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1. UvOD

Zbog stalnog porasta broja stanovnika, povecava se potraznja za jeftinijim i odrzivijim izvo-
rima kao S§to su biljni proteini za nadopunu ili zamjenu za skupe i ogranic¢ene izvore proteina
iz mesa (Hadidi, 2019).

LiS¢e razlicitih vrsta biljaka dugo se smatralo izvorom proteina za primjenu u ljudskoj prehrani
1 ishrani zivotinja zbog njihove velike rasprostranjenosti u prirodi, nutritivne vrijednosti i dob-
rih funkcionalnih svojstava (Kiskini i sur., 2016).

Do danas se najvise paznje davalo proteinima iz sjemena ili biljaka poput soje, graska i prote-
postaju proteini iz liS¢a zelenih biljaka, npr. iz Spinata, aflaafla i trave. Jo$ jedan od vaznih
izvora proteina su listovi Secerne repe, koji su nusproizvod industrije Secera. KoriStenje nus-
proizvoda ima potencijalnu ekonomsku korist i doprinosi ostvarivanju ciljeva odrzivog raz-
voja.

Lis¢e zelenih biljaka bogato je proteinima, od kojih je najbogatije enzimom ribuloza-1,5-bis-
fosfat karboksilaza-oksigenazom.

Enzim RuBisCO, najrasprostranjeniji je protein u biosferi 1 ¢ini veéinu proteina liS¢a zelenih
biljaka. Atraktivan je za konzumaciju ljudi zbog svojih funkcionalnih svojstava (pjenjenje,
stvaranje emulzija i gelova), nutritivne vrijednosti (bogat izvor esencijalnih aminokiselina) i
probavljivosti pa se sve viSe proucava za primjenu u prehrambenoj industriji.

Zbog ekoloskih problema koji dolaze s plasticnom ambalazom jer se ne moze lako razgraditi,
pocinju se istrazivati novi materijali dobiveni iz obnovljivih izvora. Novim materijalima mogu
se proizvesti biorazgradiva, jestiva i pametna pakiranja. To mogu biti nanovlakna dobivena
tehnikom elektropredenja ili biofilmovi. Kao materijali mogu se primjenjivati proteini, pa bi

tako 1 RuBisCO mogao naéi primjenu u industriji pakiranja.

Cilj ovog rada je opisati kako se proteini, tocnije RuBisCO iz zelenog li§¢a Secerne repe, mogu
iskoristiti kao izvor hrane i kako bi se mogli primijeniti u pakiranju hrane. Takoder je opisana
aktivnost RuBisCO-a, njegova funkcionalna svojstva koja su vazna za primjenu u sustavima

hrane.



2. TEORIJSKI DIO

2.1. ODRZIVOST I BILJNI PROTEINI

Odrzivi razvoj je nacin proizvodnje 1 potro$nje koji vodi raCuna o prirodnim resursima
ekosustava unutar kojeg se ti procesi dogadaju. Oslanja se na ideju prema kojoj razvoj ne smije
ugrozavati buduénost nadolazec¢ih naraStaja troSenjem neobnovljivih izvora i dugoro¢nim
devastiranjem 1 zagadivanjem okoliSa. Cilj odrZivog razvoja je trojak — teZi gospodarskom

razvoju, socijalnom napretku i zastiti okolisa (slika 1) (ODRAZ, 2022).

DRUSTVO

ODRZIVO

Slika 1. Tri sastavnice odrzivog razvoja (LORA, 2019)

Trenutni prehrambeni sustav nije odrziv (Aiking i de Boer, 2020). Proizvodnja hrane koristi
neodrzive koli¢ine prirodnih resursa kao $to su zemljiste, voda, energija sa Stetnim utjecajem
na ekologiju, gospodarstvo i drustvo. Takoder dovodi do onecis¢enja (emisije reaktivnih
dusikovih spojeva, staklenicki plinovi, pesticidi, antibiotici) s neodrzivim utjecajem na

biolosku raznolikost i ljudsko zdravlje.

Jedna od opcija da bi zapadnjacka prehrana bila odrzivija je da bi se konzumacija Zivotinjskih
proteina trebala smanjiti, a povecéati konzumacija proteina iz biljnih izvora (Aiking i de Boer,

2020).

Najcesce biljke bogate proteinima su soja, mahunarke i uljarice. Biljni proteini vitalna su
komponenta sto¢ne hrane jer su dobar izvor aminokiselina. Osim toga, sve se vise konzumiraju

kao ljudska hrana s godiSnjom stopom rasta od gotovo 7 % na globalnoj razini. Osim



ekonomske koristi za poljoprivrednike 1 proizvodace hrane i sto¢ne hrane, razvoj proizvodnje
biljnih proteina donosi i niz prednosti za okoliS. Posebno, proteinske kulture pridonose
fiksiranju dusika iz atmosfere u tlo i stoga igraju vaznu ulogu u odrzivijem ciklusu nutrijenata

(European Commission 2022).

Zamjene za meso 1 mlijecne proizvode na bazi biljnih proteina mogu pruziti jednaku kvalitetu
uz nize troSkove i uz ispunjavanje svjetskog prioriteta smanjenja emisije staklenickih plinova

1 ograni¢avanja uniStenja Sumskog zemljista (Day, 2013).

