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1. UVOD

Seéerna repa uzgaja se u svrhu dobivanja konzumnog $eéera, pri Gemu nastaje znalajna
koli¢ina otpada (Tomaszewska i1 sur., 2018). Prehrambeni otpad vazna je problematika s
negativnim konotacijama za klimatske promjene (Smetana i sur., 2018). Listovi Secerne repe,
kao primarni otpad procesiranja, potencijalni su izvor proteina za prehranu ljudi (Akyiiz i
Ersus, 2021).

Na vaznost istrazivanja ekstrakcije proteina iz biljaka ukazuje projekcija da ¢e u 2054. godini
tre¢ina proteina za prehranu ljudi biti biljnoga podrijetla (Milidoa i sur., 2022). Biljni proteini
mogu biti dobiveni iz otpada (i nusproizvoda) poljoprivredne i prehrambene industrije.
Ekonomi¢na su zamjena proteinima zivotinjskog podrijetla te se, osim svestranom
primjenom, odlikuju i po pitanju nutritivne vrijednosti (S4 i sur., 2020). Mar Contrerasa i sur.
(2019) ukazuju na visoku dostupnost otpada prehrambene industrije $to, uz niske cijene
sirovine, moze kompenzirati nizi udio proteina u pocetnoj sirovini. Zbog nutritivne vrijednosti
te visoke zastupljenosti u otpadu poljoprivredne i prehrambene industrije, listovi Se¢erne repe
imaju potencijalnu primjenu u svrhe obogacivanja prehrambenih proizvoda proteinima
(Tenorio, 2017). Kontinuirani rast ljudske populacije dovodi do pritiska na prehrambeni
sektor. Projekcije indiciraju da ¢e 2050. godine populacija iznositi 10 milijardi ljudi, Sto
iziskuje osiguranje dovoljne koli¢ine odrzive hrane koja zadovoljava nutritivne potrebe i
razvoj novih trendova konzumacije (Sa i sur., 2020; Fasolin i sur., 2019). S obzirom na to,
iskori§tavanje prehrambenog otpada, poput listova Seéerne repe, u svrhu obogacivanja
prehrane ljudi od velike je vaZznosti za zadovoljavanjem potrebe ¢ovjeCanstva u buduénosti.
Cilj ovoga istrazivanja dobiti je bolje razumijevanje o netoplinskoj ekstrakciji ribuloza-1,5-
bisfosfat karboksilaza/oksigenaza (RuBisCO) enzima (topljivog proteina koji se nalazi unutar
kloroplasta biljaka), iz listova Secerne repe pomocu visokonaponskog elektricnog praznjenja.
Postupci koji su koriSteni u izradi diplomskog rada jesu toplinska ekstrakcija, netoplinska
ekstrakcija pomocu visokonaponskog elektricnog praznjenja i fenolna ekstrakcija, te Western
Blot i MRM (engl. multiple reaction monitoring) metode za kvalitativnu i kvantitativnu

analizu ekstrakata.



2. TEORIJSKI DIO
2.1. ODRZIVI RAZVOJ

Prehrambeni otpad stvara znacajno optere¢enje na okoliS. Prema sluzbenoj internetskoj
stranici ciljeva odrzivog razvoja (engl. Sustainable Development Goals, SDG) (UN, 2022),
godisnje se trecina proizvedene hrane pokvari uslijed neodgovornog ponasanja potrosaca,
tijekom transporta ili neadekvatnog postupka berbe. SDG ukazuju na Zurnost rjeSavanja
problema stvaranja velike koli¢ine prehrambenog otpada i potrebe za iskoriStavanjem
nusproizvoda proizvodnje u prehrambenome lancu. Unutar skupa od sedamnaest ciljeva
direktan utjecaj na temu ovog diplomskog rada imaju drugi cilj: Svijet bez gladi (engl. Zero
hunger) i dvanaesti cilj: Osigurati odrzivu potro$nju i proizvodnju (engl. Responsible
Consumption and Production). Ujedinjeni Narodi osnovali su okvir ciljeva odrzivog razvoja
2015. godine te je prihvacen u nacionalne strategije diljem svijeta (UN, 2022).

Prehrambeni otpad se moze svrstati u dvije kategorije s obzirom na izvor: otpad biljnog i
otpad animalnog podrijetla (Rocha i sur., 2018) te s obzirom na podrijetlo: hortikulturni
otpad, otpad iz uzgoja stoke te otpad iz prehrambene industrije (Amran i sur., 2021). Otpad
nastaje u svim fazama prehrambenog lanca, ukljuc¢ujuéi agrikulturnu proizvodnju, rukovanje
nakon berbe 1 tijekom skladiStenja, procesiranja, distribucije i potro$nje (Rocha 1 sur., 2018).
Rasclanjeni udjeli koli¢ine prehrambenog otpada proizvedenog u razli¢itim sektorima iznosili
su: 42 % otpada iz kucanstva, 39 % pri industrijskoj proizvodnji, 14 % u ugostiteljstvu te
svega 5 % u trgovinama prehrambenom robom (Ackar i sur., 2022). Procjenjuje se da je
gotovo polovica hortikulturnih proizvoda, odnosno voca, povréa i usjeva, odbaceno kao otpad
(Hussain i sur., 2020). Godisnju koli¢inu prehrambenog otpada Ackar i sur. (2022) procijenili
suna 100 milijuna tona za podruc¢je Europske Unije, Sto rezultira stvaranjem oko 3,3 milijarde
tona ugljikova dioksida.

Primjena otpada iz agrikulture i iz prehrambene industrije jedno je od klju¢nih rjeSenja za
unapredenje odrZivosti sadas$nje proizvodnje hrane. Glavni nacini rjeSavanja otpada ukljucuju:
prevenciju, valorizaciju za prehranu ljudi i Zivotinja uz moguénost ekstrakcije visokovrijednih
tvari, ponovnu upotrebu za proizvodnju energije ili topline, kompostiranje ili odlaganje
otpada (Smetana i sur., 2018). Zbrinjavanje otpada zahtjeva resurse poput vode, zemlje, radne
snage, energije i financija, stoga je primaran nacin rjeSavanja problema prehrambenog otpada
sprijeciti njegovo nastajanje. Spre¢avanje nastajanja prehrambenog otpada i nusproizvoda u
prehrambenom lancu za ¢etvrtinu koli¢ine doprinijelo bi proizvodnjom hrane dostatnom za

prehranu 12 % sadas$nje ljudske populacije (Ackar i sur., 2022). Ipak, otpad je pretezno



nedovoljno iskoriSten, a primjenjuje se samo u proizvodnji bio-goriva i komposta (Hussain i
sur., 2020). Valorizacija prehrambenog otpada kao bitna komponenta gospodarenja otpadom
vazan je izazov prehrambenoj industriji (Tylewicz i sur., 2022). Odnosi se na procesiranje
otpada na industrijskoj razini kao rjeSenje za odlaganje, a koncept valorizacije podrazumijeva
da se svaki otpadni materijal ili nusproizvod moze pretvoriti u proizvod (Amran 1 sur., 2021).
Valorizacija omogucava pretvorbu prehrambeno-poljoprivrednog otpada u proizvode s
dodanom vrijednosti te poveéava efikasnost upravljanja otpadom, odnosno povecava
odrzivost s obzirom na prirodne resurse (Hussain i sur., 2020). Nadalje, iskoriStavanje otpada
1/ili nusproizvoda doprinosi ekonomskoj odrzivosti procesa i omogucuje bolje upravljanje
resursima (Ackar i sur., 2022). Osim umanjivanja troSkova prehrambenoj i farmaceutskoj
industriji (Li i sur., 2019), valorizacija otpada umanjuje troSkove i lokalnim zajednicama koje
se bave uzgojem hrane (Amran i sur., 2021).

Prehrambena industrija istrazuje upotrebu novih i odrzivih izvora proteina poput biljaka,
insekata 1 algi, radi zadovoljavanja potreba potrosaca te radi ogranicavanja unosa proteina
zivotinjskog podrijetla (Franca-Oliviera i sur., 2021). Biljni otpad i nusproizvodi prehrambene
industrije sadrze znacajne koli¢ine bioaktivnih tvari, vitamina i minerala §to ih ¢ini vrijednom
sirovinom (Ackar i sur., 2022; Hussain i sur., 2020). Ekstrakcijom tih visokovrijednih tvari
dobivaju se nove sirovine s poZeljnim tehnoloSkih funkcijama (prehrambena bojila,
konzervansi, stabilizatori, emulgatori i sl.), nutritivnim sastavom (izvor proteina, vitamina,
esencijalnih masnih kiselina, vlakana i sl.) i pozitivnim utjecajem na zdravlje ljudi ili Zivotinja
(nutraceutici, bioaktivne molekule, antioksidansi i sl.) (Puértolas i Barba, 2016).

Ekstrahiranje proteina iz agroindustrijskog otpada 1 nusproizvoda odrziv je nacin
minimiziranja odlaganja otpada 1 maksimiziranja ulaznih resursa. Obogacivanje proizvoda
ekstrahiranim proteinima daje dodatnu vrijednost kona¢nom proizvodu na trziStu zbog
mogucénosti isticanja poboljSane inovativnosti, odrzivosti i nutritivne vrijednosti (Sa 1 sur.,
2020). Osim toga, zadovoljava 1 potrebe koje namecu potrosaci u novije doba koje su, osim
socioekonomskih 1 ekoloskih faktora, funkcionalnost i povoljan utjecaj hrane na zdravlje
(Fasolin i sur., 2019). Tenorio (2016) navodi usjeve koji su razmatrani za primjenu proteina iz
listova kao mogu¢i znacajan izvor proteina za prehranu ljudi. Prema kriterijima udjela
proteina, dostupnosti, potrebama druStva i moguénosti primjene spomenute su alfalfa klice,
Spinat, manioka, moringa, konjska rotkvica i duhan, a posebno su istaknuti listovi koji su

otpad od masovnog uzgoja usjeva poput Secerne repe, manioke, jeCma te brokule.



2.2. SECERNA REPA
Beta vulgaris subsp. maritima (L.) predak je iz kojega su se razvili ostali kultivari koji dijele
ime B. wvulgaris (L.) subsp. vulgaris: Secerna repa (Beta vulgaris subsp. vulgaris var.
altissima), krmna repa (Beta vulgaris subsp. vulgaris var. alba), blitva (Beta vulgaris subsp.
vulgaris var. cicla) i cikla (Beta vulgaris subsp. vulgaris var. conditiva) (Abd EI-Wahab i sur.,
2022). Navedeni kultivari imaju znacajnu svjetsku ekonomsku vaznost, 0sobito Se¢erna repa
Cija je svjetska proizvodnja 2019. godine iznosila preko 275 milijuna tona u svijetu (Goldman
i Janick, 2021). Uzgoj Secerne repe zadovoljava jednu treé¢inu svjetske potrebe za Se¢erom, a

0sim toga je i znacajan izvor bioenergije (Jung i sur., 2015).
2.2.1. Valorizacija otpada Se¢erne industrije

Seéerna repa primarno se koristi za proizvodnju rafiniranog $eéera (saharoze) (Tomaszewska
I sur., 2018). Prema podatcima sluzbene internetske stranice Organizacije za prehranu i
poljoprivredu (engl. Food and Agricultural Organization, FAO) Seerna repa je ulazna
sirovina za 16 % svjetske proizvodnje Secera (FAO, 2022). Tijekom procesiranja Secerene
repe za proizvodnju Secera odbacuju se listovi, a uz to nastaju pulpa (repini rezanci) i otpadna
melasa kao nusproizvodi u razli¢itim fazama proizvodnje. Udio u energetskoj vrijednosti
otpada i sporednih proizvoda koji su zabiljezeni u istrazivanju Marinkovi¢ i sur. (2004)
iznose: udio glave i listova 35,2 %; repinih rezanca 32,2 %; melase 32,6 %. Pojedina¢ni udjeli
ovise o sorti, agroekoloskim uvjetima proizvodnje i mineralnoj hranidbi Secerne repe
(Marinkovi¢ i sur., 2004).

Primarni otpad Secerne industrije su listovi Secerne repe koji sa¢injavaju 20 — 30 % biljke, a
odvajaju se u predobradi Secerne repe prije ulaza u tvornicu (Duki¢ i sur., 2022). Iako se Secer
stvara u listovima, kontinuirano se odvodi i skladisti u korijenu (Caliceti i sur., 2022). Listovi
koji se odbacuju prilikom berbe rezultiraju velikom koli¢inom biomase godisnje (Tenorio,
2017). Zabiljezeno je iskoristavanje listova Secerne repe u svrhu biorafinacije (Caliceti i sur.,
2022). Isto tako, zabiljezeni su pokusaji proizvodnje metanola iz listova i kiselinske hidrolize
u svrhu dobivanja furfurala (Tomaszewska i sur., 2018). Osim ekstrakcije i proc¢is¢avanja
topljivih proteinskih frakcija iz listova, listovi sadrze i druge visokovrijedne tvari kao $to su
vlakna, minerali i specijalizirani biljni metaboliti (Duki¢ i sur., 2022). Vazno je pristupiti
iskoriStavanju otpada u sveobuhvatnom pristupu s ciljem minimiziranja prehrambenog
otpada. Pretvorba nusproizvoda u proteinske hidrolizate, koncentrate i izolate proteina
rezultira proizvodima s visokom dodanom vrijednosti, visokom probavljivosti proteina te

uravnotezenim sastavom aminokiselina (Sa i sur., 2020).



