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1. Uvod



Usled povecanja ljudske populacije, ekonomskog razvoja, povecanja potroSnje energije 1
promene navika potroSaca, potreba za hranom je sve veca. Kako meso predstavlja jednu od
osnovnih proteinskih namirnica, ¢iji su resursi limitirani, industrija hrane za zivotinje (kao prva
karika u lancu ishrane) se suo¢ava sa novim izazovima, koji imaju za cilj pobolj$anje postojece
proizvodnje kao i potragu za novim alternativnim izvorima hrane za Zzivotinje, a narocito

proteinskih komponenti.

U 2011. godini proizvedeno je 870 miliona tona hrane za zivotinje, ¢ija se vrednost
procenjuje na 350 milijardi dolara. Prema podacima Organizacije za hranu i poljoprivredu (Food
and Agriculture Organization, FAO) do 2050. godine proizvodnja hrane ¢e morati da poraste za
70% kako bi se zadovoljile svetske potrebe. Trenutno najcesce koriscéeni izvori proteina u ishrani
zivotinja su sojina sa¢ma kao sirovina biljnog porekla i riblje brasno animalnog porekla. Cena
ribljeg brasna, najkvalitetnijeg izvora animalnih proteina, je visoka. Takode, usled preterane
eksploatacije ribe, iz mora i okeana, limitirana je koli¢ina, $to predstavlja potencijalni problem u
buduénosti. S druge strane, biljni proteini dobijeni kao nusproizvod industrije ulja, su deficitarni
u pogledu pojedinih esencijalnih amino kiselina, a njihova proizvodnja je ogranicena usled
nedostatka obradivog zemljista. Samo u poslednjih osam godina, cena proteinskih hraniva se
udvostrucila i ve¢ predstavlja 60-70% ukupnih troskova proizvodnje hrane za zivotinje. Zbog sveg

ovoga, potraznja 1 istraZivanja na temu alternativnih izvora proteina je od velikog znacaja.

Jedno od potencijalnih reSenja je masovno uzgajanje insekata u cilju proizvodnje
visokoproteinskog hraniva. Masovnija upotreba ovog hraniva u industriji hrane za Zivotinje,

primarno bi mogla da bude alternativa ribljem brasnu, sojinoj saémi i ribljem ulju.

U svetu je danas poznato izmedu 1500-2000 jestivih insekata. Vecéina od njih se sakuplja
iz prirodnih stani$ta. Na podru¢ju Azije, Afrike i Latinske Amerike, insekti predstavljaju redovnu
namirnicu u ishrani ljudi, jer je jeftina, a nutritivno bogata sirovina. Takode, nije nepoznanica da
se insekti vekovima masovno uzgajaju u cilju proizvodnje meda, svile, kao i u medicinske svrhe.
Zapadne civilizacije tesko prihvataju upotrebu insekata u svakodnevnoj ishrani ljudi, najcesce
zbog bojazni od toksi¢nih, mikrobioloskih i hemijskih komponenti. Ove bojazni su ve¢inom
neutemeljene, jer vecina jestivih insekata, ukoliko se gaji pod kontrolisanim uslovima predstavlja
bezbednu sirovinu. Ovome u prilog ide i ¢injenica da se u poslednje vreme sve veci broj zemalja

Zapadne Evrope odlucuje na masovnu proizvodnju insekata u cilju proizvodnje brasna i ulja. Za



industrijske potrebe, proizvodnja jestivih insekata predstavlja relativno jednostavan proces i ne
zahteva velika ekonomska ulaganja. Potreba za prostorom je daleko manja, sirovine koje se koriste
u proizvodnji su jeftinije, a upotreba vode je daleko manja u poredenju sa proizvodnjom
konvencionalnih proteina. Dodatno, konverzija hrane kod insekata je mnogo efikasnija nego kod

toplokrvnih Zivotinja, jer ne zahtevaju utroSak energije na odrzavanje telesne mase.

Sa stanovniStva ekologije 1 zastite zivotne sredine, postoji mnostvo prednosti za masovni
uzgoj insekata, pogotovo Ste se njime doprinosi realizaciji koncepta cirkularne ekonomije. Za
potrebe uzgoja insekata mogu da se koriste biljne sirovine nizeg kvaliteta, poljoprivredni i
prehrambeni otapad. Na ovaj nacin proizvodnja insekata je veoma ekonomski isplativa i odrziva,
jer se za dobijanje visokoproteionskog i nutritivno bogatog proizvoda koristi otpad, a supstrat koji
zaostaje nakon uzgoja moze da se koristi u obogacivanju zemljista kao organsko dubrivo. Tokom
uzgoja insekata emisija gasova sa efektima staklene baste, je mnogo manja u odnosu na

proizvodnju drugih animalnih proteina.

lako Evropska Unija i FAO organizacija rade na popularizaciji upotrebe insekata u ishrani
ljudi i zivotinja, u zemljama zapadnog sveta jo§ uvek nije u potpunosti prihvac¢en ovaj trend u

ishrani ljudi, dok je u slucaju Zivotinjske ishrane situacija u mnogome povoljnija.