Skunca i sur. (2021) objavili u rad u kojem su procjenjivali ekoloski utjecaj sistema ekstrakcije
1 izolacije RuBisCO-a iz listova Secerne repe. Proracuni procjene zivotnog ciklusa su se
napravili kako bi se identificirao i kvantificirao ekoloski utjecaj iz perspektive od koljevke do
koljevke (eng. cradle to cradle). Kada se usporedi ekstrakcija RuBisCO-a iz listova Se¢erne
repe s drugim materijalima, jedina kultura koja ima maji utjecaj na okoli$ je aflaafla, dok vec¢i
utjecaj imaju Zuta gorusica, ljulj, talijanski ljulj, prokulice, engleski ljulj, listovi mrkve, listovi
rotkvice i cikorija. Usporedujuci izolat RuBisCO-a s izolatima drugih proteina, RuBisCO ima

manji utjecaj na okolis§ od proteina jajeta, a veéi od proteina soje.

2.2. SECERNA REPA

Seéerna repa (lat. Beta vulgaris var. altissima) dvogodinja je biljka iz porodice laboda
(Chaenopodiaceae). U prvoj godini vegetacije stvara zadebljali korijen i ruzicu listova, a u
drugoj cvatnu stabljiku, cvijet i sjeme. Prvenstveno se uzgaja zbog zadebljalog korijena koji
sadrzi od 14 do 20 % Secera (saharoze). U proizvodnji Secerne repe veliki znacaj imaju i
nusproizvodi kao Sto su liS¢e s glavama, repini rezanci, melasa i saturacijski mulj. Repino liS¢e
s glavama sluzi za sto¢nu hranu ili se ostavlja na polju kao organska masa za gnojenje

(Anonymous 1, 2022).



Slika 2. Lis¢e Secerne repe (Anonymous 2)

2.2.1. List Secerne repe

LiSc¢e Secerne repe (slika 2) sporedni je tok uzgoja Secerne repe. Trenutno se listovi Se€erne
repe ostavljaju na tlu pa mnogi potencijalno vrijednih spojeva kao Sto su proteini ostaju
neiskoristeni (Kiskini, 2017). Secerna je repa jedan vazan izvor li$¢a §irom svijeta i medu deset
je usjeva koji se najviSe proizvode u nekoliko zemalja (Belgija, Nizozemska, Njemacka,
Francuska, itd.). LiS¢e ¢ini 20-34 % biljke, a prosjecno sadrze 22,8 % sirovih proteina u suhoj

tvari. Ova je vrijednost prilicno usporediva s proizvodnjom proteina iz soje 1 Zitarica.

Vecina proteina u liS¢u nalazi se u kloroplastima. Proteini u lis¢u sastoje se od topljivih i
netopljivih proteina. RuBisCO ¢ini i do 50 % topljive frakcije, a u netopljivoj frakciji su

membranski proteini koji su vezani s klorofilom, karotenoidima i mastima (Tenorio, 2017).

Starost Se¢erne repe ne utjeCe na sadrzaj proteina u cijelom liS¢u, ali znatno utjece na boju,
odnosno kvalitetu proteinskog ekstrakta. Proteini ekstrahirani iz liS¢a starijih biljaka su smedi,
a iz lis¢a mladih biljaka zuti. Smeda boja ekstrakta iz lis¢a starijih biljaka je zbog formiranja
kinona koji nastaju oksidacijom fenolnih spojeva uz enzim polifenol oksidazu (Kiskini i sur.,

2016).

2.3. RuBisCO

Rubuloza-1,5-bisfosfat karboksilaza/oksigenaza, skra¢eno RuBisCO, enzim je prisutan u svim
viSim biljkama, a takoder i u cijanobakterijama, fitoplanktonu i algama. U zelenim biljkama,
RuBisCO je najzastupljeniji protein, koji ¢ini i do 50 % topljivih proteina u listu, Sto ga ¢ini

jednim od najzastupljenijih proteina u biosferi (Nynés, 2018).



Jedan je od najvec¢ih enzima u prirodi, Molekulska masa mu je 560 kDa. Sastoji se od velike i
male podjedinice (Spreitzer i Salvucci, 2002). Trodimenzionalna struktura RuBisCO-a je
kompaktna i1 ¢vrsto presavijena, tipi¢na za globularne proteine (Barbeau i Kinsella, 1988).
RuBisCO se moze naci u vise forma, ovisno u kojim se stanicama nalazi (slika 3). Forma I
holoenzima najces¢a je forma RuBisCO-a i pronadena je u kopnenim biljkama i zelenim
algama. Takvi enzimi imaju heksadekamericku strukturu koja se sastoji od osam velikih i osam
malih podjedinica. Sastav i slijed aminokiselina velikih podjedinica iz razli¢itih biljaka je
slican, dok postoje znacajne razlike u malim podjedinicama. Forma II RuBisCO-a su dimeri,
posjeduju dvije velike podjedinice i nemaju male podjedinice, a mogu se nac¢i u nekim
prokariotima i dinoflagelatima. RuBisCO u arhebakterijama sastoji se od dekamera s pet

velikih podjedinica koje formiraju dimere (Udenigwe i sur., 2017).

Form III Form IV

Slika 3. Strukture razli¢itih formi enzima RuBisCO (Tabita i sur., 2018)

Izoelektri¢na tocka RuBisCO-a iznosi 4,6-5,5, ovisno o vrsti (Martin i sur., 2019). RuBisCO je
blago kiseo i nosi negativan naboj pri neutralnom pH za Spinat, aflaafla i duhan i ima tendenciju
vezivanja kationa. To je zbog omjera aspartata i glutamata prema histidinu, argininu i lizinu.