2.2.2. Listovi Secerne repe

Kemijski sastav listova Secerne repe varira s obzirom na sortu, vrijeme berbe i agro-ekoloske
uvjete poput geografskog podrucja, klimatskih uvjeta i karakteristika tla (Akyliz i Ersus,
2021; Marinkovi¢ i sur., 2004). Ukupna suha tvar svjezih listova u rasponu je od 14,6 — 15,8
% prema Caliceti i sur. (2022), 12 — 14 % prema Berlowska i sur. (2018), a u istrazivanju
Tenorio i sur. (2016) iznosila je 12 %. Listovi Secerne repe potencijalna su sirovina za
izolaciju proteinskih koncentrata jer su bogati proteinima, a i drugim visokovrijednih tvarima
poput vitamina A (Berlowska i sur., 2018) i betaina (Takabe i sur., 2015). Udio proteina u
svjezim listovima prema istrazivanju Akyiiz i Ersus (2021) iznosio je 24,02 % na suhu tvar, a
prema istrazivanju Tenorio i sur. (2016) 14,8 %, odnosno Tenorio i sur. (2017) 19,4 % na
suhu tvar. Proteini iz listova SeCerne repe nutritivno su bogati i imaju uravnoteZeni sastav
aminokiselina (Milido i sur., 2022; Akyiiz i Ersus, 2021). Sadrze znaéajne Kkolicine
esencijalnih aminokiselina: leucina (9,19 + 0,26 %), valina (6,12 + 0,13 %), fenilalanina (5,90
+ 0.14%), lizina (6,50 = 0,38 %), treonina (5,05 + 0,10 %), izoleucina (4,95 + 0,09 %) i
metionina (2,08 + 0,09 %). Navedene vrijednosti variraju s obzirom na naéin uzgoja (u

stakleniku ili na polju) (Duki¢ i sur., 2022; Kiskini i sur., 2016).
2.2.3. Proteinske frakcije

Biljni proteini razvrstavaju se na albumine, globuline, prolamine 1 gluteline, pri ¢emu svaka
grupa ima razli¢ita tehnoloSka svojstva (Fasolin i sur., 2019). U prosjeku samo 20 % proteina
koji se nalaze u listu Seerne repe, tocnije stromi kloroplasta, ¢ine topljivi proteini (Tenorio i
sur., 2016), dok ostatak sacinjavaju netopljivi proteini koji grade staniénu membranu,
membranu i tilakoide kloroplasta i membranu vakuole (Nynés i sur., 2021; Jung i sur., 2015).
Ekstrakciju topljivih proteina ometaju ¢vrste stani¢ne stijenke s kompleksnim strukturama
poput celuloze, pektina, hemiceluloze i glikoproteina (Zuntar i sur., 2019; Andersson i
Backlund, 2008). Topljivi proteini podijeljeni su u dvije frakcije, proteini frakcije 1 (engl.
fraction 1 protein, F-1-p) te proteini frakcije 2 (engl. fraction 2 protein, F-2-p) (EI-Meleigi i
sur., 1980). F-1-p ¢ini enzim ribuloza-1,5-bisfosfat karboksilaza/oksigenaza (RuBisCO) koji
se akumulira unutar kloroplasta i nuzan je u procesima fotosinteze i fotorespiracije
(Andersson i Backlund, 2008). Ostatak topljivih proteina spadaju u F-2-p, a nalaze se u
stani¢noj membrani (El-Meleigi i sur., 1980). U istrazivanju Nynds i sur. (2021) F-2-p
frakcija izolirana je snizavanjem pH vrijednosti otopine proteina listova, odvojenih od
netopljive frakcije na pH vrijednost 4,5, dok su u istrazivanju Martin i sur. (2019) izolirani

centrifugiranjem. Procesima separacije se izdvajaju proteine koji su nutritivno bogati |

5



prikladni za prehranu ljudi od nepozeljnih tvari u listovima poput alkaloida i nekih
polifenolnih spojeva (Mar Contrerasa, 2019). Zbog vrlo pozeljnog aminokiselinskog sastava i
funkcionalnih svojstava RuBisCO je zanimljiv ciljani protein za obogadivanje nove hrane
biljnim proteinima (Nynés i sur., 2021). Dominantne aminokiseline, prema Udenigwe i sur.
(2017) RuBisCO enzima iz alfa alfa jesu alanin, glicin i leucin za veliku podjedinicu, te
glutamat i leucin za malu podjednicu. Zbog zastupljenosti hidrofobnih aminokiselina,
RuBisCO bi mogao biti sirovina za proizvodnju hidrofobnih bioaktivnih peptida.

2.2.3.1. RuBisCO enzim

RuBisCO (EC 4.1.1.39) je klju¢ni enzim koji katalizira prvi, ograni¢avajuci korak fotosinteze
u kojemu dolazi do karboksilacije ribuloze-1,5-bisfosfata (RuBP), odnosno asimilacije
ugljikova dioksida pri ¢emu nastaju dvije molekule 3-fosfoglicerata (Andersson i Backlund,
2008; Parry i sur., 2003). Osim katalize reakcije karboksilacije RuBP, RuBisCO takoder
katalizira reakciju fotorespiracije, odnosno oksigenacije RuBP, zbog &ega je izuzetno
neefikasan kataliticki enzim fotosinteze (Andersson i Backlund, 2008). Kako bi se
kompenzirao nizak obrtni broj, odnosno niska ucinkovitost enzima, biljke akumuliraju
znaajno veliku koli¢inu enzima u listovima, ¢ine¢i RuBisCO najbrojnijim proteinom na
zemlji (Di Stefano i sur., 2018). Znanstvenici procjenjuju da je nastao prije 3 milijarde
godina, kada je u atmosferi bila visa koncentracija ugljikova dioksida i niza koncentracija
kisika. Tijekom postepene prilagodbe na promijene uvjeta atmosfere do sadasnje strukture
enzima, zadrzali su se kompleksni reakcijski mehanizmi koji su nastali pri druk¢ijim,
povijesnim uvjetima (Di Stefano i sur., 2018).

RuBisCO ima vrlo veliku molekulsku masu (560 kDa), zbog ¢ega se ubraja i medu najvece
enzime u prirodi (Di Stefano i sur., 2018). Prisutan je u vedini autotrofnih organizama,
ukljucujuéi kopnene i1 vodene biljke, eukariotske alge, cijanobakterije i fotosintetske bakterije.
Postoje cetiri organizacijske strukture RuBisCO enzima: I, II, 11 i IV (Andersson i Backlund,
2008). Sve strukture su multimerne, sa¢injene od viSe podjedinica. Struktura I dominantna je
u visim biljkama, algama 1 cijanobakterijama. Sac¢injena je od osam velikih podjedinica (L) i
osam malih podjedinica (S), ¢esto prikazana kao L8S8 (Barbeau i Kinsella, 1988). Velika
podjedinica sadrzi vecinu aktivnih mjesta enzima te se naziva i kataliticka podjedinica, a ima
molekulsku masu 55 kDa. Manja podjedinica ima molekulsku masu 12,5 kDa i nije
esencijalna za kataliticku aktivnost (Andersson i Backlund, 2008; Lamsal i sur., 2007). Na
slici 1 prikazana je struktura forme I, pri ¢emu je L8S8 gradena od 4 dimernih jedinica velike

podjedinice smjeStenih oko cetverostrukih osi, na ¢ijem kraju se nalaze po dvije male



podjedinice za svaki dimer (Di Stefano i sur., 2018; Andersson i Backlund, 2008).

A) Prikazuje L2S2 gradevnu jedinicu pri éemu su velike podjedinice prikazane plavom i zelenom bojom, a
male Zutom. Crvenom bojom prikazan je supstrat. Prikazi cjelokupne strukture I, L8S8 i simetrije s
obzirom na B) dvostruku os i C) ¢etverostruku os (Andersson i Backlund, 2008)

Slika 1. Prikaz grade strukture forme I RuBisCO enzima

Svojstva RuBisCO enzima se mogu podijeliti na tehnoloska i nutritivna svojstva.

Tehnoloska svojstva opisuju nacin na koji se protein ponasa u sustavu hrane, a njih uvjetuje
priroda i jac¢ina medumolekulskih interakcija, ali i interakcije RuBiSCO enzima s ostalim
komponentama sustava (Amagliani i sur., 2017). Ona ovise o vrsti biljke iz koje je izoliran,
vremenu berbe i geografskim uvjetima (Akyliz i Ersus, 2021). Topljivost je osnovno
tehnolosko svojstvo proteina jer o njemu ovise druga svojstva poput geliranja, emulgiranja,
vezanja masti i vode i pjenjenja. Na njega utjeCe pH otopine, temperatura, ionska jakost,
prisustvo bivalentnih kationa, koncentracija proteina, ali i biljna vrsta iz koje je protein
izoliran (Di Stefano i sur., 2018). Biljne proteine karakterizira niska topljivost, jer su topljivi
proteini prisutni u niskim koncentracijama i njihova ekstrakcija je otezana zbog prisustva
vakuola i stani¢nih stijenki (Mar Contrerasa i sur., 2019). RuBisCO izoliran iz Secerne repe
ima visoku topljivost pri pH vrijednostima do 4,0 i iznad 6,0 (>80%), Sto je u skladu s
ocekivanjima s obzirom na to da je topljivost najniza pri izoelektri¢noj tocki (pl) proteina, a
pl vrijednost RuBisCO proteina varira o vrsti izmedu pH vrijednosti 4,6 i 5,5 (Martin i sur.,
2014). Akyiiz i Ersus (2021) navode da je topljivost koncentrata proteina SeCerne repe
najmanja pri pH 4,5, a najve¢a pri pH 7,5, §to pripisuju hidrofilnim aminokiselinskim
ostatcima u proteinu. Sposobnost pjenjenja i emulgiranja koncentrata RuBisCO iz Secerne
repe bolja su pri pH 4,0 od onih pri pH 7,0 (Martin i sur., 2014). Sposobnost pjenjenja
povecava se pri izoelektricnoj vrijednosti proteina, jer su tada meduproteinske elektrostatske
interakcije minimalne, a sloj molekula proteina na granici voda-zrak najvece gustoce (Di
Stefano i sur., 2018). Martin i sur. (2014) pokazali su da je sposobnost geliranja koncentrata
RuBisCO iz Secerne repe vrlo impresivna te je za geliranje potrebno 50 — 66 % manje
proteina u usporedbi s koncentratom proteina sirutke i koncentratom proteina soje.

Nutritivna vrijednost proteina opisana je aminokiselinskim sastavom i mogu¢noscu stvaranja



bioaktivnih peptida, odnosno specifi¢nih proteinskih fragmenata koji doprinose zdravlju ljudi
(Di Stefano i sur., 2018). Kao s§to je gore spomenuto, RuBisCO je izvor esencijalnih
aminokiselina. Njegova nutritivna vrijednost i probavljivost vrlo je dobra. Takoder, nema
znacajan alergenski potencijal. Potrebno je istaknuti da je prije konzumacije RuBisCO
proteina potrebno ukloniti antinutritivne tvari koji se nalaze u listovima biljaka (Di Stefano i
sur., 2018).

2.3. EKSTRAKCIJA
2.3.1. Pojava alternativnih tehnika ekstrakcije

Korak ekstrakcije je kritiCan korak iskoriStavanja otpada koji mora biti adekvatno postavljen u
odnosu na zeljeni produkt ekstrakcije i s obzirom na sustav u kojem je ta tvar uklopljena.
Ekstrakcija treba teziti ekonomskoj i tehnoloSkoj izvedivosti kako bi bila odrziva metoda
valorizacije otpada (Puertolas i Barba, 2016). Konvencionalne metode ekstrakcije Siroko su
potrebne opreme. Ipak, takve metode poput vrenja, toplinskog refluksa, ekstrakcije po
Soxhlet-u i ostale toplinske metode, danas se smatraju neué¢inkovitima zbog dugog procesnog
vremena, potrebe za visokom koli¢inom otapala i energije te drugim nedostatcima zbog kojih
se smanjuje prinos ekstrakcije (Li i sur., 2019). Primjena konvencionalnih metoda ekstrakcije
u pravilu rezultira nizim prinosom proteina, jer dolazi do degradacije proteina uslijed
primjene ekstremnih pH vrijednosti, visoke temperature i dugog vremena ekstrakcije. Takvi
uvjeti uzrokuju promjenu konformacije i funkcije proteina, Sto se odrazava na smanjenje
nutritivne vrijednosti i bioaktivnih spojeva (Franca-Oliviera i sur., 2021).

Fokus se pomice na istrazivanje netoplinskih, zelenih tehnologija za poboljSavanje efikasnosti
ekstrakcije i smanjenja degradacije proteina. Prednosti ovih tehnologija ukljuc¢uju smanjenje
negativnog utjecaja na okoli§ i minimizaciju uporabe toksi¢nih reagensa i otapala. Nadalje,
doprinose povecanju prinosa, potencijalnom poboljSanju nutritivnih i tehnolosko-
funkcionalnih svojstava te mogu omoguciti ekstrakciju bioaktivnih peptida iz biljnih izvora
(Franca-Oliviera i sur., 2021). U netoplinske tehnike ubrajamo ekstrakciju potpomognutu
ultrazvukom, visoki hidrostatski tlak, visokonaponsko elektricno praznjenje, pulsirajuce
elektri¢no polje i sliéne tehnike (Li i sur., 2019). Medu njima se razlikuju tehnike koje se
baziraju na primjeni elektri¢ne struje, s dodatnom klasifikacijom prema tipu struje koja se
primjenjuje (jednosmjerna ili dvosmjerna), primjeni pulseva, snage elektricnog polja te

razvijanju topline (Franca Oliviera i sur., 2021; Rocha i sur., 2018).



2.3.2. Ekstrakcija potpomognuta visokonaponskim elektri¢nim praznjenjem

Visokonaponsko elektricko praznjenje (engl. high voltage electrical discharge, HVED)
netoplinska je tehnika koja izbojima visokog napona generira elektricno polje, a posljedi¢no i
plazmu i omogucuje djelotvornu ekstrakciju. Bazira se na formaciji pora u stani¢noj
membrani, odnosno fenomenu elektroporacije, kao posljedici djelovanja stvorenog
elektricnog polja. Elektroporacija je kljuna za omoguéavanje prijenosa mase, odnosno
ekstrakcije unutarstani¢nih komponenti procesom difuzije u izvanstani¢ni prostor (Franca
Oliviera i sur., 2021).

2.3.2.1. Mehanizam djelovanja

Mehanizam fizikalno-kemijskog djelovanja HVED-a, uzorkovan je direktnim uvodenjem
energije u tekuce okuzenje putem plazme (ionizacija plina) koja je stvorena primjenom
visokog napona i intenziteta kratkotrajnih pulseva izmedu dviju elektrode (Chemat i sur.,
2020). Primijenjeni napon u razmjerima je od 30 do 40 kV, intenzitet struje u vrijednosti oko
10 KA, a pulsevi u trajanju od nekoliko pus do ms (Tena i Asuero, 2022; Puertolas i Barba,
2016).

Plazma je pojam uveden 1928. godine kojim se opisuje cCetvrto stanje tvari koje
podrazumijeva potpuno ili djelomi¢no ionizirano stanje plina (Thirumdas i sur., 2015).
Plazma se sastoji od kationa, aniona, radikala, elektrona te pobudenih i nepobudenih atoma, a
nastaje kao rezultat izlaganja plina izvoru energije. Kategorizira se na termicku i netermicku
plazmu, ovisno o gustoci i temperaturi elektrona (Tolouie 1 sur., 2018). Dok termicka plazma
ima dovoljno visoku energiju da su sve Cestice u ravnotezi i u sudarima medusobno ne
prenose energiju, netermi¢ka plazma nije u stanju termodinamicke ravnoteZe te elektroni
imaju visu energiju od gus¢ih Cestica, zbog Cega se dogada prijenos energije prilikom sudara
(Niemira, 2012). Netermicka, hladna plazma generirana je na temperaturama bliskim sobnoj
temperaturi te nema djelovanje termicke degradacije na hranu i mikroorganizme (Niemira,
2012). Moze se generirati iz razli¢itih izvora praznjenja i pri razli¢itim tlakovima, a prilikom
HVED ekstrakcije plazma se proizvodi izlaganjem plina elektricnom polju izmedu dvije
elektrode (Thirumdas i sur., 2015), odnosno pri korona praznjenju. Korona praznjenje (engl.
corona discharge) lokaliziran je tip emisije pri atmosferskom tlaku za koji je potrebno
relativno jako i nehomogeno elektricno polje, a koriste se elektrode opremljene s
visokonaponskim sistemom za ionizaciju plina (Tolouie i sur., 2018). Plin koji se koristi za
stvaranje plazme moze biti zrak ili plemeniti plinovi poput helija i argona, te njihove

mjesavine (Tolouie i sur., 2018).