Primena insekata u proizvodnji hrane za Zivotinje ima veliki potencijal, pogotovo u ishrani
riba i zivine, koji za ove vrste Zivotinja ve¢ predstavljaju prirodnu hranu. lako animalni proteini
predstavljaju kvalitativno bolju sirovinu u odnosu na biljne u pogledu sadrzaja esencijalnih amino
kiselina, njthova primena u ishrani zZivotinja je usled zakonskih regulativa ogranic¢ena. Usled
nedostatka animalnih proteina u ishrani Zzivotinja, insekti kao sirovina nutritivno bogata
proteinima, mastima i mineralima imaju veliki potencijal kao izvor animalnih proteina, ali mogu
delimi¢no ili u potpunosti da zamene riblje brasno. U poslednjih par godina donete su zakonske
regulative Evropske unije, koje dozvoljavaju upotrebu insekata u ishrani riba, zivine, svinja i pasa.
Medutim da bi se omasovila proizvodnja insekata neophodna su dalja istraZivanja, koja ce
struénim znanjem 1 stavovima potkrepiti donoSenje novih regulativa, a sve u cilju dobijanja

bezbednog i kvalitetnog proizvoda.



2. Cilj istrazivanja



Istrazivanje ove doktorske disertacije se sastoji iz dva dela. Prvi deo ima za cilj
optimizacijiju uzgoja razliCitih vrsta insekata u cilju proizvodnje brasna od insekata. Drugi deo
istrazivanja ima za cilj izolaciju proteina iz braSna insekata i ispitivanje njihovih funkcionalnih
osobina, sa mogu¢noS¢u dalje primene u industriji hrane za zivotinje. Ciljevi istrazivanja su

graficki prikazani na Slici 1.

Prvi deo eksperimenta obuhvata odabir insekatskih vrsta i ispitivanje uticaja razlicitih
uslova uzgoja (vrste supstrata, trajanja uzgoja) na nutrtivne vrednosti brasna. Na osnovu dostupne
literature i moguce primene u ishrani zivotinja, odabrane su tri razli¢ite vrste: Tenebrio molitor
(Coleoptera: Tenebrionidae, crv brasnar), Zophobas morio (Coleoptera: Tenebrionidae, super crv)
i Acheta domesticus (Othoptera: Gryllidae, popac). U cilju obogacivanja nutritivnog sastava
punomasnog brasna od insekata, odabrana su tri razli¢ita supstrata za uzgoj, dok je vreme uzgoja
izabrano na osnovu zivotnog ciklusa svake insekatke vrste. Kriterijumi za izbor supstrata su bili
niska cena kostanja sirovine, poput otpada iz prehrambene industrije i poljoprivredne proizvodnje,
ali i dostupnost za nase podneblje. Za karakterizaciju nutritivnog sastava bras$na odabrani su

slede¢i parametri: osnovni hemijski sastav, amino kiseline, minerali i masne kiseline.

Drugi deo ove doktorske disertacije se odnosio na optimizaciju procesa/postupka izolacije
proteina i odredivanju funkcionalnih karakteristika izolata. U cilju dobijanja §to veéih prinosa,
optimizacija izolacije proteina se bazira na modifikaciji alkalne ekstrakcije, koja podrazumeva
korekciju vrednosti pH ekstrakcije i precipitacije. Radi dobijanja $to Cistijeg proteinskog izolata,
ukljucen je 1 korak preciS¢avanja, koji podrazumeva ponovljenu ekstrakciju taloga proteina.
Proteinski izolati, karakterisani su slede¢im osobinama: SDS elektroforeza, rastvorljivost,
kapacitet vezivanja vode i ulja, antioksidativna i antimikrobna aktivnost i aminokiselinski sastav.
Kako bi ispitao potencijal za antimikrobnu aktivnost, izvedena je enzimska hidroliza izolata, a

potom je dobijeni hidrolizat podvrgnut razli¢itim antimikrobnim testovima na dve vrste bakterija.



Optimizacija
nzgoja
insekata

Popci
\ Acheta dometicus /

Crv brasnar
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3. Pregled literature



3.1 Jestivi insekti kroz istoriju

Pretpostavlja se da su insekti desetinama hiljada godina bili sastavni deo ljudske ishrane.
Na osnovu slika pronadenih u pe¢inama, kao i hemijskom analizom zuba praistorijskog ¢oveka
potvrdeno je da, upotreba insekata u ljudskoj ishrani datira jo§ od perioda od 30.000 do 9.000
godina p.n.e. (van Itterbeeck i1 van Huis, 2012). Veruje se da je praistorijski covek na osnovu
posmatranja zivotinja i njihove ishrane insektima, najverovatnije usvajao njihove navike, po

kojima je uvrstio insekte u svoju svakodnevnu ishranu (Baiano, 2020).