Takoder je hidrofoban (Barbeau i Kinsella, 1988).

RuBisCO je bifunkcionalan enzim 1 sudjeluje u reakcijama fiksacije ugljikovog dioksida 1

fotorespiracije (vezivanje kisika). Njegova primarna uloga je pretvaranje CO: iz atmosfere u

5



organske spojeve koji se koriste u reakcijama Calvinova ciklusa. Odgovoran je za neto fiksaciju
od 10! tona CO; iz atmosfere u biosferu godisnje (O'Donnelly i sur., 2014). U reakcijama
karboksilacije iz rubuloza-1,5-bisfosfata nastaju dvije molekule 3-fosfoglicerata, a u
reakcijama oksigenacije nastaju jedna molekula 3-fosfoglicerata i1 jedna molekula

fosfoglikolata (Udenigwe i sur., 2017, Barbeau i Kinsella, 1988).

Ima vrlo sporu brzinu katalize, moze fiksirati samo 3-10 molekula CO> u sekundi, mali afinitet
prema atmosferskom ugljikovom dioksidu i1 koristi kisik kao alternativni supstrat za
kompetitivnu reakciju fotorespiracije, zbog Cega je najsporiji enzim u prirodi. Posljedic¢no,
biljke moraju dodijeliti 50 % svog duSika RuBisCO-u §to ga ¢ini najzastupljenijim u svijetu

(Vukadinovi¢ i sur., 2014, Spreitzer 1 Salvucci, 2002).

2.3.1. Odredivanje aktivnosti enzima

Aktivnost enzima odreduje se mjerenjem koli¢ine nastalog produkta ili utroSenog supstrata u
poznatim uvjetima temperature, pH 1 koncentracije supstrata. Razli¢itim metodama mogu se
detektirati kvantitativne promjene koncentracija supstrata ili produkata enzimskih reakcija.

Najcesce se koriste spektrofotometrija, flourimetrija i luminometrija.

Sve se viSe razvijaju metode odredivanja aktivnosti enzima masenom spektrometrijom.
Prednost ovih metoda je S$to imaju mogucnost provjere i kvantifikacije gotovo svake vrste

molekule, supstrati i produkti se mogu lako odijeliti i imaju razli¢ite mase.

Radioaktivnost se moze koristiti kada se ne moze posti¢i specificnost 1/ili osjetljivost
konvencionalnim metodama. Ova metoda primjenjuje se za odredivanje ugradivanja COz u

reakciji karboksilacije koju katalizira RuBisCO (Rogers 1 Gibon, 2009).

Maksimalna aktivnost karboksilacije RuBisCO-a in vitro moze se odrediti unosom CO; i
mjerenjem radioaktivne aktivnosti kiselinsko stabilnih produkata. Druga metoda koja se koristi
je kontinuirana i koristi NADH-vezani enzimski sustav i spektrofotometar. Ove metode korisne
su za odredivanje aktivnosti RuBisCO-a u poljoprivrednim i divljim vrstama biljaka. Kubien i

sur. (2011) detaljno su opisali navedene metode.

Za aktivaciju RuBisCO-a potrebni su bikarbonatni ion HCOs™ i magnezijev ion Mg?". Gradijent
pH u kloroplastu ¢ini stromu vise alkalnom, $to pomice ravnotezu od CO2 na HCOs".
Bikarbonatni ion se veze za jedan lizinski ostatak enzima. Magnezijev ion stabilizira

karbamilirani enzim. Time se mijenja konformacija RuBisCO-a koji sada moze vezati supstrat,

6



ribulozu-1,5-bisfosfat i CO; (slika 4) (Andersson, 2008, Barbeau i Kinsella, 1988).

_RuBisCO —Lys—NH,

-H+1L C02
H

———y N O
._RuBisCO { Lys (ID/
1 '/— Mg?* -
H
| - . ‘ / \ A
RuBisCO | —Lys GC7=
e OnuMg

Slika 4. Aktivacija RuBisCO-a (Sreejyothi i Mandal, 2020)

Seemann i sur. (1983) odredivali su in vitro aktivnost RuBisCO-a u razli¢itim vrstama biljaka.
Prosjecna specifi¢na brzina enzimske aktivnost za Csz vrste, medu koje spada i Secerna repa,
iznosila je 3,1 umol min™' mg™! RuBisCO, a broj obrtaja, keat, 29 mol CO2 mol™! RuBisCO s,
dok je afinitet enzima prema supstratu Ky, (COz) iznosio 12-26 uM COa.

2.4 PROTEINI U HRANI

Proteini su makromolekule koje se sastoje od linearnih polimera aminokiselinskih ostataka koji
su povezani peptidnim vezama. Imaju razlicita strukturna, funkcionalna i nutritivna svojstva

koja su korisna za prehrambenu industriju u formulaciji hrane.

Fizikalno-kemijska svojstva proteina kao §to su hidrofobnost povrs$ine, neto naboj 1 prisutnost
reaktivnih grupa ovise o vrsti, broju, redoslijedu, orijentaciji aminokiselina i interakcijama
izmedu njih. Veli¢ina molekule, oblik proteina i procesni parametri utje€u na funkcionalna
svojstva kao S$to su geliranje, topljivost, termalna stabilnost, emulgiranje, pjenjenje.
Funkcionalna svojstva utjeu na interakcije proteina s drugim makro i mikromolekulama,

izolaciju, degradaciju, procesiranje 1 skladistenje (Sim 1 sur., 2021).