Djelovanje HVED ekstrakcije moze se podijeliti u dvije faze. Tijekom faze predraspada
dolazi do relativno slabih Sok valova i formacije malih mjehuri¢a, pri ¢emu se stvara UV
radijacija i aktivni radikali. Prilikom prijelaza u sljedecu fazu, fazu raspada, dolazi do
pojacanja intenziteta djelovanja, tj. jaCih Sok valova, visoke koncentracije slobodnih radikala,
mjehuri¢a s plazmom u unutra$njosti i snazne turbulencije (Puertolas i Barba, 2016).
Djelovanje HVED ekstrakcije proizlazi iz djelovanja hladne plazme, a to su formacija
reaktivnih vrsta (kisikovih i dusSikovih reaktivnih vrsta) i ubrzanje kemijskih reakcija poput
oksidacije ili reakcija polimerizacije (Tolouie i sur., 2018). Takoder hladna plazma moze
uzrokovati i fotokemijske reakcije zbog emisije ultraljubicastog (engl. ultraviolet, UV)
zraCenja pri tretmanu plazmom (Tolouie i sur., 2018). Zbog navedenih procesa dolazi do
mehanickog oSteCenja stani¢nih tkiva, osobito geneticCkog materijala zbog UV zracenja, |
oksidacije uzrokovane slobodnim radikalima, te je moguca oksidacija bioaktivnih

komponenata (Tena i Asuero, 2022; Li i sur., 2019).
2.3.2.2. Primjena HVED ekstrakcije

Ekstrakcija visokonaponskim elektriénim praznjenjem kao samostalna metoda ekstrakcije
istrazena je na razli¢itim materijalima u svrhu dobivanja vrijednih spojeva te kao predtretman
za povecanje prinosa ekstrakcije ulja, proteina i polisaharida (Puertolas i Barba, 2016).
Mogucéa je primjena HVED ekstrakcije Zeljenih unutarstani¢nih tvari u svrhu valorizacije
biomase kao odrzive ulazne sirovine za biorafinaciju (Rocha i sur., 2018). Iskoristive sirovine
koje se mogu valorizirati ukljucuju proteine, peptide, polisaharide i oligosaharide, vlakna,
lipide te sekundarne biljne metabolite poput karotenoida i polifenola (Rocha i sur., 2018).

Barba 1 sur. (2015) zabiljezili su maksimalan prinos proteina iz sjemenki uljane repice (9,41 +
0,30 g/100 g) te pogace uljane repice (15,76 + 0,63 g/100 g) Sarznim tretmanom HVED
ekstrakcijskog sustava pri parametrima procesa ulazne energije od 240 kJ/kg i omjeru
tekuce:kruto od 20:1. Inicijalna maksimalna vrijednost napona u eksperimentu bila je 40 kV,
razmak izmedu praznjenja 2 s, a trajanje praznjenja =~ 0,5 £ 0,1 ps. Rezultati su u skladu s
ocekivanjima, s obzirom na to da je u pogaci koja je nusproizvod proizvodnje ulja pocetni
udio suhe tvari (posljedi¢no i proteina) visi. U skladu s njihovim rezultatima, Rosell6-Soto i
sur. (2014) takoder biljeze znaCajan porast prinosa proteina s HVED predtretmanom.
Istrazivanje Rosell6-Soto i sur. (2014) provedeno je na koStici masline, pri ¢emu je nakon
predtretmana HVED pri parametrima ulazne energije od 66 kJ/kg i pH od 2,5 uslijedila
ekstrakcija u 49 %-tnom etanolu. Navedeni predtretman s maksimalnom primijenjenim

naponom od 40 kV pokazao se optimalnim u pogledu prinosa ukupnih proteina (0,225
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mg/mL).

Osim u ekstrakcijske svrhe, hladna plazma koja se proizvodi tijekom HVED tretmana
komercijalno se koristi za sterilizaciju i dezinfekciju povrSina, pri ¢emu ucinkovito inaktivira
veliki broj mikroorganizama, ukljucujuci spore i viruse (Thirumdas i sur., 2015). HVED se
takoder  koristi kao tretman za  proCiS¢avanje  otpadnih  voda, odnosno
eliminaciju/mineralizaciju organskih tvari i patogenih bakterija (Zeghioud i sur., 2020).
Hladna plazma efektivno degradira mikotoksine i inaktivira gljive koje proizvode

mikotoksine u raznim namirnicama (Gavahian i Cullen, 2019).
2.3.2.3. Prednosti i nedostatci HVED ekstrakcije

U usporedbi s konvencionalnom ekstrakcijom, ali i s drugim netoplinskim tehnikama
ekstrakcije, HVED ekstrakcija ima mnoge prednosti. Povecava prinos ekstrakcije, skracuje
vrijeme ekstrakcije i smanjuje potrebu za energijom kao posljedicu izuzetno visoke
efikasnosti ostecivanja stani¢éne membrane. Takoder smanjuje koli¢inu potrebnog otapala za
provodenje ekstrakcije. Netoplinska je metoda, Sto znaci da je operativna temperatura niska i
povecanje temperature uslijed tretmana minimalno. Upravo ova prednost omoguéava
smanjenje operativnih tro§kova ekstrakcije. Povec¢ava antioksidacijsku aktivnost ekstrahiranih
tvari, zbog Cega se smatra tehnikom s velikim potencijalom za ekstrakciju bioaktivnih tvari
(Puertolas i Barba, 2016).

Ipak, bitno je istaknuti izazove i nedostatke koje se treba rijesiti. Prilikom praznjenja, dolazi
do stvaranja velikog broja slobodnih radikala, §to posljedicno moZe uzrokovati oksidativne
promjene na stanici, ali i oksidaciju ciljanih tvari, smanjujuci prinos ekstrakcije. Nema visoku
selektivnost, ve¢ oSteCenjem stanicne membrane ili stijenke dovodi do oslobadanja
unutarstani¢nih sastojaka (Puertolas i Barba, 2016). Moze uzorkovati narusavanje koloidne
stabilnosti (Rocha i sur., 2018) i ima visoke tro§kove odrzavanja i servisa (Tena i Asuero,
2022).

2.3.3. Fenolna ekstrakcija

Ekstrakcija proteina iz biljnih tkiva otezana je zbog prisustva drugih tvari poput fenolnih
spojeva, tilakoidnih fragmenata s klorofilom, polisaharida i lipida (Di Stefano i sur., 2018;
Faurobert i sur., 2007). Fenolni spojevi stupaju u interakciju s proteinima putem vodikovih
veza, ionskih i hidrofobnih interakcija te kovalentnim, koordinatnim vezama. Zbog navedenih
interakcija, proteini postaju hidrofobniji, $to ih ¢ini podloznijim agregaciji i precipitaciji,
ovisno o strukturi fenolne tvari (Vidovi¢ i sur., 2020). Proteomicka istrazivanja na listovima
Cesto provode osnovni korak precipitacije proteina s trikloroctenom kiselinom (TCA) i
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acetonom (Saravanan i Rose, 2004). Alternativni postupak je postupak fenolne ekstrakcije
proteina pri ¢emu se proteini otapaju u fenolu, s ili bez natrijeva dodecil sulfata (engl. sodium
dodecyl sulphate, SDS), nakon Cega se precipitiraju s metanolom i amonijevim acetatom
(Saravanan i Rose, 2004). Fenolna ekstrakcija uklanja neproteinske tvari i omogucava
ucinkovitu ekstrakciju proteina (Faurobert i sur., 2007). Fenolna ekstrakcija bazira se na
djelovanju fenola na disocijaciju interferiraju¢ih tvari i proteina, spre¢avaju¢i moguéu
agregaciju interferiraju¢ih tvari i proteina (Vidovi¢ 1 sur., 2020). Ukljucuje ekstrakciju
proteina u ekstrakcijskom puferu s dodanim protektivnim tvarima te saharozom koja
podesava gustocu otopine i kalijevim kloridom zbog poboljSavanja topljivosti proteina u
otapalu. Etilendiamintetraoctena kiselina (EDTA) kelatna je tvar koja inhibira
metaloproteinaze i polifenol oksidaze kelacijom. Fenil metil sulfonil fluorida (PMSF)
ireverzibilno inhibira serin proteaze. Reducens B-merkaptoetanol sprecava oksidaciju
proteina. Proteini prelaze iz ekstrakcijskog pufera i otapaju se u fenolnom puferu. Fenolni
pufer sadrzi fenol — najjednostavniji aromatski alkohol koji primarno vodikovim vezama
denaturira proteine da postanu topljivi u organskom otapalu. Prelazak nukleinskih kiselina, s
membranskim proteinima i proteinima citoplazme, spre¢ava se podeSavanjem pH vrijednosti
pufera za ekstrakciju (Faurobert i sur., 2007). Proteini se iz fenolnog pufera precipitiraju
dodatkom metanola (Saravanan i Rose, 2004).

Kada je fenolna ekstrakcija optimizirana, omogucava relativno visok prinos proteina te je
najucinkovitija za uklanjanje interferiraju¢ih tvari i rezultira gelovima najviSe kvalitete
(Vidovi¢ 1 sur., 2020; Carpentier i sur., 2005). Dobra rezolucija i smanjenje pozadinskog
Suma u 2-D elektroforezi posljedica je efikasnog uklanjanja nukleinskih kiselina (Faurobert i
sur., 2007). Prema Saravanan i Rose (2004) fenolna ekstrakcija rezultira najveéim prinosom
proteina i vrlo je u€inkovita za biljna tkiva s mnogo polisaharida i polifenola. Mane fenolne
ekstrakcije ukljucuju dugotrajnost protokola metode i uporabu toksi¢nih tvari: metanola,

fenola, PMSF i B-merkaptoetanola (Faurobert i sur., 2007).

2.4, KVANTITATIVNO I KVALITATIVNO ODREDIVANJE RUBISCO ENZIMA
2.4.1. Odredivanje koncentracije proteina metodom po Bradfordu

Metoda po Branfordu prihvatljivija je od metode po Lowry-ju i biuret metode, koje su
bazirane na kvantifikaciji fenolnih spojeva, za odredivanje koncentracije proteina u biljnim
uzorcima (Faurobert i sur., 2007). Metodom po Brafordu moze se odrediti koncentracija

proteina koja proizlazi iz vezanja Coomassie brilliant blue G-250 (CBB G-250) boje na

12



protein, rezultiraju¢i kompleksom boja-protein pri ¢emu dolazi do pomaka apsorpcijskog
maksimuma boje s 465 nm na 595 nm (Chang-Hui, 2019). CBB G-250 mijenja se iz forme u
kojoj je crveno obojana u formu koja plave boje. Upravo je 595 nm valna duljina pri kojoj se
odreduje intenzitet plave boje koja nastaje reakcijom boje s primarno argininskim, a u manjoj
mjeri s lizinskim, histidinskim, tirozinskim, triptofanskim i fenilaninskim aminokiselinskim
ostatcima (Balen i sur., 2011). Koncentracija proteina odreduje se iz bazdarnog pravca
pripremljenih otopina standarada poput albumina govedeg seruma (engl. bovine serum
albumin, BSA) kojima je, nakon vezanja CBB G-250, izmjerena apsorbancija pri 595 nm.
Metoda po Bradfordu ima dobru reproducibilnost, brzu reakciju vezanja boje (oko 2 minute),
stabilnost boje (tijekom sat vremena) te je jednostavna za izvodenje (Chang-Hui, 2019;
Bradford, 1976). Moguca je interferencija ukoliko su u otopini proteina prisutne visoke
koncentracije SDS, Trixton X-100 i komercijalnih detergenta za staklo (Balen i sur., 2011) te
zbog povecanja pH vrijednosti zbog dodatka natrijeve luzine (Chang-Hui, 2019). Problem
moze nastatati kod previsoke koncentracije proteina pri ¢emu moze do¢i do talozenja
kompleksa boja-protein te je potrebno napraviti razrjedenja otopine proteina. Uzorak proteina
koji je kompleksirao s bojom nije mogucée odrediti ponovno drugim metodama jer dolazi do

denaturacije proteina (Chang-Hui, 2019; Bradford, 1976).

2.4.2. Western blot metoda

Westen blot ima znacajnu primjenu u biokemiji i ostalim prirodnim znanostima. Westen blot
metoda prilagodena je prijenosu i detekciji proteina, a nastala je modifikacijom metode
Southern blot, prilagodene deoksiribonukleinskim kiselinama, i Northern blot, prilagodene
ribonukleinskim kiselinama (Kurien i Scofield, 2006; Burnette, 1987). Prijenos proteina
razdvojenih SDS elektroforezom na poliakrilamidnome gelu (SDS-PAGE) s gela na povrsinu
nosaca korisna je metoda za detekciju i karakterizaciju velikog obujma proteina, ¢ak i
proteina prisutnih u niskim koncentracijama (Kurien i Scofield, 2006). Dovoljno je osjetljiva
za vizualizaciju specifi¢nih proteina u kompleksnoj smjesi antigena. Prijenos proteina s gela
na nosa¢ rezultira tocnom replikom proteina u gelu i pocetni je korak za mnoStvo
eksperimenta. Vezanje antitijela s proteinima na nitroceluloznoj membrani revolucionarizirali
su polje imunologije (Kurien i Scofield, 2006). Metoda ukljucuje: pripremu uzoraka za SDS-
PAGE i SDS-PAGE elektroforezu, elektroprijenos te imunodetekciju (Balen i sur., 2011;
Burnette, 1987).

2.4.2.1. SDS elektroforeza

Elektroforeza je pojam koji oznacava putovanje, odnosno migraciju elektricki nabijenih
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Cestica kroz otopinu u elektricnom polju, pri ¢emu se analiticki podatak utvrduje prema
razdiobi analiziranih Cestica izmedu elektroda (Piljac, 2006). Pokretljivost ovisi o jakosti
elektricnog polja, o uvjetima u okolini (ionskoj jakosti, viskoznosti i temperaturi) 1 svojstvima
same Cestice (neto naboj, veli¢ina, oblik) (Balen i sur., 2011). Kako bi se omogucéilo
elektroforetsko razdvajanje netopljivih 1 lako agregiraju¢ih uzoraka potrebno je dodati
odgovarajuce agense kao $to su agensi za razaranje disulfidnih mostova, urea ili detergenti.
SDS anionski je detergent koji omogucuje oligomernim proteinima da se otope, dislociraju i
denaturiraju na podjedinice (Balen i sur.,, 2011). Djelovanjem SDS na proteine nastaju
kompleksne strukture koje imaju istu gustocu elektricnog (negativnog naboja) (Gallagher,
2012). Zbog toga omogucuje razdvajanje polipeptidnih lanaca ovisno o molekulskoj masi
(Balen i sur., 2011). Pri tome se polipeptidni lanci tretirani SDS-om, prekriveni negativnim
nabojem, kre¢u od anode prema katodi (Piljac, 2006). PAGE je naziv za provodenje
elektroforeze u poliakrilamidnom gelu koji je karakteristican za elektroforetsko razdvajanje
proteina. Poliakrilamidni gel proizvodi se polimerizacijskom reakcijom monomera
akrilamida, pri ¢emu se unakrsno povezuju ko-monomeri N, N'-metlien-bis-akrilamida
(A/Bis) uz dodatak katalizatora amonijeva persulfata (ASP) i N,N,N',N'-tetrametilendiamina
(TEMED). Makromolekule iz analita prvo se sabijaju u tanki sloj u krac¢em, nagomilavaju¢em
(engl. stacking) (sabijajuc¢em) gelu, a nakon toga ulaze u separacijski gel u kojem dolazi do
razdvajanja (razdvajaju¢i) (Moore, 2009). Ovaj postupak omogucava vrlo uske zone
separacije proteina, $to sprecava preklapanje razli¢itih proteinskih molekula u analitu (Piljac,
2006). Osim poliakrilamidnih gelova, postoje i agarozni gelovi Kkoji se primjenjuju za
nukleinske kiseline ili za izoelektri¢no fokusiranje proteina (Balen i sur., 2011). SDS-PAGE
omogucava odredivanje molekulske mase proteina, a elektroforetska pokretljivost je obrnuto
proporcionalna logaritmu molekulske mase proteina koji se razdvaja (Chang-Hui, 2019).
Drugim rije¢ima, pokretljivost ovisi o gusto¢i naboja, odnosno 0 omjeru naboja i mase (Balen
isur., 2011).