Tokom istorije, stari Rimljani 1 Grei su pravili specijalna jela od skakavaca i razli€itih larvi,
a Alzirci su kuvali skakavce u slanoj vodi, a potom ih susili na suncu. U Australiji su stari
Aboridzini redovno koristili moljce u ishrani, tako $to su ih skupljali u prirodi, termicki obradivali
u vrelom pesku, a potom odstranjivali ekstremitete i glavu, kako bi meso dalje koristili u ishrani
(Bryant, 2008). U kineskoj medicini se vekovima insekti koriste u ishrani zbog svojih
mnogobrojnih pozitivnih uticaja po zdravlje ¢oveka (Dossey, 2010). Najpoznatije religije
danasnjice u svojim svetim spisima spominju upotrebu insekata u ljudskoj ishrani i dozvoljavaju

njihovu upotrebu (Das, 2020).

Slika 2. Konzumacija jestivih insekata na Institutu za prehrambene tehnologije u Novom Sadu



Danas je u svetu poznato oko 2.000 jestivih insekata, a vise od 2 milijarde ljudi na svetu
ih svakodnevno upotrebljava u svojoj ishrani (van Huis i sar., 2013). Vecina ovih grupa pripada
narodima Azije, Afrike i Latinske Amerike, §to se moze objasniti ¢injenicom da za mnoge insekte,
usled klimatskih uslova, ove teritorije predstavljaju prirodno staniste, te se zbog toga skupljaju iz
prirode i redovno Kkoriste u ishrani. Nasuprot ovome, u zapadnim civilizacijama, urbanizacija je u
mnogome promenila na¢in zivota savremenog ¢oveka i udaljila ga od prirode, ¢ime se ishrana
coveka viSe ne zasniva na sakupljanju hrane iz prirodnog staniSta (Cozzolino i sar., 2012). U
Evropi je entomofagija (ishrana insektima) zastupljena u 11 drzava i jo§ uvek nije Siroko
rasprostranjena (Jongema, 2017). Medutim, u poslednje vreme je prisutan trend porasta

popularizacije insekata u ishrani ljudi (Slika 2).

Nasuprot ljudima, vec¢ina zivotinja prirodno koristi insekte u svojoj svakodnevnoj ishrani.
U poslednjih par godina belezi se rastu¢i trend masovnog uzgoja insekata, u cilju proizvodnje
brasna za potrebe ishrane Zivotinja. NajceS¢e se masovno uzgajaju larve Hermetia illucens,
Tenebrio molitor i Alphitobius diaperinus, dok se skakavci i popci koriste za ishranu kuénih

ljubimaca i zivotinja u zooloskim vrtovima (Derrien i Boccuni, 2018)

3.2 Izazovi u industriji hrane za Zivotinje

The International Feed Industry Federation (IFIF) je globalna organizacija koja ima vaznu
ulogu u promovisanju odrzive, zdrave 1 bezbedne hrane za Zivotinje na globalnom nivou. Njena
uloga je veoma vazna u zemljama u razvoju, gde zajedno sa FAO organizacijom radi na
poboljSanju internacionalnih zakona 1 standarda koji uticu na industrijsku proizvodnju hrane za
zivotinje, a sve u cilju proizvodnje bezbednih, kvalitetnih i odrZivih proizvoda. Upravo su ove
dve organizacije predvidele da ¢e se do 2050. godine proizvodnja hrane povecati za 70%, a da ¢e
samim tim 1 potreba za hranom za Zivotinje kao prvom karikom u industriji hrane biti duplirana
(IFIF, 2012). Za uzgoj stoke koristi se 75% obradivog poljoprivrednog zemlljista i 8% ukupne
koli¢ine vode koju ¢ovek koristi (Foley i sar., 2011). Ove brojke ukazuju na to da poljoprivredni
usevi u buduénosti ne¢e moci da zadovolje potrebe industrije hrane za zZivotinje. U proizvodnji
hrane za Zivotinje, danas se najceS¢e koriste sojina sa¢ma/ulje 1 riblje brasno/ulje (Apri 1

Komalasari, 2020). Takode, procenjuje se da je stocarstvo jedan od glavnih zagadivaca vazduha



sa udelom od 14,5% ukupne emisije gasova staklene baste (7,1 gigatona COz godi$nje), stoga je
veoma pozeljna upotreba alternativnih proteina i u ljudskoj ishrani (Gerber i sar., 2013).

Sojina sacma predstavlja energetski bogatu sirovinu sa izbalansiranim aminokiselinskim
sastavom i naj¢esce se upotrebljava u ishrani stoke (Levi¢ i sar., 2005). Medutim, za uzgoj soje su
potrebne velike koli¢ine vode i velika povrSina obradivog zemljiSta, a ¢esto je povezana i sa
nekontrolisanom upotrebom pesticida (Thévenot i sar., 2018).

