritivno vrijednih spojeva iz razlicitih biljnih materija. Ova teh-

nika se moze Koristiti samostalno i/ili u kombinaciji s konvencionalnom metodom ek-

strakcije i zahtijeva niske kapitalne troskove. Stovise, ova metoda moze koristiti nize

temperature, pa je tako potencijalna alternativa za o¢uvanje termolabilnih spojeva. O-

sim toga, moze minimizirati potro$nju otapala, dopustajuci koristenje zelenih otapala.

Medutim, ultrazvuéna ekstrakcija proteina je vrlo specifi€na za supstrat, npr. supstrat s

li¢ine. Ultrazvucni valovi visokog intenziteta dovode do fizickog oSte¢enja tkiva zbog

velike snage kojom djeluju na uzorak. To su i osnove ove tehnike u razli¢itim procesima

prerade 1 konzerviranja hrane. Za razliku od njih ultrazvuéni valovi niskog intenziteta
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koriste se za analiticke svrhe za odredivanje sastava, strukture ili viskoznosti hrane, jer
ne dovode do fizickog oSte¢enja uzorka.

3. Ekstrakcija visokonaponskim elektriénim praznjenjem (HVED) omogucuje ekstrakciju
spojeva pri niskom utros$ku energije u usporedbi s drugim nekonvencionalnim tehni-
kama (npr. PEP i UZ), kao i smanjenje potrebne temperature difuzije, vremena ekstrak-
cije 1 koli¢ine otapala. Medutim, HVED ekstrakcija unutar stani¢nih spojeva pokazala
je ograni¢enja u usporedbi s PEP-om. Dodatno, HVED tretman obi¢no ukljucuje frag-
mentaciju biljnog matriksa i oslobadanje malih Cestica, koje zahtijevaju dodatno

prociscavanje.
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