2.4.2.2. Elektroprijenos proteina s gela na membranu

Nakon provedene elektroforeze, proteine je u svrhu pruzanja informacije o identitetu potrebno
prenijeti na povrSinu tankog nosaca. Nosa¢i mogu biti razni tipovi membrana, od ¢ega su
najviSe u primjeni nitrocelulozne membrane, poliviniliden difluoridne membrane (PVD), a
manje diazo papiri (Balen i sur., 2011; Piljac, 2006). Ucinkovitost i ubrzavanje prijenosa
proteina na membranu povecava se primjenom elektricnog polja okomitog na ravninu gela

(Moore, 2009). Takav prijenos naziva se ,,elektroprijenos®, a ovisno o primijenjenoj metodi
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moze biti ,,suhi®, ,,polusuhi® i ,,mokri“. Mokri prijenos (engl. wet blotting) provodi se u
uspravnoj kadici ispunjenoj puferom za prijenos, pri ¢emu su gel i membrana uronjeni u pufer
te slozeni u obliku ,,sendvic¢a® (slika 2) (Balen i sur., 2011; Goldman i sur., 2015). Vazno je
napomenuti kako negativno nabijeni proteini vezani za gel putuju od anode prema katodi,
zbog Cega dolazi do prijenosa s gela na membranu. Kod polusuhog prijenosa (engl. semi-dry
blotting), gel je horizontalno naslozen na membranu, te se nalazi izmedu dva, puferom
namocena, filter papira i u izravhom je kontaktu s elektrodama (Balen i sur., 2011). Suhi
prijenos (engl. dry blotting) novija je alternativa koja ne zahtijeva upotrebu pufera, a gel se
umece u unaprijed slozenu strukturu koja sadrzi membranu 1 stavlja u uredaj za
elektroprijenos, pri ¢emu zahtjeva manje vremena od druge dvije navedene metode (Goldman
i sur., 2015).
———— spuivica

katoda anoda

/ (+) '“”*”\Q,;‘ )“"“*—’\
plasti¢ni okvir- "f". = )/
filtrirni papir — 4" .
gel
/

membrana / = 1)

pufer za <

prijenos smjer kretanja
proteina

Slika 2. Model sendvi¢a kod mokrog prijenosa (lijevo) i prikaz kadice za prijenos (desno)
(prema Goldman i sur., 2015)

2.3.2.3. Imunodetekcija proteina na membrani

Nakon prijenosa, klju¢no je zasititi podru¢ja membrane za koja nema vezanih proteina, §to se
naziva blokiranje jer se spreava nespecificno vezanje primarnog antitijela na membranu ili
proteine (Balen i sur., 2011). Nakon toga, slijedi indirektna ili direktna detekcija specifi¢nih
proteina (antigena) na membrani vezanjem odgovaraju¢ih visokospecificnih protutijela.
Protutijela mogu biti monoklonalna (identi¢ni imunoglobulini koji prepoznaju jedan epitop,
specifican dio antigena za koji se vezu) ili poliklonalna (smjesa protutijela koja prepoznaju
razliCite specifi¢ne dijelove antigena) (Moore, 2009). Direktna detekcija se provodi vezanjem
primarnog protutijela obiljezenog detektabilnom molekulom (enzimom, biotinom,
fluorescentnom bojom, radio-obiljeZenim proteinom A) bez upotrebe sekundarnog protutijela
(Balen i sur., 2011; Moore, 2009; Kurien i Scofield, 2006). Indirektna detekcija zahtjeva

vezanje sekundarnih protutijela na primarna protutijela, pri ¢emu su sekundarna protutijela
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obiljeZzena. Enzimi, najCeS¢e alkalna fosfataza ili peroksidaza, reagiraju s dodatkom
kromogenog (obojenje — kolorimetrijska reakcija) ili kemiluminiscencijskog supstrata
(emisija svjetlosti — kemiluminiscencijska reakcija) i tako omogucavaju vidljivost podru¢ja na
membrani na kojemu su vezani ciljani proteini. Ta podrucja se vide kao zatamnjene vrpce

(Balen i sur., 2011).

2.5. TEKUCINSKA KROMATOGRAFIJA S MASENOM SPEKTROMETRIJOM

Kromatografijom se odvajaju komplekse smjese sliénih komponenata pomocéu brzine toka
mobilne faze (u kojoj je prisutan analit) i interakcije komponenata u smjesi sa stacionarnom
fazom (Robinson i sur., 2014). Tekucinska kromatografija ultra visoke djelotvornosti (engl.
ultra performance liquid chromatography, UPLC) ima vecu brzinu analize, bolju mo¢
razdvajanja 1 bolju osjetljivost od tekucinske kromatografije, Sto se postize novijim
tehnologijama izrade kolona za kromatografiju (Tamos$itnas i Padarauskas, 2008).
Komponente odvojene kromatografskom metodom uvode se u maseni spektrometar (MS) na
detekciju putem spojnice (Robinson i sur., 2014). MS je tehnika kojom se molekule i atomi u
uzorku ioniziraju, nakon ¢ega Se ioni odvajaju na temelju omjera mase i naboja, a mjeri se
koli¢ina stvorenih iona. Spregnuta kromatografija s MS sustavom vrlo je moé¢na analiticka
tehnika. MS pruza kvalitativnu i kvantitativnu analizu, a ¢esto se koristi kao analiticki alat za
kvalitativnu identifikaciju i karakterizaciju razli¢itih uzoraka (plina, tekuc¢ina i Krutina)
(Robinson 1 sur., 2014). Maseni analizator glavni je dio uredaja za MS 1 sluzi za
diferencijaciju iona prema omjeru m/z (Anderson i Hunter, 2006). Kvadrupol maseni
analizatori Cesto se primjenjuju za kvantifikaciju malih molekula (Kéllsten i sur., 2019).
Najcesce koriSteni dvojni maseni spektrometar je trostruki kvadrupol (QQQ) u kojem su dva
kvadrupola masni analizatori, dok tre¢i predstavlja kolizijsku ¢eliju. Prvi kvadrupol razdvaja
ione u prekursorske ione (prva faza selekcije), zatim heksapol fragmentira te ione ¢iji se
produkti fragmentacije dalje razdvajaju u drugom kvadrupolu (druga faza selekcije) (Agilent
Technologies, 2012; Hoffmann, 1996). Metodom MRM postize se mjerenje specificnih
peptida u kompleksnim smjesama, a temelji se na odabiru jednog iona-prekursora te dva ili

viSe iona-produkata koji sudjeluju u fazama selekcije (Anderson i Hunter, 2006).
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3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. MATERIJALI

3.1.1. Listovi Secerne repe

Osuseni tamno-zeleni listovi Seerne repe, Beta vulgaris subsp. vulgaris var. altissima,

dobavljeni su od projektnih partnera Kayseri Seker i Kocasinan Kayseri iz Turske.

3.1.2. Kemikalije i standardi
HVED ekstrakcija:
e argon (Messer Croatia Plin, Zapresi¢, Hrvatska)
e dusik (Messer Croatia Plin, Zapresi¢, Hrvatska)
e destilirana voda (PBF, Zagreb, Hrvatska)
Fenolna ekstrakcija
e polivinilpirolidon, PVP (Sigma-Aldrich, St. Louis, SAD)
e miliQ voda (BIOCentar, Zagreb, Croatia)
e 2-amino-2-hidroksimetil-propan-1,3-diol, tris (Sigma-Aldrich, St. Louis, SAD)
e etilendiamintetraoctena kiselina, EDTA (Sigma-Aldrich, St. Louis, SAD)
e saharoza, Sigma-Aldrich (Sigma-Aldrich, St. Louis, SAD)
e Kkalijev klorid, KCI (Sigma-Aldrich, St. Louis, SAD)
o fenilmetilsulfonil fluorid, PMSF (Sigma-Aldrich, St. Louis, SAD)
e etanol, 96 % (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, SAD)
e [(-merkaptoetanol (Sigma-Aldrich, St. Louis, SAD)
e fenol (Sigma-Aldrich, St. Louis, SAD)
e aceton (VWR Chemicals, Radnor, SAD)
e amonijev acetat (Sigma-Aldrich, St. Louis, SAD)

e 3-[(3-kolamidopropil)-dimetil-amonio]-1-propan sulfonat, CHAPS (Sigma-Aldrich,

St. Louis, SAD)
e urea (Sigma-Aldrich, St. Louis, SAD)
e ditiotreitol, DTT (Sigma-Aldrich, St. Louis, SAD)
e amfoliti (Sigma-Aldrich, St. Louis, SAD)
e klorovodic¢na kiselina, HCI1 (Sigma-Aldrich, St. Louis, SAD)
Metoda po Bradfordu:
e Coomasie Brilliant Blue G-250 boja (Sigma-Aldrich, St. Louis, SAD)
o fosforna kiselina, H3PO, (Sigma-Aldrich, St. Louis, SAD)
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1M trietilamonijev bikarbonat (Thermo Fisher Scientific, Waltham, SAD)

SDS PAGE

N, N, N, N-tetrametiletildiamin (TEMED) (Sigma-Aldrich, St. Louis, SAD)
amonijev persulfat, APS (Sigma-Aldrich, St. Louis, SAD)

akrilamid (Sigma-Aldrich, St. Louis, SAD)

N, N'-metlien-bis-akrilamida, A/Bis (Sigma-Aldrich, St. Louis, SAD)
natrijev dodecil sulfat (SDS) (Sigma-Aldrich, St. Louis, SAD)
bromfenolplavo boja (Sigma-Aldrich, St. Louis, SAD)

glicerol (Sigma-Aldrich, St. Louis, SAD)

ditiotreitol, DTT (Sigma-Aldrich, St. Louis, SAD)

reH,O (BIOCentar, Zagreb, Croatia)

glicin (Sigma-Aldrich, St. Louis, SAD)

marker ColorBurstTM Electrophoresis Marker C1992-1VL (Sigma-Aldrich, St. Louis,
SAD)

Prijenos i imunodetekcija:

natrijev hidrogenfosfat heptahidrat, Na,HPO, x 7 H,O (Sigma-Aldrich, St. Louis,
SAD)

kalijev dihidrogenfosfat, KH,PO, (Sigma-Aldrich, St. Louis, SAD)

mlijeko u prahu (Dukat, Zagreb, Hrvatska)

Tween 20® (Sigma-Aldrich, St. Louis, SAD)

Primarno antitijelo rabbit anti-RuBisCO large subunit AS03 037 (Agrisera, Vannas,
Svedska)

Sekundarno antitijelo goat anti-rabbit 1gG, horseradish peroxidase conjugated, AS09
602 (Agrisera, Vannas, Svedska)

Reagens za kemiluminiscenciju ECL Bright AS16 ECL-N-10 (Agrisera, Vannas,
Svedska)

Tekucinska kromatografija s masenom spektrometrijom

acetonitril (VWR Chemicals, Radnor, USA)

natrijev deoksikolat (Sigma-Aldrich, St. Louis, SAD)
trikloracetatna kiselina (Merck & Co., Rahway, SAD)
aceton (VWR Chemicals, Radnor, SAD)

metanska kiselina (VWR Chemicals, Radnor, SAD)
tetrahidrofuran (THF) (J.T.Baker, Phillipsburg, SAD)
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e albumin govedeg seruma (Sigma-Aldrich, St. Louis, SAD)

e 1M trietil amonijev bikarbonat (TEAB) (Thermo Fisher Scientific, Waltham, SAD)

o tris(2-karboksietil)fosfin hidroklorid (TCEP) (Thermo Fisher Scientific, Waltham,
SAD)

e jodoacetamid (IAA) (Sigma-Aldrich, St. Louis, SAD)

e tripsin (Promega, Madison, SAD)

e Glu-C (Promega, Madison, SAD)

e TFQGPPHGIQVER (Thermo Fisher Scientific, Waltham, SAD)

e AQAETGEIK (Thermo Fisher Scientific, Waltham, SAD)

3.1.3. Priprema otopina
Za potrebe fenolne ekstrakcije potrebno je pripremiti sljedece otopine:
I.  Ekstrakcijski pufer (za 50 mL)

e 3,0825¢ Tris
e 0,9306 g EDTA
e 11,9805 g saharoze
e 0,3728 g KCI
e Redestilirane vode (reH,0) do 50 mL
Prije upotrebe dodati:
e 0,0037 g PMSF u 1 mL 96 %-tnog etanola

e 1 mL B-merkaptoetanola
ii.  Fenolni pufer

e ZasiCena otopina fenola u djelomi¢no neutraliziranom Tris s klorovodicnom

kiselinom (Tris-HCI), raspona pH 6,6 — 7,9

iii.  Otopina za precipitaciju (100 mL)

e 0,77 g amonijevog acetata

e 100 ml metanola
iv.  Pufer za izoelektri¢no fokusiranje (10 mL)

e 5guree

e 0,29 CHAPS

e reH,Odo 10 mL

e Prije upotrebe dodati:
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a. 20mgDTT
b. 52,4 uL amfolita

Za odredivanje koncentracije proteina metodom po Bradfordu potrebno je pripremiti otopine:

i. Bradford mati¢na otopina (za 300 mL)
e 0,350 g CBB G-250
e 200 mL 88 %-tne H3PO,
e 100 mL 95 %-tnog etanola
ii. Bradford radna otopina (za 30 mL)
¢ 30 mL Bradford mati¢ne otopine
e 15 mL 96 %-tnog etanola
e 30 mL 85 %-tne H3PO4
e 25 mL + 400 mL destilirane vode (deH,0)
iii. Otopina BSA (10 mL)
e 0,010 g BSA

e 10 mL 0,1 M kalij-fosfatnog pufera, pH 7,0.