Najcesce koriS¢ena sirovina animalnog porekla u industriji hrane za Zivotinje je riblje
brasno. Trenutno 10% izlovljene ribe se koristi za proizvodnju ribljeg brasna/ulja, koje se dalje
najcesc¢e koriste u ishrani riba (FAO, 2011). U poslednjih desetak godina cena ribljeg brasna je
dramati¢no skocila na trzistu (Grafik 1), i iako je trend rasta zaustavljen, cena je i dalje ostala
izuzetno visoka (Tacon 1 Metian, 2008). Takode, sve je veéi problem sa izlovljavanjem riba i
pritisak javnosti da se industrija hrane za zivotinje, a pogotovo proizvodaci riba okrenu ka upotrebi
odrzivih sirovina (Deutsch i sar., 2007). Imaju¢i u vidu i trenutnu situaciju na globalnom nivou 1
energetsku krizu, cena transporta pomorskih brodova i proizvodnja ribljeg ulja/brasna ¢e biti veca
u godinama koje dolaze. S tim u vezi, cena ribljeg brasna i ulja u buducnosti nece biti isplativa za
male proizvodace, Sto ¢e ih primorati da se okrenu ka upotrebi nekih alternatvnih sirovina (van

Huis i sar., 2013).
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Grafik 1. Cena ribljeg ulja i brasna ($) po toni. (Tacon i Metian, 2008)
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Na osnovu svega navedenog, jasno je da se industrija hrane i1 hrane za Zivotinje nalazi na
prekretnici 1 da je neophodno da se nadu reSenja koja ¢e doprineti manjem utrosku energije,
manjem zagadenju zivotne sredine, a istovremeneo da zadovolje nutritivne zahteve zivotinja.
Vecinu ovih zahteva bi mogao da ispuni masovni uzgoj inesketa, kao nove visokoproteinske
sirovine. U svetu trenutno postoji nekoliko fabrika za masovni uzgoj insekata, ¢iji kapacitet nije
veci od 10 t dnevno (Cortes Ortiz, 2016). Ovaj kapacitet bi mogao da zadovolji zahteve samo
nekoliko farmi za uzgoj zivine (Cortes Ortiz, 2016). Ovi podaci ukazuju na neophodnost da se
poveca broj fabrika za uzgoj insekata, kako bi ova sirovina postala konkurentna konvencionalnim
sirovinama poput soje (van Huis i sar., 2015). Da bi sve ovo bilo izvodljivo, neophodno je da se
optimizuju uslovi gajenja insekata, ¢ime bi se smanjili troSkovi proizvodnje i tako omogucéili Siru

upotrebu insekata u industrijskoj preradi hrane za zZivotinje.

3.3 Alternativni proteini u industriji hrane za Zivotinje

U ishrani monogastri¢nih Zivotinja, trenutno se u svetu najcesce koriste proteinske sirovine
kao sto su kukuruz, sojina i suncokretova sa¢ma i pogaca uljane repice (Puragi¢ i sar., 2021). S
obzirom da se industrija hrane za zivotinje susreée sa velikim problemima uslovljenim
nedostatkom raspolozivih proteinskih sirovina, sve su vece teznje ka potrazi za novim,
alternativnim izvorima proteina.

Prilikom odabira novih proteinskih sirovina, neophodno je da ove sirovine budu dostupne,
da im trzi$Sna cena bude zadovoljavajuca, ali istovremeno i1 da ispune zahteve u vidu kvalitete 1 da
ne sadrze antinutrijente. Neki od najceS¢ih biljnih alternativnih proteinskih sirovina su razlicite
vrste pasulja, grasak, socivo, konoplja i razli¢ite vrste semenki Zzitarica (Puragi¢ i sar., 2021).
Zivotinjski proteini imaju povoljniji aminokiselinski profil i sadrzaja minerala u odnosu na biljne,
te se zbog toga sve viSe istrazuje primena razli¢itih insekata, morskih organizama i $koljki u ishrani
zivotinja (Miller, 2004). Najveca prepreka u brzoj i $iroj primeni ovih sirovina su zakonske
regulative, prihvatljivost konzumenata i cena kostanja, koja nije konkurentna sa cenama

konvencionalnih proteina (Puragi¢ i sar., 2019).
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3.3.1 Alternativni biljni izvori proteina
Kako potrosaci, tako i prehrambena industrija se sve viSe okre¢e ka upotrebi biljnih

proteina, kao zdravijoj i odrzivijoj sirovini u odnosu na Zivotinjske proteine.

3.3.1.1 Mahunarke i semena uljarica

Postoji veliki broj razli€itih biljnih sirovina koje se mogu koristiti kao izvori proteina, ali

najcesce su to razlicite vrste mahunarki i1 uljarica (Asgar 1 sar., 2010; Multari i sar., 2016).