Proteini se u hrani koriste zbog dva glavna razloga, prvi je zbog njihove nutritivne vrijednosti,
a drugi zbog funkcionalnih svojstava. Nutritivna vrijednost odredena je primarnom strukturom
1 probavljivosti proteina. Funkcionalnost proteina moZe se podijeliti na topljivost, pjenjenje,

emulgiranje 1 geliranje (de Jong 1 Nieuwland, 2011). Prema tome proteini se u sustavima hrane
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mogu koristiti za geliranje, emulgiranje i kao stabilizatori pjena (Nynds, 2018).

Proteini iz lis¢a, tocnije RuBisCO, predlozeni su kao potencijalan izvor proteina za
konzumaciju ljudi ve¢ 1940-ih (Nynés, 2018). RuBisCO visoke Cistoce bijeli je prah bez okusa
1 mirisa, a nutritivna vrijednost mu je jednaka ili ¢ak veca od ostalih proteina iz drugih izvora
(Barbeau 1 Kinsella, 1988). Konkurentan je izvor bioaktivnih peptida s opioidnim,
antioksidativnim, antihipertenzitivnim svojstvima, poboljSava pamcenje i stimulira apetit (Di
Stefani 1 sur., 2018). RuBisCO izoliran iz $pinata i aflaafla uglavnom se koristi za proizvodnju

bioaktivnih peptida i hidrolizata (Udenigwe 1 sur., 2017).

2.4.1. Funkcionalna svojstva

Funkcionalna svojstva proteina uvelike su ovisna o topljivosti proteina, ¢isto¢i uzorka i vezama
s polifenolima i spojevima koji daju lo§ okus (eng. off-flavours) kao §to su spojevi sa
sumporom. Provedena istrazivanja s proc¢is¢enim RuBisCO-m pokazuju da ovaj protein ima

obecavajuce funkcije za upotrebu u hrani za ljudsku prehranu (de Jung i Nieuwland, 2011).

2.4.1.1. Topljivost

Topljivost je temeljno funkcionalno svojstvo proteina u vecini sustava hrane. Utjece na druga
funkcionalna svojstva kao $to su vezanje vode i masti, pjenjenje, emulgiranje 1 geliranje.
Faktori koji utjeCu na topljivost su pH, temperatura, ionska jakost, prisustvo dvovalentnih

kationa 1 vrsta biljke iz koje je protein izoliran (D1 Stefano i sur., 2018).

Pad topljivosti izolata RuBisCO-a u rangu je s izolatom proteina soje, a ve¢i od komercijalnih
proteina sirutke kod izoelektricne tocke. Matrin i sur. (2019), navode da bi to moglo biti zato
Sto su komercijalni proteini sirutke ekstrahirani iz tekuéeg izvora, a izolati RuBisCO-a i
proteina soje 1z netopljivog izvora biljnog materijala Sto moze dovesti do djelomi¢nog gubitka
nativnog stanja. Pri pH ispod 4,0 1 iznad 6,0 topljivost RuBisCO-a je bila najveca, do 80 %.
Visokoj topljivosti pridonijeli su nacin izolacije proteina, odsutnost soli i uklanjanje gotovo

svih polifenola (Martin i sur., 2019).

2.4.1.2. Vezanje vode 1 masti

Svojstvo vezanja vode vazno je u mnogim prehrambenim proizvodima jer o tome ovisi tekstura
hrane. Proizvod koji ima mali kapacitet vezanja vode bit ¢e suh ili ¢e izgubiti vodu tijekom

skladistenja.



Vezanje vode RuBisCO-a je nisko u nativhom stanju. Kapaciteta vezanja vode povecava se

denatruacijom proteina.

Vezanje masti vazno je svojstvo zbog toga $to poboljsava zadrzavanje okusa i pretpostavlja se

da poboljsava osjecaj u ustima. Ne ovisi o svojstvu vezanja vode.

Apsorpcija masti za RuBisCO veca je nego za izolat proteina soje (de Jung i Nieuwladn, 2011).

2.4.1.3. Pjenjenje

Pjene nastaju kada se zrak unese u otopinu koja sadrzi aktivne komponente, §to dovodi do
stvaranja filmom inkapsuliranih mjehuri¢a koji su disperzirani u tekucoj kontinuiranoj fazi. Na
pocetku formiranja pjene mjehuri¢i su uglavnom sferi¢ni, ali s vremenom, ako su dovoljno
stabilni, mjehuriéi tvore poliedarske oblike s tankim teku¢im lamelama. Sli¢no emulzijama,
medupovrsina plin/teku¢ina mora se stabilizirati kako se ne bi rasprsnuli. Stabilnost pjena ovisi
o snazi i fleksibilnosti filma na medupovrsini plin/tekuc¢ina. Pove¢anjem viskoznosti tekuéine
brzina drenaze i stanjenje lamele mogu se svesti na minimum, a skupljanje mjehuri¢a moze se
sprijeciti upotrebom povrsinski aktivnih tvari s dobrim viskoelasti¢nim svojstvima (Nynds,

2018).

Proteini mogu biti dobri stabilizatori pjena jer imaju sposobnost adsorpcije na medupovrsinu
plin/tekucina, stericku stabilizaciju adsorbiranih proteina i strukturnu povezanost formiranog
sloja filma. Na ova svojstva utjeCe sastav aminokiselina i nacin ekstrakcije 1 rekuperacije

proteina (Nynds, 2018).