Za SDS PAGE potrebno je pripremiti:
I. Pufer za elektroforezu (12,5 mL)
e 3,125mL 0,5 M Tris-HCI, pH 6,8

e 4 mL glicerol

e 3,125 mL 20 %-tnog SDS

e 1,25 mL B-merkaptoetanol

e 0,25 mL bromfenolplavo boja
e 048gDTT

e reH,O do 12,5 mL,

ii. 10X elektrodni pufer (1 L), potrebno ga je prije uporabe razrijediti 10 puta

e 309 Tris,

e 144 gglicin

e 109 SDS

e 6,0MHCldopH83
e reH,OdollL.
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Tablica 1. Priprema gela za sabijanje i razdvajanje za SDS-PAGE (2 gela)

Naziv reagensa Gel za sabijanje (4 %) Gel za razdvajanje

(10 %)

MiliQ voda 3,05 mL 4 mL

1,5 M Tris-HCI, pH 1,25 mL 3,3mL

6,8

30 %A/Bis 0,665 mL 4,0 mL

10 % SDS 50 uL 100 uL

10 % APS 35 uL 50 pL
TEMED 8 uL 5uL

Za prijenos proteina s gela na membranu potrebno je pripremiti:

i. pufer za prijenos (1 L)
e 3,35gTris
e 14,4 gglicin
e 100 mL metanol
e 6MHCIdopHS8,3
e deH,OdollL.
Za imunodetekciju potrebno je pripremiti:

i. 10 x puferiranu otopinu fosfatnih soli (1 L) (engl. phosphate buffered saline, PBS)
e 80,00 g NaCl
e 2,00gKCI
e 115gNayHPO,x 7 H,O
e 2,00 g KH,PO,
e 6MHCldopH 7,4
e reH,OdollL,
ii. pufer za blokiranje (250 mL)
e 12,59 mlijeka u prahu
e 2.5mL Tween 20®



25 mL 10 x PBS pufer
reH,O do 250 mL,

iii. pufer za ispiranje (100 mL)

1 mL 10 x PBS pufer
100 pL Tween 20®
reH,O do 100 mL.

3.1.4. Aparatura i pribor

Aparatura:

Pribor:

Generator hladne plazme, IMP-SSPG-1200 (Impel grupa, Zagreb, Hrvatska)
Ultrazvucna kupelj DT 100 H 35 kHz (Bandelin, Berlin, Njemacka)

Centrifuga, Centric 200R (Tehtnica, Otoki, Slovenija)

Magnetna mijesalica

Tresilica

Vorteks (IKA, Staufen, Njemacka)

Vaga, tip PM 4000 (Mettler Toledo, Columbus, SAD)

Termoblok, Thermomixer Comfort (Eppendorf, Hamburg, Njemacka)
Spektrofotometar Unicam UV4-100 (ATI, Greer, SAD)

Sustav za elektroforezu Mini-Protean Tetra System (BioRad, Hercules, SAD)
Vertikalni sustav za elektroprijenos Mini Trans-Blot Electrophoretic Transfer Cell
(Bio-Rad, Hercules, SAD)

Uredaj za skeniranje gela Epson perfection V700 photo (Epson, Suwa, Japan)

Uredaj za kemiluminiscenciju LI-COR C® Digit Blot scanner (LI-COR Biosciences —
GmbH, Njemacka)

Uredaj za LC/MS 1290 Infinity, Quad pump, 6460 Triple Quad (Agilent technologies,
Santa Clara, SAD)

Stakleni pribor:

¢aSe (50 mL, 100 mL, 250 mL)
menzure (30 mL, 500 mL, 1 L)
stakleni Stapic¢

staklene boce za reagense (1L)

lijevak za filtritanje
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e petrijevka

e Siroka posuda

Ostali pribor: automatske pipete, eppendorf tubice, igla Hamilton, falkonice, Biichnerov
lijevak, filter papir (Whatmann), magneti, nitrocelulozna membrana (Cytiva Amersham™
Protran™ NC, veli¢ina pora 0,2 um), plastiéne kivete, plastiCna pinceta, patrona s ledom,

stalak za epruvete, stalak za eppendorf tubice, stoperica, tarionik s tu¢kom.

3.2. METODE

Metode koje su opisane u ovome radu provedene su u sklopu multidisciplinarnog projekta
PRIMA H2020 GA2032 FunTomP- Functionalized Tomato Products, pri ¢emu su dobiveni
podatci opisani u ovome radu dio zananstvenih istrazivanja Duki¢ i sur. (2022) te Dukic i sur.
(2023).

3.2.1. Dizajn eksperimenta i statisticka analiza podataka

Eksperiment kojim se bavi ovaj diplomski rad dizajniran je na platformi STATGRAPHICS
Centurion (StatPoint Technologies, Inc, SAD), na kojoj se provela i statisticka analiza
parametara ekstrakata listova Secerne repe. Statisticka analiza obuhvacala je ispitivanje utjecu
li parametri ekstrakcije (primijenjena voltaza i vrijeme ekstrakcije) na koncentraciju ukupnih
proteina. Nazivi uzoraka sastavljeni su prema tablici 2 s obzirom na sirovinu, na¢in
ekstrakcije te, kod HVED ekstrakcije, uvodenome plinu. Kao statisticki znacajni parametri

ekstrakcije uzeti su oni ¢ija je p-vrijednost < 0,05.

Tablica 2. Objasnjenje naziva uzoraka

Slovo Objasnjenje
L List Secerne repe
H Uzrorak je dobiven HVED ekstrakcijom
A Prilikom ekstrakcije koriSten je plin argon
N Prilikom ekstrakcije koristen je plin dusik (engl.
nitrogen)
D Uzorak je dobiven topinskom ekstrakcijom
suhih listova Secerne repe (engl. dry)
P Uzorak je dobiven fenolnom ekstrakcijom (engl.

phenol extraction) (kontrolni uzorak)
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Osim oznaka slova, uzorci tretirani HVED ekstrakcijom oznaceni su numeri¢ki prema
uvjetima ekstrakcije, odnosno primijenjenom naponu voltazi (20 — 25 kV) te vremenu

tretiranja (3 — 9 min). Oznake 1 — 6 sastavljene su prema tablici 3.

Tablica 3. Uvijeti ekstrakcije potpomognute hladnom plazmom za uzorke 1-6

naziv uzorka napon (KV) | vrijeme (min)

LHA1 @ LHN1 25 6
LHA2 | LHN2 20 6
LHAS = LHNS3 20 9
LHA4 | LHN4 25 9
LHAS = LHNS 20 3
LHAG6 | LHNG6 25 3

Uzorci na kojima je provedena toplinska ekstrakcija nisu se razlikovali prema temperaturi
ekstrakcije, ve¢ samo prema vremenu tretiranja (3 — 9 min), §to je opisano u tablici 4.

Rezultati toplinskog tretmana obradeni su u programu Microsoft Office Excel 2010.
Tablica 4. Uvijeti toplinske ekstrakcije za uzorke

naziv temperatura | vrijeme tretiranja

uzorka (°O) (min)
LDO0/3 60 3
LDO0/6 60 6
LDO0/9 60 9

3.2.2. Ekstrakcije lista Secerne repe

3.2.2.1.  Ekstrakcija RuBisCO proteina potpomognuta plazmom

Ekstrakcija visokonaponskim elektricnim praznjenjem provedena je na generatoru hladne
plazme prema prethodno optimiziranim parametrima iz istrazivanja Nutrizio i sur. (2020).
Generator hladne plazme generira visoki napon, ionizirajuéi plin, pri ¢emu dolazi do
formacije hladne plazme u uzorku (Duki¢ i sur., 2022). Reaktor generatora sadrzava
pripremljeni uzorak, uronjenu elektrodu s vrha i iglu s dna. Razmak izmedu elektroda iznosio
je 15 mm. Ekstrakcija se provodi uz upuhivanje argona i dusika kroz iglu protokom od 0,75

L/min, prema uvjetima prikazanima u tablici 3. Frekvencija se ne mijenja za razli¢ite uzorke i
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iznosi 100 Hz. Trajanje pulseva iznosi 400 ns.
Priprema uzoraka sastoji se od dodavanja 1 + 0,001 g suhih listova Secerne repe u reaktor s 50
mL destilirane vode pri sobnoj temperaturi. Nakon HVED ekstrakcije dobiveni ekstrakti

listova Secerne repe filtiraju se kroz Biichnerov lijevak i analiziraju.

3.2.2.2. Konvencionalna, toplinska ekstrakcija

Toplinska ekstrakcija provedena je u ultrazvuc¢noj kupelji napunjenoj vodom, bez upotrebe
ultrazvuka. Uzorci su pripremljeni dodavanjem 2 + 0,1000 g smrvljenih suhih listova u ¢asu
od 250 mL 1 nadopunjavanjem sa 100 mL deionizirane vode, pri ¢emu su omjeri isti kao i u
pripremi uzoraka za HVED ekstrakciju. Uzorci se stavljaju u zagrijanu kupelj, a temperatura
prati termometrom. Kada temperatura uzoraka dostigne 60 °C, tretiraju se od 3 do 9 min,
prema tablici 4. Nakon toplinske ekstrakcije dobiveni ekstrakti suhih listova Seéerne repe

filtriraju se kroz Biichnerov lijevak i analiziraju.

3.2.2.3.  Fenolna ekstrakcija

Fenolna ekstrakcija napravljena je prema uputama Fauroberta i sur. (2007), uz manje
preinake. Fenolna ekstrakcija zapocela je vaganjem 0,05 g suhih listova Secerne repe. Biljni
materijal vrlo se dobro homogenizira u tarioniku s tu¢ckom uz malu koli¢inu PVP. Ekstrakcija
se provede postupnim dodatkom 4 mL ekstrakcijskog pufera, uz vorteksiranje i inkubaciju na
ledu. Vazno je u ovom koraku temperaturu odrzavati ispod 4 °C. Nakon 10 minuta dodaje se
isti volumen fenolnog pufera (4 mL) u digestoru, epruveta se vorteksira i inkubira 10 minuta
na sobnoj temperaturi. Centrifugira se 15 minuta, pri 4 °C i 3900 g, pri ¢emu se fenolna faza
izdvaja na vrh (supernatant). Fenolna faza sadrzava citosolne i membranske proteine
(Faurobert i sur., 2007). Fenolnu fazu pazljivo se odpipetira u novu falkonicu i doda se 4 mL
ekstrakcijskog pufera uz inkubaciju na ledu u trajanju od 10 minuta. Otopine se centrifugiraju
drugi put (15 minuta, pri 4 °C i 3900 g) nakon Cega se supernatant pazljivo izdvoji i dodaje u
novu epruvetu. U epruvetu se dodaje i oko 8 mL hladene (ledeno hladna) otopine za
precipitaciju i ostavlja preko no¢i na -20 °C kako bi doslo do precipitacije proteina. Nakon
precipitacije, sljede¢i dan, uzorke se centrifugira 20 min, pri 4 °C i 4500 okretaja po minuti
(engl. revolutions per minute, rpm). Supernatant se odbacuje, a dobiveni talog ispire 3 puta s
hladenom otopinom za precipitaciju (4 mL) uz resuspendiranje pipetmanom i centrifugiranje
izmedu svakog ispiranja (10 min, pri 4 °C i 4500 rpm). Nakon toga se jednom ispere s 4 mL
hladenog acetona. Isperen talog otopi se u 500 uL pufera za izoelektricno fokusiranje.

Resuspenzija i treSnja na tresilici pomazu u otapanju. Otopljeni talog prebaci se u eppendorf
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tubice volumena 1,5 mL i centrifugira 5 min pri 14 000 rpm te izdvojeni supernatant prebaci u

novu eppendorf tubicu kako bi se odredila koncentracija proteina.

3.2.3. Kvantitativno i kvalitativno odredivanje RuBisCO enzima
3.2.3.1.  Odredivanje koncentracije proteina metodom po Bradfordu

Mati¢nu otopinu moze se ¢uvati na sobnoj temperaturi bez da se pokvari, dok je radna otopina
stabilna nekoliko tjedana ako je zasticena od svjetlosti, odnosno u tamnoj boci. Radna otopina
priprema se dodatkom mati¢ne otopine u menzuru od 30 mL, a zatim se odmjereni volumen
prenese u bocu. Menzura se ispire s etanolom, fosfornom kiselinom i destiliranom vodom, te
se isto prenosi u bocu. Ostatak destilirane vode se odmjeri u menzuri od 500 mL i doda u
bocu. Nakon pripreme radne otopine, potrebno ju je filtrirati.

Priprema bazdarnog pravca

Iz pripremljene otopine BSA koncentracije 1 mg/mL napravi se serija razrjedenja (0,1 — 1
mg/ml) dodavanjem 20 uL otopine proteina i 980 uL Bradford reagensa u dvije serije i
izmjeri im se apsorbancija. Slijepa proba ukljucuje 20 pL otopine kalij-fosfatnog pufera i 980
uL Bradford radne otopine u dvije serije. Apsorbancije se pohrane u software spojen na
spektofotometar i automatski izradi bazdarni pravac ovisnosti apsorbancije o koncentraciji
proteina uzoraka BSA poznatih koncentracija. Iz bazdarnog pravca automatski se ocitaju
koncentracije mjerenih uzoraka ekstrakata.

Odredivanje koncentracije proteina u uzorcima ekstrakata

Za odredivanje koncentracije proteina u uzorku dobivenom fenolnom ekstrakcijom uzeto je
20 uL fenolnog ekstrakta, odnosno supernatanta dobivenog postupkom opisanim u poglavlju
3.2.2.3.,, 10 uL 0,1 M HCI i 70 pL redesetilirane vode, uz dodatak 3,5 mL Bradford radne
otopine u dvije serije. Slijepa proba umjesto uzorka sadrzi 20 pL pufera za izoelektri¢no
fokusiranje opisanog u pripremi otopina za fenolnu ekstrakciju. Nakon dodatka reagensa,
pripremljeni uzorci se vorteksiraju i inkubiraju 10 minuta u mraku. U Kivete se prenese 1 mL
pripremljenih uzoraka i spektofotometrijski se mjeri intenzitet obojenja koje je posljedica
reakcije proteina s Bradfordovom otopinom na 595 nm.

Odredivanje koncentracije proteina u uzorcima HVED ekstrakcije i toplinske ekstrakcije
kre¢e dodavanjem 20 pL otopine proteina i 980 puL Bradford radne otopine u dvije serije u
eppendorf epruvetu. Slijepa proba je 20 pL destilirane vode s 980 uL Bradford radne otopine.
Nakon dodatka reagensa, uzorci u eppendorf tubicama su vorteksirani i inkubirani u mraku 10
minuta. Nakon inkubacije, sadrzaj se iz eppendorf tubica se prenese u Kivete |

spektofotometrijski mjeri intenzitet obojenja pri 595 nm.
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Koncentracija proteina (mg/mL BSA) automatski se ra¢una u programu prema bazdarnoj
krivulji te izrazava po volumenu otopine standarda. Preracunava se u mg/g suhe tvari. Iz
prijasnjih rezultata gravimetrijske metode odredivanja suhe tvari u istom uzorku listova

Secerne repe Dukic¢ i sur. (2022) dobiven je udio suhe tvari.

3.2.3.2.  SDS-PAGE elektroforeza na poliakrilamidnom gelu
Potrebno je pripremiti sendvi¢ od staklenih ploca koji dobro brtvi. Staklene ploce treba ocistiti
96 %-tim etanolom, a brtvljenje slozenog sendvica provjeri se ulijevanjem redestilirane vode
izmedu staklenih ploca (slika 3). Prije ulijevanja gela potrebno je vodu izliti i posusiti stakla

filter papirom.