Slika 3. Prikaz uzgoja fava pasulja (https://www.legumehub.eu/is_article/growing-faba-bean-
and-pea-in-the-nordic-region/)

Tako dovoljno neistrazena mahunarka, fava pasulja (Vicia faba L.) ima izuzetan potencijal
za ishranu Zivotinja (Slika 3). Ova mahunarka sadrzi oko 28% proteina, 1-2% ulja i veoma je
bogata vlaknima (7-9%) i polifenolima (Multari i sar., 2016). Osim svojih nutritivnih
karakteristika, ova biljka se moze posmatrati i sa stanovista ekologije, jer smanjuje koli¢inu azota
u vazduhu 1 mozZe da raste u ekstremnim klimatskim uslovima (Multari i sar., 2016). Socivo i
grasak, koji su slabijeg kvaliteta i nisu za ljudsku upotrebu, se takode mogu koristiti u ishrani
Zivotinja, kao visokoproteinske sirovine, ¢iji se sadrzaj kre¢e od 25 do 28% (Landero i sar., 2012).
Glavna prepreka u §iroj upotrebi so¢iva i graSka u ishrani zivotinja je sadrZzaj antinutritjenata.
Upotrebnom nekih od termickih tretmana, ovaj sadrzaj se moze smanjiti, ali ¢e istovremeno

povecava njegovu trzisSnu cenu (Millar i sar., 2019).
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Osim mahunarki, u ishrani Zivotinja se mogu koristitit i visokoproteinske uljane pogace,
koje nastaju kao nusproizvod u industriji ulja, nakon cedenja ulja. Tako bi pogaca uljane tikve
mogla da nade upotrebu u ishrani prezivara, jer sadrzi preko 60% proteina i bogata je esencijalnim
amino kiselinama poput lizina i metionina (Klir i sar., 2017). Pokazano je i da uti¢e na poboljsanje
ukusa i usvojivosti hraniva i da ne dolazi do smanjenja produkcije mleka u periodu laktacije kod

koza (Klir i sar., 2017).

3.3.1.2 Mikroalge

Mikroalge su visokokvalitetno hranivo, koje se moze koristiti kako u ishrani ljudi, tako i u
ishrani zivotinja (Puragi¢ i sar., 2021). Izuzetno su bogate proteinima, ¢iji se sadrzaj krece od 30
do 70%, ali i esencijalnim masnim kiselinama, kako linoleinskom (C18:3n3, n-3) tako i linolnom
(C18:2n6¢, n-6) (Kusmayadi i sar., 2021). Veruje se da je riblje ulje bogato esencijalnim masnim
kiselinama, upravo iz razloga §to se ribe hrane algama (Kusmayadi i sar., 2021). Mikroalge imaju
i visok sadrzaj pigmenata, koji su poznati kao prirodni antioksidansi, a takode su bogate i

vitaminom B12 (Hong i sar., 2017).
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Slika 4. Izgled biomase mikroalgi nakon perioda gajenja (Hong i sar., 2017)



Upotreba mikroalgi u ishrani zivotinja ima pozitivno dejstvo na prirast i na imunolosko
stanje zivotinja usled bioaktivnih komponenti koje imaju antibakterijsko i antivirusno dejstvo
(Lorenzo i sar., 2018). S obzirom da je vreme uzgoja mikroalgi relativno kratko, a biomasa koja
se dobija velika, ¢ine ovo hranivo jednim sa najveé¢im potencijalom u daljoj upotrebi u industriji

hrane za zivotinje (Madeira i sar., 2017). Izgled biomase mikroalgi prikazan je na Slici 4.

3.3.1.3 Proteini mikroorganizama algi, gljiva, kvasaca i bakterija Single-cell
protein

Biomasa mikroorganizama moze da bude hrana buduénosti. Pre viSe od Sest decenija prvi
put se pominje termin Single-cell protein koji obuhvata proizvodnju biomase mikroorganizama,
koja bi se koristila u ishrani ljudi i zivotinja kao nutritivno bogato i visokokvalitetno hranivo (Jones
sar., 2020). Sadrzaj proteina biomase na bazi bakterija moze da se krec¢e u vrednostima od 50 do
80%, ¢ime se svrstavaju u visokoproteinska hraniva buduénosti (Jones i sar., 2020). Rast biomase
mikroorganizama, poput kvasaca, gljiva, algi i bakterija je veoma veliki i u poredenju sa biljnim
kulturama, jer se oni svakodnevno mogu koristiti, dok su biljke dostupne samo u jednom periodu

godine (Puragi¢ i sar., 2021).