Opc¢enito je uoceno da je stabilnost pjene znac¢ajno visa u blizini izoelektricne toc¢ke proteina,
gdje je neto naboj jednak nuli pa su elektrostatske interakcije minimalne (Di Stefano 1 sur.,

2018).

Pri pH 4,0 i koncentraciji od 50 g kg! ili veéoj izolat RuBisCO-a pokazuje dobar kapacitet
pjenjenja i puno bolje nego komercijalni proteini sirutke i izolati proteina soje, dok pri pH 7,0
pokazuje losiji kapacitet pjenjenja pri bilo kojoj koncentraciji. U usporedbi s komercijalnom
proteinima sirutke 1 izolatom proteina soje, pokazalo se da RuBisCO ima najbolju stabilnost

pjene i na pH 4,0 i na 7,0 (Martin i sur., 2019).

RuBisCO se moze koristiti kao zamjena za proteine bjelanjaka. U optimalnim uvjetima daje

jednak volumen pjene, ali duzu stabilnosti (de Jong i Nieuwland, 2011).



2.4.1.4. Emulgiranje

Emulzije se dobivaju mijeSanjem dviju tekucina, koje se ne mijeSaju, u prisustvu

stabilizirajuceg agensa.

Emulgiranje je vazno povrsinski aktivno svojstvo proteina hrane i odnosi se na sposobnost
proteina da stvaraju i stabiliziraju emulzije u raznim matricama hrane. Tijekom emulgiranja,
stabilizator inkapsulira kapljice ulja i tako omogucéava da se kapljice rasprSe u kontinuiranoj
fazi — vodi. Tvari koje se najceSce koriste kao stabilizatori emulzija u hrani su proteini i
polisaharidi (Nynds, 2018). Hidrofobnost, molekularna fleksibilnost i postupak proc¢is¢avanja
utjeCu na emulgirajucu aktivnost proteina. Svojstva emulgiranja povecavaju se s porastom pH
$to moze biti povezano s odmatanjem proteina i povecanjem medupovrsine ulje/voda §to se

javlja pri alkalnom pH (de Jong i Nieuwland, 2011).

Pokazano je da je emulgirajuc¢a aktivnost RuBisCO-a manja nego kod albumina govedeg
seruma (BSA) i sojinih proteina (Di Stefano i sur., 2018), a sli¢na proteinima bjelanjaka (de
Jong i Nieuwland, 2011). Emulzije s izolatom RuBisCO-a pokazale su malu veli¢inu kapljica
ulja, dobru stabilnost i bijeli izgled, koji je usporediv s ve¢inom proteinskih izolata koji se

trenutno primjenjuju u hrani (Martin i sur., 2019).

2.4.1.5. Geliranje

Gelovi se formiraju kada polimeri u otopini medusobno djeluju 1 formiraju mrezu u kojoj je
zarobljena tekuéina. Cesto se nazivaju ,,meke krutine* jer se ponasaju sliéno krutinama ili

,kruta voda* zbog visokog udjela vode u odnosu na ostale komponente.

Strukture proteinskih gelova mogu biti podijeljene u dvije grupe: fino lan¢ani gelovi i gelovi u
obliku Cestica. Proteinska mreza kod finih lancastih gelova uredena je u strukture u
nanometarskoj skali, dok je mreza kod gelova u obliku Cestica grublja 1 mjeri se u
mikrometarskoj skali. Fino lancasti gelovi uglavnom su prozirni, a gelovi u obliku ¢estica nisu,
ali je veli¢ina agregata relativno jednaka. Struktura gela ovisi o pH, jakosti ionskih veza.
Odbojnije veze dat ¢e uredeniju strukturu, a pri pH 1zoelektri¢ne tocke proteina formirat ¢e se
gelovi koji ¢e biti manje hidratizirani 1 manje ¢vrsti. Sposobnost geliranja ovisi o sastavu

aminokiselina, hidrofobnosti, molekulskoj masi i koncentraciji proteina (Nynés, 2018).

Proteinski izolati iz zelenog liS¢a poput duhana, aflaafla i liS¢a Se€erne repe pokazuju sli¢na ili

bolja svojstva stvaranja gelova nego konvencionalni proteinski izolati kao $to su bjelanjak 1

10



proteini soje. RuBisCO ima nisku temperaturu denaturacije i sposobnost brzog stvaranja gelova
pri niskim koncentracijama. Prema Martin i sur. (2019) temperatura denaturacije RuBisCO-a
iznosi 64,9 °C. Za formiranje gelova od RuBisCO-a odgovorne su nekovalentne interakcije,
uglavnom hidrofobne, i vodikove veze. Takvo vezivanje rezultira stvaranjem slabih gelova koji
su krhki i podlozniji ranijem pucanju. Nedavna istrazivanja pokazala su korelaciju izmedu
krhkosti i percepcije intenziteta okusa. Krhki gelovi razbijaju se na brojne male fragmente $to
rezultira ve¢om povrSinom kontakta izmedu fragmenata i tkiva usne Supljine, a time i vece
interakcije spojeva okusa i receptora okusa. Ovo svojstvo posebno vidljivo za gelove koji
sadrze Secere 1 moglo bi biti od koristi za osmisljavanje proizvoda s manjim udjelom Secera

(D1 Stefano i1 sur., 2018).

Izolati RuBisCO-a odmah stvaraju gelove tijekom zagrijavanja zbog niske temperature
denaturacije u usporedbi s komercijalnim proteinima sirutke i izolatima proteina soje. Kriti¢na
koncentracjia geliranja mnogo je niZa za izolat RuBisCO-a nego za proteine sirutke i soje, a za
geliranje je potrebno 50-66 % manje proteina. Pri pH 4,0 1 7,0 RuBisCO se pokazao kao odli¢an
gelirajuci agens (Martin i sur., 2019).