Slika 3. Prikaz elektrodnog nosaca staklenih ploca (vlastita fotografija)

Sljede¢e je potrebno pripremiti gelove za sabijanje i gelove za razdvajanje. Gelovi se
pripremaju prema tablici 1. Krece se sa pripremom gela za razdvajanje koji je na dnu. U ¢asu
se dodaju svi sastojci osim TEMED. TEMED pokrece polimerizaciju i dodaje se na kraju, uz
mijeSanje i homogenizaciju vrhom pipetmana. Prvo se ulije gel za razdavanje i ostavi da
polimerizira 45 minuta. Kako bi se sprije¢io pristup zraka gelu, dodaje se 20 %-tni etanol
obojan 0,5 % bromfenolplavo bojom. Zatim se krece s pripremom gela za sabijanje, koji
dolazi iznad gela za razdvajanje, prema istim uputama. Prije nego se ulije gel za sabijanje,
izlije se obojani etanol. U gel za sabijanje stave se ceSlji¢i s jazicama i ostave da
polimeriziraju 45 minuta. Nakon potpune polimerizacije gelova ceslji¢i se micu, a staklene
ploce s gelovima se pri¢vrste na elektrodni nosa¢ 1 izmedu njih se dodaje svjezi elektrodni
pufer.

Uzorci za nanoSenje na gel pripremaju se dodatkom 25 pL modificiranog Laemlli pufera
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(Laemlli, 1970) za elektroforezu i 100 uL uzoraka ekstrakta proteina dobivenih HVED
ekstrakcijom, toplinskom i fenolnom ekstrakcijom u eppendorf tubice. Uzorci se denaturiraju
10 minuta pri 95 °C na termobloku (slika 4).

Thermomixer comfort

Slika 4. Prikaz uzoraka na termobloku (vlastita fotografija)

U jazice se dodaje volumen pripremljenog denaturiranog uzorka koji odgovara masi proteina
od 3 pg po jazici pomocu igle Hamilton. Marker za molekularnu masu nanosi se na prvu
jazicu. Uzorke se mora nanijeti relativno brzo, a nakon nanosenja se staklene plo¢e na nosacu
postavljaju u kadicu s elektrodnim puferom. Elektroforezu se nakon spajanja elektroda i
ukljucivanja izvora struje provodi pri 100 V 15 minuta, pri ¢emu uzorci putuju od gela za
sabijanje do gela za razdvajanje (slika 5). Nakon toga se poveca napon na 190 V i
elektroforeza se provodi do kraja, oko 60 minuta, odnosno dok fronta markera ne dode do

kraja gela. Po zavrsetku elektroforeze, uredaj se iskljuci iz struje.

Slika 5. Prikaz SDS-PAGE elektroforeze (vlastita fotografija)
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3.2.3.3. Prijenos proteina na membranu

Prijenos proteina s gela na nitroceluloznu membranu proveden je prema metodi za mokri
prijenos opisan u Balen i sur. (2011). U Sirokoj stalkenoj posudi se namoce dijelovi potrebni
za prijenos u puferu za prijenos, a nitrocelulozna membrana u redestiliranoj vodi (slika 6).
Sendvi¢ za prijenos se slaZze izmedu plastiénih okvira redom: spuzvica, filtrirni papir,
nitrocelulozna membrana, gel, filtrirni papir 1 spuzvica. Plasti¢ni okviri se preklope i dobro
ucvrste, paze¢i da nema mjehuri¢a zraka. Crna strana okvira stavlja se na dno, odnosno
membrana je na crnoj strani. Okvir se postavlja u kadicu za prijenos pazeéi da je crna strana
(membrana) okrenuta prema katodi, uz dodatak patrone s ledom koja spre¢ava povecanje
temperature pufera za prijenos koji se nalazi u kadici. Prijenos traje 60 minuta pri naponu od
60 V.

Slika 6. Prikaz nitrocelulozne membrane nakon prijenosa (vlastita fotografija)

3.2.3.4. Analiza uzoraka Imunoblot metodom
Prvi korak imunodetekcije RuBisCO enzima je blokiranje membrane. Prije zavrSetka
prijenosa pripremi se pufer za blokiranje na magnetnoj mijeSalici, a prije blokiranja na
membrani opcionalno oznace biljezi grafithom olovkom. Blokiranje membrane provodi se u
petrijevki dodavanjem 30 mL pufera za blokiranje. Blokiranje se provodi 60 minuta na
tresilici, a nakon toga se pufer izlije i membrana se inkubira u 20-ak mL otopine primarnog

antitijela razrjedenja 1 : 5 000, pripremljenog prema tablici 5 preko no¢i na 4 °C.
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Tablica 5. Priprema otopina antitijela za imunodetekciju RuBisCO enzima

Otopina primarnog antitijela Otopina sekundarnog
antitijela
antitijelo 4,0 uL AS03 037 RbCI (Rubisco 1,0 uL AS09 602 goat anti-
large subunit, from I, rabbit) rabbit 1gG (H8L), HRP
conjugated
pufer za blokiranje 20 mL 20 mL
razrijedenje 1:5000 1:20000

Sljede¢i dan se odbaci otopina i membrana ispere 3 puta po 10 minuta s 20 mL pufera za
blokiranje na tresilici. Nakon toga se odbaci pufer za blokiranje, a membrana inkubira 60
minuta u 20-ak mL otopine sekundarnog antitijela razrjedenja 1 : 20 000 na tresilici. Potrebno
je opet isprati membranu, ovoga puta u puferu za ispiranje koji sadrzi PBS i detergent Tween.
Ispire se dva puta s 20 mL pripremljenog pufera po 10 minuta. Nakon toga se membrana,
odnosno proteini za koje su vezana primarna i sekundarna antitijela obradi s 400 pL po svake
komponente otopine za kemiluminiscenciju ECL Bright, ukupno 800 pL. Membrana se
stavlja u mrak na 5 minuta kako bi se razvila luminiscencija i skenira na uredaju za

kemiluminiscenciju, uz obradu slike.

3.2.3.5.  Tekucinska kromatografija s masenom spektometrijom
Priprema uzoraka za digestiju provedena je centrifugiranjem alikvota uzoraka LHAL i LHN1
10 minuta, 10000 g pri 8 °C u Eppendorf tubicama od 1,5 mL. Supernatant je odvojen u novu
Eppendorf tubicu i razrijeden s MilliQ vodom kako bi se ujednacila koncentracija proteina.
Uzeto je 0,30 mL supernatanta LHAL uzorka i 0,70 mL vode, te 0,78 mL supernatanta LHN1
uzorka 1 0,22 mL vode, u dvije paralele. U svaki uzorak dodan je interni standard, 10 pL 1
mg/mL albumina govedeg seruma te 12 pL 10 %-tne otopine natrijevog deoksikolata i 179
uL 50 % otopine trikloroctene kiseline. Nakon toga je uslijedila inkubacija na ledu u trajanju
od 2 sata, a zatim se uzorke centrifugira pri istim uvjetima kao i u prvom centrifugiranju.
Ovog puta se supernatant odbacuje, a talog ispire s 1 mL ledenog THF i centrifugira pri istim
uvjetima, ponavljajuci postupak ispiranja jo§ jednom. Zatim se talog posusi i1 resuspendira u
50 uL. 50 mM TEAB te reducira s 2,5 uL 200 mM TCEP pri sobnoj temperaturi u trajanju od
60 minuta. Nakon redukcije, uzorak se alkilira dodatkom 2,5 pL 375 mM IAA u mraku pri

sobnoj temperaturi tijekom 30 minuta, a zatim se 2 sata talozi acetonom i centrifugira pri
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istim uvjetima. Supernatant se odbacuje, a talog se posusi 1 resuspendira u 100 pL 50 mM
TEAB. Kod pripreme uzoraka za analizu koncentracije digestija se provela s tripsinom pri 37
°C 1 600 rpm, a kod pripreme uzoraka za simulaciju matrice se digestija provodi s enzimom
Glu-C u istim uvjetima. Nakon digestije se uzorci filtriraju kroz filter pora 0,2 pm,
alikvotiraju se i smrzavaju na -80 °C.

Kalibracijska krivulja raspona od 100 do 5000 ng/mL izradena je tako da se u 27 puL matrice
dodaje 3 uL radne otopine standardnih peptida (razrjedenje peptida TFQGPPHGIQVER i
AQAETGEIK u MilliQ vodi koncentracije 100000 ng/mL) te 30 uL MilliQ vode. Matrica je
prethodno pripremljena dodatkom 250 pL. odmrznutog alikvota uzorka, 250 pL milliQ vode i
5 pL albumina govedeg seruma kao internog standarda.

Kvantitativna analiza RuBisCO enzima LC/MS tehnikom MRM metodom na uredaju za
LC/MS s trostrukim kvadrupolom kre¢e od razdvajanja uzorka teku¢inskom kromatografijom.
Volumen injektiranog uzorka iznosio je 4 pL. Tekuéinska kromatografija provela se pri
konstantnoj brzini mobile faze od 0,4 mL/min na kromatografskoj koloni Waters ACQUITY
UPLC BEH C18 1.7 um, 2,1 x 150 mm (stacionarna faza). Mobilna faza sastojala se od 0,1
%-tne metanske kiseline u vodi (otopina A) i 0,1 %-tne metanske kiseline u acetonitrilu
(otopina B). Vrijeme eluiranja postavljeno je na 15 minuta s gradijentom eluiranja prema

tablici 6 pri temperaturi pe¢nice od 40 °C.

Tablica 6. Prikaz gradijentnog eluiranja uzorka u kromatografskoj koloni

Vrijeme eluiranja (min) otopina A (%) otopina B (%0)
0-2 98 2
2-10 98 -40 2-60
10-11 40-10 60— 90
11-13 10 90
13-14 10 - 88 90 -2
14-15 98 2

Masena spektrometrija zapocinje ionizacijom uzorka (eluata dobivenog kromatografijom)
elektrorasprsivanjem (engl. electrospray ionization, ESI) u pozitivnom nacinu rada. Kapilarni

napon iznosilo je 3,5 kV. Temperatura plina uzorka iznosila je 300 °C. Protok je bio 7 L/min,
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a protok plina za formiranje maglice 9 L/min i temperature 300 °C. Tlak u nebulizatoru

iznosio je 40 psi.

MRM metoda za kvantifikaciju je razvijena na platformi Skyline verzije 21.2.0.425, a
sekvence RuBisCO su skinute s UniProt baze podataka. Odabrani su ciljani peptidi RuBisCO
enzima AQAETGEIK i TFQGPPHGIQVER, od kojih je prvi peptid sluZio za kvantifikaciju,
a drugi kao potvrda prisutnosti ciljanog proteina. Ostali peptidi koji mogu biti homologni
aminokiselinskom slijedu peptida drugih proteina u uzorku eliminirani su koristenjem
proteoma kultivara Beta vulgaris subsp. vulgaris kao pozadinskog proteoma. MRM metodom
pratio se njihov nastanak i omogucila kvantifikacija RuBisCO enzima. Spektar je analiziran
software programom MassHunter Workstation software (Agilent technologies, Santa Clara,
SAD).
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4. REZULTATI | RASPRAVA

Eksperimentalni dio je proveden u cilju istrazivanja kako parametri HVED ekstrakcije, to¢nije
napon i vrijeme tretmana, utje¢u na ekstrakciju enzima RuBisCO iz listova Secerne repe.
Eksperiment se sastojao od dvije grupe sa Sest uzoraka. Grupe su se razlikovale prema
uvodenom (radnome) plinu — argon ili duSik, a uzorci unutar grupe prema nezavisnim
varijablama (primijenjen napon: 20 — 25 kV; vrijeme tretiranja: 3 — 9 min). Zavisna (mjerena)
varijabla je koncentracija ukupnih proteina (mg/mL BSA). Parametri HVED ekstrakcije
statisticki su znacajni ako je p vrijednost < 0,05, odnosno ako se s 95 %-tnom sigurno$¢u

znacajno razlikuju od 0.

Toplinska ekstrakcija obuhvacala je jednu grupu uzoraka koji se razlikuju prema vremenu
tretiranja (3 min, 6 min i 9 min), odnosno vrijeme tretmana je nezavisna varijabla. Zavisna

varijabla je ista kao i kod HVED ekstrakcije.

Za ekstrakcijsko otapalo kod HVED i toplinske ekstrakcije odabrana je destilirana voda kao

ekoloski i tehnoloski prihvatljivo otapalo (Duki¢ i sur., 2023).

Ekstrakt dobiven toplinskom ekstrakcijom listova Secerne repe negativna je kontrola za
Western blot metodu s pretpostavkom da je RuBisCO enzim, odnosho velika podjedinica,

denaturirana prilikom ekstrakcije.

Ekstrakt dobiven fenolnom ekstrakcijom pozitivna je kontrola za Western blot metodu, pri
¢emu se proteini maksimalno Stite odvajanjem od fenolnih spojeva, integritet razvijenih vrpci
na membrani poboljSava uklanjanjem nukleinskih kiselina tijekom ekstrakcije, a 1 tijekom

cuvanja se proteini ne izlazu visokim temperaturama.

Koncentracija ukupnih proteina odredena je metodom po Bradfordu u ekstraktima dobivenim
HVED ekstrakcijom, ekstraktima dobivenim toplinskom ekstrakcijom i ekstraktu dobivenog

fenolnom ekstrakcijom.

Kvantitativno-kvalitativna imunodetekcija RuBisCO enzima provjerena je Western blot
metodom. Dodatna kvantifikacija dva uzorka koji su imali najizrazenije vrpce na podrucju
velike podjedinice RuBisCO enzima temeljem Western Blot metode provela se metodom
MRM na uredaju za razdvajanje tekucinskom kromatografijom spregnutom s masenom

spektrometrijom.

Rezultati su nakon obrade u STATGRAPHICS Centurion i u programu Microsoft Office

Excel 2010 prikazani u obliku tablica i slika u ovom poglavlju.
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Koncentracija proteina je iz mase po volumenu otopine standarda (BSA) izraZzena kao masa

po masi suhe tvari lista Se¢erne repe. Udio suhe tvari u listovima Secerne repe iznosio je 94,49

+ 1,6 % (Duki¢ 1 sur., 2022). Kona¢ne koncentracije ukupnih proteina uzoraka dobivenih

HVED ekstrakcijom prikazane su na slici 7 (mg/mL BSA) i navedene su u tablici 7 (mg/g

s.t.). Bitno je istaknuti da su metodom odredeni ukupni proteini, a ne samo RuBisCO.

Tablica 7. Prikaz koncentracija ukupnih proteina odredenih metodom po Bradfordu izrazene

na suhu tvar listova

Naziv uzorka Koncentracija proteina

(mg/gs.t)
LHAL 26,44 + 1,59
LHA2 30,68 £ 2,12
LHA3 26,43 £ 1,59
LHA4 29,60 £ 1,59
LHAS 33,33 £1,06
LHAG 25,39 +£0,53
LHN1 26,97 + 1,06
LHN2 28,06 £ 0,00
LHN3 26,43 £2,11
LHN4 30,16 £2,12
LHN5 34,90 £+ 1,59
LHNG6 14,27 +£ 0,53

0,7
0,6
0,5
0,4
0,3
0,2
0,1

0

Koncentracija ukupnih proteina (mg/mL BSA)

l l I I l ‘ LHA koncentracija (mg/mL BSA)
LHN koncentracija (mg/mL BSA)
1 2 3 4 5 6

Slika 7. Usporedba koncentracija ukupnih proteina u uzorcima LHA (siva boja stupaca) i
LHN (plava boja stupaca) odredena metodom po Bradfordu uz BSA kao strandard
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Prilikom odredivanja koncentracije proteina i procesiranja listova, potrebno je razluciti
izmedu koriStenja cjelovitog lista s peteljkom ili samo lista. Koncentracija proteina u

uzorcima vi$a je u slu¢aju procesiranja samo lista, bez peteljke (Tenorio i sur., 2016).