3.3.2 Insekti kao alternativni proteini

Insektima se prirodno hrane mnoge Zivotinje poput zivine i riba (Slika 5). Poznato je da se
u ribolovu musice i larve muva koriste kao mamci (van Huis i sar., 2013). S obzirom da se mnoge
zivotinje prirodno hrane insektima, pretpostavlja se da su ove zivotinje evolutivno adaptirane na
ovakvu vrstu hrane (Sealey i sar., 2011; Biasato i sar., 2016). U prilog tome idu i poslednja
istrazivanja, koja su pokazala da ve¢ina insekata moze u potpunosti da zadovolji nutritivne potrebe

zZivotinja u pogledu nutritivnog i aminokiselinskog sastava (MakKkar i sar., 2018).
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Sika 5. Slikoviti prikaz brojlera kako prirodno koriste crve u svojoj ishrani

(https://smallpethub.com/can-chickens-eat-mealworms/)

Najveci broj istrazivanja koji se bazirao na ishrani zivotinja insektima obuhvatio je larve
muva Hermetia illucens (Schiavone i sar., 2017; Schiavone i sar., 2018) i Musca domestica
(Hussein i sar., 2017; Allegratti i sar., 2018) i brasnara Tenebrio molitor (laconisi i sar., 2017,
Secci 1 sar., 2018) 1. IstraZivanja podrazumevaju potpunu ili delimi¢nu zamenu konvencionalnih
sirovina (sojine sa¢me 1 ribljeg brasna) sa larvama insekata. Dobijeni rezultati pokazuju da je
upotreba insekata u ishrani prasadi, pilica i riba dovela do pobolj$anja njihovog zdravstvenog
stanja, prinosa, ali i kvaliteta mesa (Veldkamp i sar., 2012; Barroso i sar., 2014; Biasato i sar.,
2018).

Upotreba insekata u ishrani Zivotinja ima mnoStvo prednosti u odnosu na upotrebu
konvencionalnih proteina: i) insekti u potpunosti mogu da zadovolje nutritivne zahteve veéine
zivotinja; 1) njihova proizvodnja ima mnogo manji uticaj na Zivotnu sredinu u odnosu na
proizvodnju konvencionalnih proteina; iii) neophodan prostor za proizvodnju 1kg insekata je
znatno manji u odnosu na konvencionalne proteine; iv) njihovom proizvodnjom se smanjuje
poljoprivredni i prehrambeni otpad (koji se koristi u ishrani) za dobijanje visokoproteinskog i
kvalitetnog proizvoda (Oonincx i Boer; 2012; van Huis i Oonincx; 2017; Makkar, 2018; Meneguz
i sar., 2018).

0Od 2000. godine pocinje da raste broj fabrika za proizvodnju brasna od insekata. Najvise
se za potrebe zivotinja uzgajaju larve muve Hermetia illucens, pri ¢emu su proizvedene koli¢ine

ovog insekta udvostru¢ene u periodu od 2014 do 2016. godine (Sogari i sar., 2019). U zavisnosti
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od vrste Zivotinja, larve ovog insekta mogu da zamene od 25-100% sojine sa¢me 1 ribljeg brasna.
Za njihov uzgoj koristi se vec¢inom prehrambeni otprad, ¢ija proizvedena koli¢ina iznosi 1,3
milijarde tona godisnje, a vrednost dostize 750 milijardi $ (FAO, 2011; The Economist, 2014).
Vecina fabrika za uzgoj larvi Hermetia illucens se nalazi u SAD-u, Kanadi, Kini, Juznoj Africi,

ali u poslednjih par godina i u Francuskoj, Holandiji i Nemackoj.

Osim ispitivanja kvaliteta i zdravstvene bezbednosti mesa, od zivotinja hranjenih
insektima, veoma je vazno da se ispita trziste i sveopsta prihvatljivost od strane konzumenata
ovakvih proizvoda. Ovo se prvenstveno odnosi na stanovnike zapadne i centralne Evrope, gde je
upotreba insekata u ishrani ljudi i Zivotinja i dalje neuobicajena. Na osnovu ispitivanja trzista, u
poslednjih par godina pokazao se rastuci trend u prihvatanju mesa dobijenog od Zivotinja hranjenih
insektima. Tako se u istrazivanjima u periodu od 2013-2015. godine, 88% ispitanika izjasnilo da
zeli vise informacije o upotrebi insekata u ishrani zivotinja, dok se 64% izjasnilo da nema bojazni
o upotrebi ovakvog mesa u svakodnevnoj ishrani (Verbeke i sar., 2015). U 2016. godini vecina
ispitanika u oblasti ribarstva je dalo pozitivno misljenje o upotrebi insekata u ishrani riba, pri cemu
su negativna misljenja bila od onih koji su verovali da se ishranom insekata utice na ukus mesa
ribe (Mancuso i sar., 2016). Samo dve godine kasnije, gotovo 80% ispitanika se izjasnilo pozitivno
0 upotrebi insekata u ishrani riba (Ankamah-Yeboah i sar., 2018). Na osnovu ispitivanja doslo se
do zakljucka da ispitanici i dalje nemaju dovoljno informacija o pozitivnom uticaju uzgoja insekata
kako na Zivotnu sredinu, tako i na zdravstveno stanje Zivotinja i kvalitet mesa (Sogari i sar., 2019).
Popularizacijom insekata i pruzanju vise informacija o njihovom pozitivnhom uticaju u ishrani

zivotinja 1 ljudi, moze se znatno povecati njihova sveopsta prihvatljivost.