Martin i sur. (2014) usporedivali su gelove od RuBisCO-a iz Spinata s drugim proteinima kao
Sto su izolat proteina sirutke, protein bjelanjka i biljni proteini izolati soje, graska i lupine. Dosli

su do zakljuc¢ka da RuBisCO tvori gelove jedinstvenih svojstava.

2.4.2. Nutritivna vrijednost

Nutritivna vrijednost proteina ovisi o sastavu i dostupnosti aminokiselina. Dostupnost
aminokiselina ovisi o strukturi proteina, ali i o sastavu jela. Nutritivna vrijednost ¢esto je manja
od ocekivane zbog gubitka funkcionalnih svojstava tijekom suSenja i tijekom oksidacije.
Takoder se gubi u prisustvu polifenolnih spojeva jer se veZzu na aminokiseline lizin 1 cistein 1

time smanjuju probavljivost (de Jong i Nieuwland, 2011).

RuBisCO je atraktivan zbog svoje visoke nutritivne vrijednosti 1 in vitro probavljivosti. Da bi
bio dobro probavljiv moraju se ukloniti antinutritivne komponente kao S§to su inhibitori
proteaze, fitati i polifenolni spojevi. Smatra se dobrim izvorom esencijalnih aminokiselina (Di

Stefano 1 sur., 2018).
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Tablica 1. Esencijalne aminokiseline iz prehrambenih izvora i FAO/WHO preporuka za dnevni

unos (Barbeau i Kinsella, 1988).

Aminokiselina | FAO/WHO Cijelo jaje Kazein Soja RuBisCO
(g/16 gN)
Lizin 5.5 6.4 8.0 6.9 6.5
Triptofan 1.0 1.2 1.3 1.3 2.7
Treonin 4.0 5.0 4.3 4.3 53
Cistein +
3.5 5.5 3.5 2.4 3.4
metionin
Valin 5.0 7.4 7.4 6.4 6.7
Izoleucin 4.0 6.6 6.6 5.1 4.9
Leucin 7.0 8.8 10.0 7.7 9.4
Tirozin +
6.0 10.1 11.2 8.9 12.8
fenilalanin

Tablica 1. prikazuje usporedbu esencijalnih aminokiselina RuBisCO-a s ostalim proteinima s
FAO/WHO preporukom za unos u ljudskoj prehrani. RuBisCO ima manje aminokiselina koje
sadrze sumpor kao §to su metionin i cistein. Takoder ima manje aminokiselina valin 1 cistein u
usporedbi s proteinima cijelog jajeta 1 kazeinom. lako sadrZaj lizina nije tako visok u odnosu
na kazein 1 neke proteine iz mahunarki, ima potencijal za nadopunu zrna zitarica kojima manjka

lizina.

2.4.3. Primjena RuBisCO-a u hrani

RuBisCO se moze primijeniti u Sirokom spektru proizvoda koji trebaju blage uvjete obrade.
Neki od tih proizvoda su zamjene za meso, sastojci za povecavanje volumena i sastojci za

povezivanje i agensi za poboljSanje mesa.

Zbog dobrih geliraju¢ih svojstava mogu se koristiti u proizvodima na bazi krumpirovog Skroba
1 popeccima od ribe (fish cakes). Za ove proizvode, RuBisCO bi mogao biti odrzivija zamjena

za proteine soje 1 bjelanjka (Martin i sur., 2014).
12



Pjena RuBisCO-a mogla bi se koristiti kao zamjena za pjene na bazi mlijecnih proizvoda za

primjenu u sladoledima i desertima (Van de Velde i sur., 2011).

Inkorporiranje RuBisCO-a u proizvode na bazi pSenice povecalo bi koli¢inu proteina i

poboljsalo profil esencijalnih aminokiselina, posebice lizina.

Ducrocq 1 suradnici (2020) istrazivali su kako obogacivanje pSeni¢nog tijesta RuBisCO-m
utjeCe na mehanicka svojstva tijesta i protein-protein veze. Takoder su tijesto obogacivali

glutenom i proteinima graska za usporedbu.

Usporedujuci s proteinima graska i glutenom, RuBisCO je pokazao specificno ponasanje. Ne
smanjuje otvrdnjavanje tijesta tijekom zagrijavanja, to jest ocuvao je elasticni potencijal tijesta
zbog njegove reaktivnosti i niske kompeticije sa Skrobom za vodu. Detaljne analize pokazale
su da RuBisCO postaje dio glutenske mreze koja se formira tijekom mijeSanja tijesta stvarajuci
slabe 1 kovalentne veze. Dodatno, podjedinice RuBisCO-a stvaraju nove kovalentne veze
tijekom toplinske obrade. Ovi rezultati pokazuju da RuBisCO aktivno sudjeluje u formiranju
proteinske mreze tijesta. Za razliku od toga proteini graska i gluten ne mijenjaju polimerizaciju

proteina ¢ak i nakon toplinske obrade.

Ovo istrazivanje jasno isti¢e potencijal RuBisCO-a za povecanje biljnih proteina u hrani na

bazi pSenice.