Statisticka analiza provedena je analizom varijance s dvije nezavisne varijable (napon i
vrijeme tretmana) i njihovim efektom interakcije — ANOVA. Rezultati analize prikazani su u
tablici 8 za uzorke LHA1 — LHAG, te tablici 9 za uzorke LHN1 — LHNG. Statisticka analiza
provedena je uzimajuc¢i koncentracije ukupnih proteina izrazenih kao mase po volumenu
otopine standarda (BSA). Tablica ANOVA rastavlja ucinke varijabla na zasebne dijelove i
vrsi testove statisticke znacajnosti svakog ucinka. Testovi usporeduju srednje vrijednosti
kvadrata s procjenom ukupne pogreske. P-vrijednost je empirijska razina zna¢ajnosti, a nju se
usporeduje s teorijskom razinom znacajnosti (). U analizi je o odredena na 5 %, odnosno
0,05. Prema tablicama 8 i 9, vidljivo je da su sve p-vrijednosti izvora vece od teorijske razine
znacajnosti, Sto indicira da niti nezavisne varijable niti njihove medusobne interakcije nemaju

statisticki znacajan utjecaj na prinos ukupnih proteina.

Tablica 8. Statisticka znacajnost varijabli na vrijeme tretiranja i primijenjeni napon za uzorke

LHAl - LHAG
Izvor Zbroj kvadrata Dy Srednja vrijednost F-omjer p-vrijednost
kvadrata

A: napon 0,00166667 1 0,00166667 4,08 0,2926

B: vrijeme tretmana 0,000625 1 0,000625 1,53 0,4328

AB 0,011025 1 0,011025 27,00 0,1210

BB 0,00140833 1 0,00140833 3,45 0,3145
Ukupna pogreska 0,000408333 1 0,000408333

Ukupna korekcija 0,0151333 5

R* = 97,3018 % ; R* ,= 86,5088 %
* d; — stupanj slobode u izvoru (engl. the degrees of freedom in the source)

R® statistika oznatava kako navedeni model objasnjava 97,3018 % varijabilnosti
koncentracije ukupnih proteina za uzorke LHAl1 — LHA®6, odnosno 86,5088 % ako je

prilagoden broj stupnjeva slobode u izvoru (Rzp).
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Tablica 9. Statisticka znacajnost varijabli na vrijeme tretiranja i primijenjeni napon za uzorke

LHN1 - LHNG6
Izvor Zbroj kvadrata Dy Srednja vrijednost F-omjer p-vrijednost
kvadrata

A: napon 0,0192667 1 0,0192667 2,95 0,3357

B: vrijeme tretmana 0,0049 1 0,0049 0,75 0,5456

AB 0,0529 1 0,0529 8,10 0,2151

BB 0,000533333 1 0,000533333 0,08 0,8228
Ukupna pogreska 0,00653333 1 0,00653333

Ukupna korekcija 0,0841333 5

R*=92,2345 % ; R°,= 61,1727 %

* d; — stupanj slobode u izvoru (engl. the degrees of freedom in the source)

Za uzorke LHN1 — LHNG6 navedeni model objasnjava 92,2345 % varijabilnosti koncentracije

ukupnih proteina, odnosno 61,1727 % s prilagodenim brojem stupnjeva slobode u izvoru.

Sljedece su prikazani Pareto dijagrami (slike 8 i 9) Na dijagramu su oni podatci statisticki

znacajni koji se nalaze desno od plave linije. Prema slikama 8 i 9 vidljivo je da napon i

vrijeme tretmana nemaju statisticki znacajan utjecaj, §to je u sukladnosti s ANOVA tablicama

(tablice 819).

LHA

AB

B: vrijeme tretmana

BB

A napon -
0

3 6 9
Standardan efekt

Slika 8. Pareto dijagram za ukupne proteine u uzorcima dobivenim HVED ekstrakcijom s

uvodenjem argona
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Slika 9. Pareto dijagram za ukupne proteine u uzorcima dobivenim HVED ekstrakcijom s
uvodenjem dusika

Procjena povrSine odziva za obje grupe (slika 10) prikazuje utjecaj napona i vremena
tretmana na koncentraciju proteina. Na slici 10, lijevo, vidi se da najvisi prinos proteina ima
uzorak LHA5 (0,63 mg/mL BSA), te desno na slici da je najvisi prinos kod uzorka LHNS
(0,66 mg/mL BSA). HVED ekstrakcija, bez obzira na uvodeni plin (argon ili dusik), ima

zabiljeZene najvise prinose proteina pri naponu od 20 kV i vremenu tretmana od 3 minute.

LHA LHN

‘D s as U~

T < = o<

] 0 v

&g i pond

:‘_.‘i“_, v g H-— |

gz 5 gd

S - L) —

£ = 2%

g > S8
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3 Y,
napon napon
&V) &V)

Slika 10. Procjena povrsine odziva za uzorke dobivene HVED ekstrakcijom s uvodenjem
argona (lijevo) 1 dusika (desno)

S obzirom na provedenu statistiCku analizu dobiven je polinom optimizacije za HVED
ekstrakciju s upuhivanjem argona i dusika te je izraCunata optimalna koncentracija proteina
(tablica 10). Optimizacija je provedena s ciljem maksimiziranja prinosa proteina.
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Tablica 10. Optimizacija parametra napona i vrijeme tretiranja za HVED ekstrakciju

Polinom Optimalan odziv
optimizacije za
HVED tretman s
upuhivanjem
argona
Koncentracija Faktor |Nizak|Visok|Optimalan
proteina (mg/mL | |Napon |20,0|250| 20,0
BSA)=1,565- | |(kV)
0,0486667 * Vrijeme | 3,0 | 9,0 3,0
napon - 0,118333 | |tretmana
* vrijeme (min)
tretmana + 0,007
* napon * vrijeme | Optimalna koncentracija proteina

tretmana - 0,624167 mg/mL BSA
0,00361111 *

vrijeme tretmana
2

Polinom Optimalan odziv
optimizacije za
HVED tretman s
upuhivanjem

argona
Koncentracija Faktor [Nizak|Visok|Optimalan
proteina (mg/mL Napon | 20,0 |25,0 20,0
BSA) =2,95 - (kV)

0,114667 * napon | (Vrijeme | 3,0 | 9,0 3,0
- 0,306667 * tretmana
vrijeme tretmana | |(min=

+ 0,0153333*
napon * vrijeme | Optimalna koncentracija proteina
tretmana - 0,636667 mg/mL BSA
0,00222222 *

vrijeme tretmana’

Iz dobivenih polinoma optimizacije, vidljivo je da pri istim uvjetima: napon 20 kV i vrijeme
tretmana 3 min, optimalna koncentracija proteina dobivenih ekstrakcijom uz upotrebu dusika
iznosi 0,637 mg/mL BSA, Sto je viSe od optimalne koncentracije dobivene uz upuhivanje

argona — 0,624 mg/mL BSA.
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Usporedba prinosa HVED ekstrakcije s ekstrakcijom provedenom prema Martin i sur. (2019)
ukazuje da je HVED ekstrakcija pri uvjetima opisanima u ovom radu manje efikasna. Martin i
sur. (2019) izolirali su 50 g RuBisCO proteina iz 15,2 kg listova Secerne repe. Pocetni biljni
materijal listova imao je 128 g proteina/kg s.tv., dok je proc¢is¢eni i osuSeni preparat imao 846
g proteina/kg s.t. Koncentracija proteina odredena je metodom po Kjeldahlu, a izolacija 1
prociscavanje provedene su cijedenjem svjezih listova Secerne repe bez stabljika (12,5 kg) u
¢iji je sok dodan natrijev metabisulfit i kalcijev klorid dihidrat, uz namjestanje pH vrijednosti
na 6,8. Sok je zagrijavan na 50 °C, te centrifugiran kako bi se uklonio talog (klorofil), a zatim
je supernatant ultrafiltriran. Permeat (koncentrirana otopina proteina) proc¢iSéena je
dijafiltracijom s natrijevim metabisulfitom i demineraliziranom vodom. Time je dobiveno 1 L
izolata RuBisCO proteina koji je osusen smrzavanjem. U usporedi s LHNS uzorkom koji ima
34,90 + 1,59 mg proteina/g s.t., odnosno g proteina/kg s.t., vidimo da HVED ekstrakcija ima
Znatno niZi prinos nego ekstrakcije provedena prema Martinu i sur. (2019) kojom je dobiven
proteinski izolat s 846 g proteina/kg s.t. Bitno je naglasiti da je provedena HVED ekstrakcija
puno jednostavnija, ima manje koraka i zahtijeva manje energije i otapala. Takoder, uzorci za
HVED ekstrakciju nisu koncentrirani kao u istraZzivanju Martin i sur. Metoda odredivanja
ukupnih proteina takoder nije ista, §to dodatno utjee na moguénost usporedivanja. Iz ovog
istrazivanja moze se vidjeti kako izolacija 1 koncentriranje RuBisCO proteina moZe dovesti do
dobivanja izolata od 84,6 % proteina/kg suhe tvari listova Se¢erne repe (Martin 1 sur., 2019).
Stoga se moZe zakljuciti da je daljnje povecanje koncentracije proteina iz ekstrakta dobivenih
HVED ekstrakcijom moguce uz bolju optimizaciju parametara, koncentriranje ili spregom
HVED ekstrakcije s nekom drugom tehnikom ekstrakcije. PoboljSavanje ekstrakcije postize
se optimizacijom parametara. Optimalni parametri za provedeno istraZivanje u sklopu ovoga

rada su napon 20 KV i vrijeme tretmana 3 min.

Napon i vrijeme tretmana provedenog u sklopu istrazivanja ovog diplomskog rada nisu imali
statistiCki znacajan utjecaj na ekstrakciju ukupnih proteina iz listova Secerne repe, dok pri
istrazivanju Rosello-Soto uvjeti HVED tretmana 1 ulazna energija imaju statisticki znacajan
utjecaj na ekstrakciju ukupnih proteina iz koStica maslina (p < 0,05). HVED tretman kostica
maslina je opisan u poglavlju 2.3.2.2., te je prikazano da HVED tretman ima vecu efikasnost
vremena tretmana i ulazne energije u usporedbi s tretmanom ultrazvukom i pulsiraju¢im

elektri¢nim poljem (Roselld-Soto i sur., 2014).

Konvencionalna ekstrakcija provedena je u svrhu negativne kontrole za Western blot metodu,

a rezultati odredivanja ukupnih proteina prikazani su na slici 11. Dva grafa prikazuju ovisnost
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zavisne varijable (koncentracije proteina) o jednoj nezavisnoj varijabli — vremenu tretiranja.

Rezultati su kao i kod rezultata HVED ekstrakcije izrazeni kao mg/mL BSA (desno) i mg/g

sv. (lij

Koncentracija proteina
(mg/g s.tv.)

evo).

LD KONCENTRACIJA (mg/g

s.tv.)

3
Vrijeme tretiranja (min)

6

9

Koncentracija proteina
(mg/ml BSA)

LD KONCENTRACIJA (mg/ml

0,40

BSA)

0,35
0,30
0,25
0,20
0,15
0,10
0,05
0,00

3
Vrijeme tretiranja (min)

6

9

Slika 11. Stupcasti graf prikazuje koncentraciju toplinski tretiranih uzoraka u ovisnosti o

vremenu tretiranja (3 min, 6 min i 9 min) izrazenu kao mg proteina/g suhe tvari (lijevo) i mg

proteina/mL albumina govedeg seruma (standard)

Provedena je analiza varijance s jednim promjenjivim faktorom (engl. One-Way ANOVA)

kako bi se analizirao utjecaj vremena tretiranja na koncentraciju ukupnih proteina u uzorcima

(tablica 11). Analiza je pokazala da vrijeme tretmana ima statisticku znacajnost, odnosno da

postoji statisticki znacajna razlika u koncentraciji proteina izmedu grupa tretiranih uzoraka (3
min, 6 min i 9 min) (F (1,4) = 10,880, p= 0,030). Dodatna potvrda je kriticna F vrijednost
koja je manja od F vrijednosti (7,709 < 10,880).

Tablica 11. ANOVA za toplinski tretirane uzorke

Izvor Zbroj Stupanj Kvadrat F p Kritiéna F
varijacije | kvadrata slobode medijana vrijednost | vrijednost | vrijednost
Izmedu 49,020 1 49,020 10,880 0,030 7,709
grupa

Unutar 18,022 4 4,506

grupa

Ukupno 67,043 5

40




RuBisCO iz lista Se€erne repe, s obzirom na to da je Secerna repa visa biljka, prisutan je u
organizacijskoj strukturi I (Andersson i Backlund, 2008). Struktura | ima osam velikih
podjedinica i osam malih podjedinica (Barbeau i Kinsella, 1988). Kataliticka podjedinica
molekulske je mase oko 55 kDa, a manja podjedinica oko 12,5 kDa (Lamsal i sur., 2007,
Andersson i Backlund, 2008).

SDS-PAGE analize uzoraka listova Secerne repe provedene su u istrazivanjima Martin 1 sur.
(2019) i Tenorio i sur. (2016). U prvome istrazivanju navedene su dvije glavne vrpce, pri 12,5
kDa i 55,0 kDa, koje oznacavaju prisutnosti male i velike podjedinice (Martin i sur., 2019).
Prema Tenorio i sur. (2016), vrpce su se nalazile pri 14 kDa i 53 kDa, isto tako oznacavajuéi

malu i veliku podjedinicu.

S obzirom na to, intenzitet vrpce pri 55 kDa koja je razvijena Western blot metodom u sklopu
ovoga rada odgovara koncentraciji velike podjedinice. Koncentracija velike podjedinice
proporcionalna je koncentraciji multimernog enzima RuBisCO, stoga je moguce usporedivati
jacinu vrpci na istoj membrani u svrhu procjene koji uzorak ima visu koncentraciju RuBisCO
enzima. Nije moguée direktno usporediti vrpce koje se ne nalaze na istoj membrani jer je
takva usporedba neprecizna. Tijekom imunodetekcije veliki je broj faktora koji imaju utjecaj

na vezanje antitijela i razvijanje vrpci.

LP LHA LHN
. 2 8 4 & b 1 2 3 4 5 6 —

podjedinica

55 kDa - ) e @ oo - = ~....~~-~<—Rusuco

Slika 12. Sken imunodetekcije RuBisCO enzima na membrani (prema Duki¢ i sur., 2023)

Detektirane vrpce nalaze se u podru¢ju molekulske mase od 55 kDa (slika 12). Molekulska
masa obiljezena je markerom ColorBurstTM Electrophoresis Marker C1992-1VL. Podrucje
od 55 kDa ocekivano je podruc¢je na membrani s najizrazenijim vrpcama, jer se o¢ekuje da ¢e
RuBisCO biti najzastupljeniji u ukupnim proteinima. Ciljano je detektirana velika podjedinica

RuBisCO enzima, koja je proporcionalna s udjelom RuBisCO enzima.