3.4 Crv brasnar (Tenebrio molitor)

Crv brasnar (Coleoptera: Tenebrionidae, Tenebrio molitor) je insekt koji se najcesce
posmatra kao skladiSna Steto¢ina. Pronalazi se u razli¢itim vrstama braSna i zrnastog materijala, a
rasprostranjen je Sirom sveta (Ramos-Elorduy, 2002; Jaji¢ i sar., 2020). U poslednjih par godina

ovaj insekt se posmatra i kao jestiva vrsta.
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3.4.1 Zivotni ciklus crva brasnara

Crv brasnar prolazi kroz Cetiri Zivotna stadijuma: jaje, larva, lutka i odrasla jedinka - imago
(Slika 6). Zenke ovog insekta mogu da poloZe u proseku 500 jaja, iz kojih se nakon 3-9 dana na
temperaturi od 25°C pile larve (Ghaly i sar., 2009; Li i sar., 2013). Larve crva brasnara su zuto-
braon boje i u ovom stadijumu mogu da ostanu u periodu od 1-8 meseci (Siemianowska i sar.,
2013). Prosecna duzina larvi crva brasnara iznosi od 2,0-3,5 cm. Nakon stadijuma larve, prelaze u
stadijum lutke, koji traje od 5-28 dana (u zavisnosti od temperature), dok nakon toga dolazi
stadijum bube, koji traje u proseku 2-3 meseca (Li i sar., 2013; Hong i sar., 2020). Citav Zivotni
ciklus pri optimalnim uslovima moze da traje od 75 do 90 dana (Spencer i Spencer, 2006). Odrasla
jedinka crva braSnara, imago, je jedna od najvecih vrsta iz reda Coleoptera i prose¢ne duzine je

oko 1 cm (Siemianowska i sar., 2013).

( 2o

¢)

Slika 6. Razvojni stadijumi crva brasnara a) larva, b) lutka i c) imago

Ambijentala relativna vlaznost i temperatura su veoma vazni Uslovi za uzgoj crva brasnara.
Optimalna temperatura za njihov uzgoj od 25-28°C (Kim i sar., 2015), dok su temperature nize od
10 i vise od 35°C letalne za ovu vrstu insekta. Temperature nize od 17°C sprecavaju
razmnozavanje, dok temperature vece od 30°C izazivaju vecu stopu smrtnosti (Koo i sar., 2013).
Osim temperature, na normalan razvoj crva brasnara utice i relativna vlaznost vazduha. Dokazano

je da je optimalna vlaznost vazduha za uzgoj ove vrste izmedu 60 i 75% (Ribeiro i sar., 2018).
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U ishrani zivotinja i ljudi, Koriste se larve crva brasnara (Slika 7). Prema nacinu ishrane,
larve ovog insekta se mogu svrstrati u svastojede, odnosno mogu da se hrane 1 zivotinjskim 1
biljnim materijalom, pri ¢emu je vazno da sirovina sadrzi minimum 20% proteina (Ramos-
Elorduy, 2002). U uslovima komercijalnog gajenja najcesce se u njihovoj ishrani koriste pSenicne
mekinje ili pSenicno, ovseno i kukuruzno brasno, dok se kao izvor vode dodaju razlicite vrste
povréa i vo¢a (Hong i sar., 2013). Neka istrazivanja su pokazala da vrsta ishrane crva brasnara
utic¢e na nutritivni sastav larvi i da se optimizacijom ishrane moze poboljsati kvalitet proizvedenog

brasna (Rumbos i sar., 2020; Jaji¢ i sar., 2020; Dragojlovié i sar., 2022).

Slika 7. Prikaz larvi crva brasnara

Koeficijent konverzije hrane u slucaju celokupne mase (feed conversion ratio, FCR) za
crva brasnara iznosi tri, dok za Zivinu i prasad iznosi 1,7 i 2,3 respektivno (Oonincx i sar.m 2015;
Wilkinson i sar. 2011). Imajuéi u vidu da su svi delovi larve jestivi, za razliku od drugih animalnih
proizvoda, moze se re¢i da je konverzija hrane u slucaju crva brasnara bolja u odnosu na zivinu i
prasad (Wilkinson i sar. 2011). Dnevna specifi¢na stopa rasta (specific growth rate/day) pri
optimalnim temperaturama je visa u odnosu na zivinu i iznosi 16,6% (Bjerge i sar., 2018). Sli¢no
kao 1 u slucaju nutritivnog sastava, pokazano je da vrsta ishrane crva brasnara utice na njegov rast
1 reprodukciju (Rumbos 1 sar., 2020), ¢ime se opet namece ideja o neophodnosti optimizacije

uzgoja insekata.
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3.4.2 Nutritivni sastav larvi crva braSnara