2.5. AMBALAZA

Materijali za pakiranje koriste se kako bi se zastitili proizvodi od okoline 1 usporilo kvarenje
prehrambenih proizvoda, produljio rok trajanja, odrZala kvaliteta hrane. Uglavnom se koriste
materijali iz petrokemijskih izvora jer imaju brojne prednosti: raspolozivi su, moze se lako
kontrolirati propusnost plinova i izdrzljivi su. Najcesce se koriste polietilen niske gustoce (PE-
LD), polipropilen (PP), poli(vinil-klorid) (PVC), poli(etilen-tereftalat) (PET), polietilen visoke
gusto¢e (PE-HD) i polistiren (PS). S druge strane ovi materijali ne mogu se lako razgraditi,
stvaraju mnogo topline 1 ispuSnih plinova kad se spaljuju $to uzrokuje globalne probleme one-
¢iS¢enja okolisa (Ncube 1 sur., 2020, Zhang 1 Mittal, 2010).

Problemi povezani s konvencionalnim plasti¢nim materijalima i1 njihovo nakupljanje dovode
do stalnog istrazivanja novih materijala koji se dobivaju iz obnovljivih izvora. Industrija bio-

polimera zbog svoje ekoloSke odgovornosti, biorazgradivosti, izvodljivosti i pouzdanosti vodi

13



prema cirkularnoj ekonomiji. Od svih ekoloski prihvatljivih alternativnih materijala, proizvo-
dima izradenim od biopolimera koji su dobiveni iz biomase pridonosi se posebna pozornost
zbog njihove potencijalne biorazgradivosti i obnovljivosti. Osim toga, biopolimeri se Cesto
proizvode od materijala koji su nusprodukti ili otpad poljoprivredne i prehrambene industrije
¢ime se moze smanjiti koli¢ina otpada. Biopolimeri se s obzirom na izvor osnovne sirovine,
mogu podijeliti u tri skupine: polisaharidi (celuloza, skrob, pektin), proteini (pSeni¢ni gluten,
soja, kazein, proteini sirutke) i lipidi (voskovi i masne kiseline) (Senthilkumaran, 2022,
Gomez-Estaca i sur., 2016). U nastavku ¢e biti fokus na biopolimerima od proteina.

Proteini sadrze veliku raznolikost funkcijskih skupina koje se mogu fizicki, kemijski ili
enzimski izmijeniti kako bi se dobila odredena svojstva za svaku specifi¢nu primjenu. Proteini
imaju svojstva koja su pozeljna za pakiranje hrane, a to su: dobra opti¢ka svojstva kao $to su
sjaj 1 prozirnost te dobra barijera na masti. Glavna mana im je velika osjetljivost na vodu, §to
moze narusiti prethodno navedena svojstva 1 selektivna propusnost za plinove (imaju visoku
propusnost za CO2 1 O). Medutim, hidrofilnost moZe biti od koristi za razvoj aktivnih
pakiranja, koja mogu ispustati funkcionalne komponente u materijal (Goémez-Estaca 1 sur.,

2016).

2.5.1. Elektropredenje

Elektropredenje je jedna od najnovijih metoda proizvodnje pametnih ambalaze. Tehnika je
jednostavna, ucinkovita 1 jeftina, a njome se mogu proizvesti vlakna bez tkanja. Koristi
elektrostaticke sile za proizvodnju finih vlakana iz polimernih otopina ili talina, te tako vlakna
imaju manji promjer (na nanometarskoj i mikrometarskoj skali) i ve¢u povrSinu. Ovim bi se
procesom moglo sintetizirati vlaknaste materijale vece povrSine 1 poroznosti, koji bolje
reagiraju na promjene okoline 1 imaju veliki potencijal kontrolirati otpustanje ugradenih

spojeva (Mohammadi i sur., 2020, Bhardwaj i Kundu, 2010).

Jedna od glavnih prednosti materijala dobivenih elektropredenjem je da mogu hvatati
bioaktivne spojeve 1 omoguciti njihovo sporo otpustanje ¢ime se poboljSava kvaliteta 1
funkcionalnost ovih materijala. Mogu se dodavati antioksidansi 1 antimikrobna sredstva.
Takoder se 1 u elektropredena vlakna mogu ugradivati senzori za pracenje kvalitete hrane
unutar i izvan pakovine. Mogu se pratiti promjene pH, detektirati plinovi poput amonijaka,

sumporovodika, vodika, para alkohola, ali i detektirati mikrobi (Sameen i sur., 2021).

Proteini su zbog amfifilne prirode izazvali veliki interes za razvoj vlakana na bazi proteina
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elektropredenjem. Mogu stvarati veze s brojnim bioaktivnim spojevima. Medutim,
elektropredenje proteina nije jednostavno zbog kompleksne sekundarne i tercijarne strukture,
pa se daje prednosti proteinima koji imaju konformaciju uzvojnice. Za globularne proteine nije
moguce osigurati dovoljno ispreplitanja tijekom elektropredenja zbog male medusobne
interakcije. Uspjesno elektropredenje globularnih proteina moglo bi se osigurati
denaturacijom, koriStenjem odgovarajucih otapala i mijeSanjem s drugim polimerima (Zhang i

sur., 2020).

Elektropredena vlakna koriste se za pakiranje suhe hrane kao §to su brasno, riza, Zitarice i suho

voce, voce, povrée, meso i razli¢ite kuhane namirnice (Sameen i sur., 2021).

2.5.2. Biofilmovi

Novi materijali i tehnologije pakiranja mogu se stvoriti razvojem aktivnih i pametnih

biofilmova (Chaudhary i sur., 2022).