Vrpce imaju Sum oko sebe, Sto moze biti posljedica neadekvatnog procis¢avanja i
denaturacije proteina. Vidljivo je kako je kod kontrolnog uzorka LP (fenolne ekstrakcije)

vrpca pri 55 kDa puno preciznija. Dobra rezolucija 1 smanjenje pozadinskog Suma u 2-D
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elektroforezi prema Faurobert i sur. (2007) moze biti rezultat efikasnog uklanjanja

nukleinskih kiselina.

Rubisco

12345 M standard

Rubisco -' - RT—
-

Slika 13. Kvantifikacija RuBisCO enzima dobivenih iz razli¢itih biljnih ekstrakata
usporedbom jadine intenziteta vrpci (prema Agrisera, 2023)

Na slici 13 prikazan je primjer kvantifikacije koncentracije RuBisCO enzima iz 2 pg ukupnih
proteina dobivenih iz razli¢itih biljnih ekstrakata (1 — 5). M oznaka oznacuje marker
MagicMarks (Invitrogen). Kako bi se omogucila usporedba jadine intenziteta vrpci u tri jazice
dodan je Rubisco standard (ASO1 017S) u mnozinama od 0,0625 pmol, 0,125 pmol i 0,25
pmol, a imunodetekcija provedena primarnim antitijelom rabbit anti-RuBisCO large subunit
AS03 037 (Agrisera,Vannas, Svedska) i sekundarnim antitijelom goat anti-rabbit 1gG,
horseradish peroxidase conjugated, AS09 602 (Agrisera, Vannas, Svedska). Upotrebom
Quantity One software (Bio-Rad) omogucena je kvantifikacija uzoraka 1 — 5. Alat za
konturiranje koristi povrSinu kako bi procijenio koli¢inu velike podjedinice RuBisCO enzima

za uzorke i standarde (Agrisera, 2023).

NaglaSeno je kako se optimalna kvantifikacija postize umjerenim nanoSenjem koli¢ine
ukupnih proteina u jazice, u pravilu oko 0,5 do 2,5 pg, s obzirom na udio ciljanog proteina
(RuBisCO enzima) (Agrisera, 2023). U provedenom eksperimentu u sklopu ovog diplomskog
rada, naneseno je 3 pg po jazici, §to je iznad gornje granice preporuke proizvodaca Agrisera.
Zbog razlic¢itih raspona koncentracija ukupnih proteina u uzorcima 3 pg po jazici bila je
odgovarajuca masa proteina, odnosno optimalan volumen uzorka uzet za SDS-PAGE i kasnije

imunodetekciju.

Jasno je potvrdeno na slici 13 da je s povecanjem koncentracije RuBisCO enzima vrpca jace

izrazena, odnosno tamnija.
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Slika 14. Prikaz skena imunodetekcije RuBisCO enzima iz uzoraka kolorifila algi
Cryptophyte (1, 2), klorofila iz listova Arabidopsis thaliana (3) te ukupnih proteina iz
ekstrakta listova Arabidopsis thaliana (Agrisera, 2023)

Molekulska masa vrpce velike podjedinice RuBisCO enzima dobivenog imunodetekcijom
primarnim antitijelom rabbit anti-RuBisCO large subunit AS03 037 (Agrisera,VVannas,
Svedska) razrijedenog 1: 10 000, te sekundarnim antitijelom anti-rabbit DyLight® 550 AS11
1782 (Agrisera,Vannas, Svedska) razrijedenog 1: 2 000, prikazana je na slici 14. Uzorci 1 — 4
prikazani na slici 14. su: 1 pg klorofila od uzoraka algi Cryptophyte (1, 2) te 1 ug klorofila (3)
i 10 pg ukupnih proteina (4) od ekstrakta listova Arabidopsis thaliana (Agrisera, 2023). Slika
14. prikazuje da se imunodetekcijom velika podjedinica nalazi pri priblizno 50 kDa, te moze

odstupati od 55kDa.

Negativna kontrola za Western blot metodu dobivena je konvencionalnom ekstrakcijom, te pri
odredivanju uzoraka dobivenih toplinskom obradom vrpce nisu razvijene. Nedostatak vrpci
objasnjava utjecaj topline na enzim. Visoke temperature (60 °C) uzorkuju denaturaciju
proteina 1 gubitak kataliticke aktivnosti. Termalna denaturacija rezultira gubitkom
trodimenzionalne strukture, $to dovodi do rastvaranja i izlaganja hidrofobnih domena
(Salvucci i sur., 2001). S obzirom na konformacijske promjene velike podjedinice enzima
izazvane toplinom, onemogucena je imunodetekcija uzoraka dobivenih konvencionalnom

ekstrakcijom.

Kako je moguce procijeniti koji uzorak dobiven HVED ekstrakcijom ima najvecu
koncentraciju RuBisCO enzima samo na jednoj membrani, odabran je po jedan uzorak od
HVED ekstrakcije s argonom 1 HVED ekstrakcije s duSikom. Prema slici 11 vidljivo je da su

uzorci LHA ve¢inom uskladene izrazenosti vrpce, iako LHA1 uzorak ima najjace izrazenu
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vipcu. Upravo zato je odabran LHA1 za kvantifikaciju MRM metodom. Kako bi lakse
zakljucili o utjecaju plina na ekstrakciju RuBisCO enzima iz listova Secerne repe, uz uzorak
LHAL, uzorak LHN1 je takoder kvantificiran MRM metodom. LHA1 i LHN1 uzorci tretirani
su pri 25 kV i 6 minuta, prema tablici 3.

Koncentracija RuBisCO proteina MRM metodom dobivena je prera¢unavanjem koncentracije
izmjerenih peptida TFQGPPHGIQVER i AQAETGEIK s obzirom na molekulsku masu
RuBisCO proteina (52,521 kDa). Rezultati koncentracije RuBisCO proteina u uzorcima dani

su u tablici 12.

Tablica 12. Rezultati koncentracije RuBisCO proteina dobiveni MRM metodom LC/MS

Uzorak Koncentracija RuBisCO proteina
(ng/mL)

LHA1 81,32+ 0,73

LHN1 11,83 +£0,02

Ukupna koncentracija proteina u uzorku LHAT je 26,44 + 1,59 mg/mL s.t. (tablica 7), a
koncentracija RuBisCO proteina 81,32 + 0,73 pg/mL (tablica 12). Kod LHN1 ukupni proteini
iznose 26,97 + 1,06 mg/mL s.t. (tablica 7), a koncentracija RuBisCO proteina 11,83 + 0,02
ug/mL (tablica 12). Primjetan je nesrazmjer ukupne koncentracije proteina i koncentracije
RuBisCO enzima u usporedbi ova dva uzorka. lako oba uzorka imaju slicnu koncentraciju
ukupnih proteina, LHN1 uzorak ima ¢ak 6,874 puta nizi prinos RuBisCO enzima u obziru na
LHAL.

Hladna plazma kao ionizirani plin moze biti stvorena od razliCitih plinova, a tip plina ima
znacajan utjecaj na efikasnost plazme, a time i rezultate i kvalitetu ekstrakta. Pri tome razliciti
plinovi ioniziraju pri razliitim naponima te tvore razlicite reaktivne vrste (Tenorio i sur.,
2016). Plazma, stvorena visokonaponskim izbijanjem izmedu dvije elektrode, injektira
energiju direktno u vodeno okruzZenje i rezultira kemijskim i fizikalnim procesima (Boussetta

i Vorobiev, 2014).

HVED ekstrakcija uzorkuje nastanak razli¢itih slobodnih radikala, ukljucuju¢i hidroksil
radikal, $to ovisi o sastavu zraka i uvjetima plazme, pri ¢emu je najznacajniji uvjet koristeni
plin (Rezek Jambrak i sur., 2021). Formiranje razli¢itih reaktivnih vrsta tijekom HVED
tretmana ukljucuje i, osim generiranja slobodnih radikala, moguc¢u abraziju elektroda, $to

uzrokuje otpustanje metala u ekstrakte (Nutrizio i sur., 2020).
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ZabiljeZen je visi prinos RuBisCO enzima pri ekstrakciji s argonom kao radnim plinom u
usporedbi s duSikom. Argon moze dovesti do formacije hidroksilnih radikala, odnosno
povisenja pH vrijednosti, Sto olakSava ekstrakciju, jer poveéava topljivost RuBisCO enzima
(Duki¢ i sur., 2023; Akyiiz i Ersus, 2021). Kada se argon koristi kao radni plin, reagira s
elektronima plazme, pobudujuci plin, a zatim reagira s molekulom vode, tvore¢i OH- radikale

(Rezek Jambrak i sur., 2021).

Duki¢ 1 sur. (2023) navode kako pri ekstrakciji s duSikom kao radnim plinom, zbog
elektricnog praznjenja, dolazi do raspada stabilne, inertne molekule duSika u reaktivne
dusikove vrste (engl. reactive nitrogen species, RON). RON u prisutnosti kisika i reaktivnih
kisikovih wvrsta (engl. reactive oxygen species, ROS) mogu dovesti do snizavanja pH
vrijednosti, §to priblizava vrijednost otopine blize pl vrijednosti RuBisCO proteina (Duki¢ i
sur., 2023). Martin i sur. (2014) zabiljezavaju vrijednosti pl RuBisCO enzima koje variraju
oko 4,6 1 5,5, ovisno o vrsti organizma iz koje potjece. Za $pinat, kukuruz, pamuk i duhan,
zabiljezene su vrijednosti pl od 4,4 do 4,7, a vrijednosti variraju zbog aminokiselinskog
sastava male podjedinice (Udenigwe i sur., 2017). Stoga, nizi prinos RuBisCO enzima
dobiven HVED ekstrakcijom uz dusik, moze biti objasnjen smanjenjem topljivosti proteina,
zbog agregacije proteina uzorkovane smanjenjem elektrostatske odbojnosti aminokiselinskih
ostataka (Duki¢ 1 sur., 2023).

Pri vrlo visokim ulaznim energijama za HVED ekstrakciju proteina iz sjemenki uljane repice i
pogace sjemenki uljane repice od 0 do 400 kJ/kg u istraZivanju kojega su proveli Barba i sur.
(2015), opisanog u poglavlju 2.3.2.2. Primjena HVED ekstrakcije, dolazi do stagnacije i
snizavanja prinosa ekstrakcije. Optimalna vrijednost energije iznosila je 240 kJ/kg, pri odnosu
tekuc¢ine naspram otapalu 20:1. Smanjenje prinosa proteina u ekstraktima pri ulaznoj energiji
viSoj od 240 kJ/kg pripisali su koagulaciji proteina, Sto otezava ekstrakciju. Takoder, nabrojali
su dva fenomena — posljedice HVED tretmana, odnosno djelovanja hladne plazme, koji
takoder mogu uzorkovati smanjenje prinosa proteina: proizvodnja reaktivnih vrsta Kkoji
oksidiraju ciljane molekule te promjene u pH vrijednostima (Barba i sur., 2015). S obzirom na
to da je kod uzoraka LHN1 i LHAL upotrjebljen isti napon i vrijeme tretmana, smanjeni

prinos RuBisCO enzima kod LHN1 ne moze se objasniti razlikama u energiji.

Rosello-Soto i sur. (2014) navode znacajan utjecaj pH vrijednosti na prinos proteina iz kostica
maslina. Zabiljezili su znacajno povecanje prinosa proteina kada su povisili pH i ulaznu

energiju za HVED tretman, zbog uniStavanja veze proteina s lignoceluloznom frakcijom
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kostice masline. S obzirom na to da je u listovima Secerne repe takoder prisutna
lignocelulozna masa (Berlowska i sur., 2018), utjecaj povisenja pH na povecanje prinosa
RuBisCO enzima, osim udaljavanja od izoelektricne tocke RuBisCO enzima, moze biti

povecana dostupnost suhe tvari u listovima tako da uklanjaju fizicku barijeru koju tvori lignin

(Rosello-Soto i sur., 2014).

Zuntar i sur. (2019) svojim su istrazivanjem potvrdili da je HVED uginkovita ekstrakcijska
metoda koja rezultira znacajnim povecanjem prinosa zbog razaranja stanica uzoraka i
poboljSavanja transporta mase. U svom istrazivanju uporabom razli¢itih otapala (voda,
etanol), vremena tretiranja (3 minute, 6 minuta), razli¢itih radnih plinova (dusik, argon) i
primijenjenog napona (15, 20 i 25 kV), odnosno variranjem parametara HVED ekstrakcije
uspjeli su opisati ucinkovitost ekstrakcije fenola iz listova masline u usporedbi s
konvencionalnom ekstrakcijom. Pokazali su da u 50 %-tnoj otopini etanola HVED tretman s
argonom u trajanju od 9 minuta rezultira povecanim prinosom ekstrakcije u usporedbi s
konvencionalnom. Isto tako, HVED tretman pri 20 kV tijekom 3 minute s dusikom, imao je

prinos &ak 2.5 puta veéi od konvencionalne ekstrakcije (Zuntar i sur., 2014).
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5. ZAKLJUCCI

1. Moguca je valorizacija listova SeCerne repe koji su otpad proizvodnje Secera iz
SeCerne repe. Listovi Secerne repe izvor su RuBisCO enzima, proteina topljive
frakcije, koji se akumulira unutar Kkloroplasta te ima potencijalnu primjenu u
prehrambenoj industriji zbog svojih nutritivnih i funkcionalnih svojstava.

2. Optimalni parametri ekstrakcije ukupnih proteina iz suhih listova Secerne repe
pomocu visokonaponskog elektricnog praznjenja za dobivanje maksimalnog prinosa
su napon 20 KV i vrijeme tretmana 3 min.

3. Izmjerena koncentracija ukupnih proteina u ekstraktu varirala je od 14,27 £ 0,53 mg/g
s.t. do 34,90 £+ 1,59 mg/g s.t., ovisno o primijenjenom naponu, vremenu tretmana i o
radnome plinu. MRM metodom kvantificirana je koncentracija RuBisCO proteina te
iznosi 81,32 + 0,73 pg/mL za uzorak LHA1 te 11,83 + 0,02 ng/mL za uzorak LHNI.

4. Radni plin ima veliki utjecaj na prinos RuBisCO enzima: argon uzrokuje povisenje
pH vrijednosti i olakSavanje ekstrakcije zbog bolje topljivosti RuBisCO enzima; dok
dusik uzrokuje snizavanje pH vrijednosti 1 otezavanje ekstrakcije zbog agregacije
proteina.

5. Fenolna ekstrakcija rezultira jasnijim vrpcama dobivenih imunodetekcijom RuBisCO
enzima na membrani od HVED ekstrakcije, dok pri imunodetekciji uzoraka
dobivenih toplinskom ekstrakcijom vrpce nisu prisutne zbog termalne denaturacije.

Velika podjedinica RuBisCO enzima detektirana je u podrucju 55 kDa.
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