Konvencionalni proteinski filmovi mogu koristiti proteine iz razli¢itih izvora. Predlozeno je
koriStenje filmova iz obilnijih izvora kao §to su soja i kazein iz mlijeka, ali se oni tradicionalno
koriste kao tradicionalni izvori hrane pa bi bilo pozeljno koristiti neke druge proteine koji nisu
izvor hrane kao $to su proteini iz aflaafla i duhana (Sebastian 1 sur., 2018), ali i proteini iz li§¢a

Secerne repe (Shen, 2015).

Proteinski filmovi predstavljaju dobru barijeru za kisik pri niskoj relativnoj vlaznosti, dobra
mehanicka svojstva 1 zamucéenost. Medutim, osjetljivi su na vlagu i propusni su na vodenu
paru. Svojstva proteinskih filmova mogu se poboljSati kemijskim, enzimskim, radijacijskim
tretmanima i tretiranjem hidrofobnim agensima. Kemijskim tretiranjem kiselinama, luZinama
1 sredstvima za umrezavanje mogu se poboljSati struktura lanca, permeabilnost 1 ¢vrstoca
vlakana. Enzimi se koriste kao sredstva za umrezavanja koji povecavaju veze izmedu lanaca
makromolekula i tako povecavaju mehanicku snagu i smanjuju propusnost za plinove i vodenu
paru. Najces¢i enzimi koji se koriste su: transglutaminaza, lipooksigenaza, lizin oksidaza,
polifenol oksidaza 1 peroksidaza. Radijacija uzrokuje promjene u prostornoj strukturi proteina,
oksidaciju aminokiselina, raskid kovalentnih veza 1 formiranje slobodnih radikala proteina.
Zatim se proteini mogu prevesti u granule pomoc¢u hidrofobnih i elektrostatskih interakcija 1
disulfidnih veza. Proteinskim filmovima mogu se dodavati lipidni filmovi radi boljeg otpora
na vlagu. Lipidni filmovi poboljSavaju fleksibilnost filmova, ali mogu loSije utjecati na

mehanicka svojstva proteinskih filmova (Pirsa i Aghbolagh Sharifi, 2020).
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Sebastian 1 sur. (2018) patentirali su nacin dobivanja filmova iz proteina RuBisCO-a. Slika 5

prikazuje postupak dobivanja RuBisCO filmova.

NABAVITIRUBISCO
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FILMOVE KOJISU SE
FORMIRALIU
KALUPIMA

SPOJITIRUBISCO S
OTAPALOM GDJE JE
OTAPALO 10 % W/V

PROMIJESATIRUBISCO |
OTAPALODATVORE
SUSPENZIJU

OSUSITI SUSPENZUU U
KALUPIMA

RASPODUELITI
SUSPENZIJU U KALUPE ZAGRUATISUSPENZUU
ZA FORMIRANJE NAOKO 70 °C
FILMOVA

OHLADITISUSPENZUJU
BAREM DO 45 °C

Slika 5. Primjer metode proizvodnje RuBisCO filmova (prema Sebastian 1 sur., 2018)

RuBisCO filmovi potencijalno bi se mogli koristiti za pakiranje prehrambenih i
neprehrambenih proizvoda. U nekim izvedbama RuBisCO film moze biti jestiv. Takoder se
moze koristiti za enkapsuliranje hrane ili farmaceutskih proizvoda za ljudsku potros$nju, kao
omot za neke prehrambene proizvode, ili se moze ugraditi u omote i vrecice koje se mogu

koristiti u kombinaciji s prehrambenim proizvodima (Sebastian i sur., 2018).
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3. ZAKLJUCCI

1. Koristenjem nusproizvoda poljoprivredne industrije pridonosi se ostvarivanju ciljeva
odrzivog razvoja. Brojni nusproizvodi bogati su visokovrijednim spojevima (protei-
nima) ¢ime bi se mogao rijesiti problem nedostatak hrane u svijetu. Razvijaju se novi
proizvodi koji utjeCu na gospodarski razvoj. Smanjuju se koli¢ine otpada Sto smanjuje

Stetan utjecaj na okolis.

2. Listovi Secerne repe pokazali su se kao dobar i odrziv izvor visokovrijednih spojeva,

posebice proteina RuBisCO-a.

3. RuBIsCO je atraktivan zbog svoje nutritivne vrijednosti (dobar je izvor esencijalnih
aminokiselina), dobre probavljivosti i ima pozeljna fizikalno-kemijska i funkcionalna
svojstva. Zbog ovih svojstava mogao bi se koristiti kao funkcionalni sastojak u Sirokom
rasponu proizvoda i mogao bi zamijeniti ili djelomi¢no zamijeniti proteine s loSijim

funkcionalnim svojstvima.

4. RuBisCO bi takoder mogao pronaci primjenu i u industriji pakiranja. Mogao bi se ko-
ristiti u pametnom i aktivnom pakiranju, a atraktivnim ga ¢ini njegova sposobnost ve-

zanja CO; iz atmosfere.

5. Zasad su provedena samo istrazivanja u laboratorijima te su potrebna daljnja istraziva-
nja kako bi se proces proizvodnje RuBisCO-a iz Secerne repe mogao podiéi na indus-

trijsku razinu.
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Izjava o izvornosti

Ja Irena Zanini izjavljujem da je ovaj zavrsni rad izvorni re-

zultat mojeg rada te da se u njegovoj izradi nisam koristio/la drugim izvorima, osim onih koji

su u njemu navedeni.
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