Larve crva brasnara su prepoznate kao nutritivno bogata sirovina koja bi u buduénosti
mogla da se redovno koristi u ishrani ljudi i Zivotinja. U ishrani zivotinja, larve crva brasnara imaju
potencijal da se koriste kao punomasno brasno, proteinsko brasno i ulje. Punomasno brasno
podrazumeva osusene larve, koje su potom samlevene i dalje mogu da se koriste u ishrani zivotinja.
Obezmaséeno proteinsko brasno podrazumeva da se iz punomasnog braSna ekstrahuje ulje
(mehanicki ili putem nekih zdravstveno bezbednih rastvaraca), ¢ime se dobijaju dve sirovine:
proteinsko brasno i ulje.

Larve crva brasnara su prepoznate kao izvor proteina, ¢iji se sadrzaj krece u vrednostima
od 47,0 do 60,2% (Ghosh 1 sar., 2017; Ao 1 sar., 2020; Boulous i sar., 2020). U poredenju sa
konvencionalnim sirovinama, koje se pretezno koriste u formulacijama zivotinjskih hraniva, moze
se re¢i da je sadrzaj proteina u larvama crva braSnara visi nego u sojinoj sa¢mi (49,4%) i nesto nizi
u odnosu na riblje brasno (67,5%) (Boulous i sar., 2020). Larve crva brasnara sadrze polisaharid
hitin (izgraden od glukozamina i N-acetilglukozamina), koji u svojoj strukturi sadrzi azot. Zbog
toga neki autori smatraju da je sadrzaj proteina dobijen Kjeldahl metodom nerealno visok, jer se
prilikom prorac¢una uzima ukupan azot koji se mnozi sa koeficijentom (kp) od 6,25. Stoga su za
proracun proteina u crvu brasnaru predlozeni i slede¢i koeficijenti: 4,74 (Belghit i sar., 2019); 4,75
(Janssen i sar., 2017) i 5,41 (Boulous i sar., 2020). Kada bi se u obzir uzeli ovi koeficijetni, moze
se re¢i da bi sadrzaj proteina bio sli¢an sa proteinima u sojinoj sa¢mi, dok bi daleko niZi bio u

poredenju sa ribljim braSnom.

U zavisnosti od nacina tehnoloSkog postupka obrade larvi, sadrZaj masti u larvama crva
brasnara se kre¢e u intervalu od 19,1 do 36,7% (Ghosh i sar., 2017; Boulous 1 sar., 2020; Hong i
sar., 2020). U poredenju sa sojinom sa¢mom (1,4%) i ribljim brasnom (10,4%), larve crva brasnara
sadrze vec¢u koli¢inu masti (NRC, 2012). Sadrzaj sirovih vlakana u larvama se kre¢e u opsegu od
4,19 do 22,35% i uglavnom potice od kutikule (Hong i sar., 2013). Vrednosti za sadrZaj sirovih
vlakana su vece u odnosu na riblje brasno (0,26%) 1 sli¢ne sa sojinom sacmom (7,43%) (NRC,
2012). Najvec¢i udeo u ukupnim vlaknima €ini hitin, koji je kompleksnim strukturama vezan za
proteine, lipide i ostale komponente (Selenius 1 sar., 2018). Po svojoj strukturi hitin je veoma sli¢an
celulozi (Slika 8), pa se za njegovo odredivanje mogu koristititi ADF vrednosti (acid detergent

fiber) (Finke 1 sar., 2007). Sadrzaj pepela u larvama crva braSnara se kre¢e od 2,65 do 6,99%, §to
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je nize u odnosu na sadrzaj pepela u sojinoj saémi (7,2%) i ribljem brasnu (17,2%) (NRC, 2012;
Hong i sar., 2020).

Hitin
0= c CHy o= c CHy
CH OH CH OH
CH
2]
cn,oH
0=C—CHy o-c ~CHy
Celuloza
CH o~ CH, on
CH,OM CH,OH

Slika 8. Strukturna formula hitina i celuloze (Le, 2000)

Aminokiselinski sastav crva brasnara je visokokvalitetatan, stoga se moZe smatrati za
kvalitetnu proteinsku sirovinu pogodnu za ishranu Zivotinja. Najzastupljenije esencijalne amino
kiseline su leucin, valin i lizin, dok su manje zastupljene histidin, metionin i triptofan (Ravzanadii
i sar., 2012; Heidari-Parsa, 2018). Koli¢ina lizina se kre¢e od 1,58 do 5,76%, dok je metionin
prisutan u koli¢ini od 0,52 do 2,20% racunato na suvu materiju (Jin i sar., 2016; Yoo i sar., 2019).
Sadrzaj lizina, metionina, treonina, triptofana i valina je ve¢i u odnosu na koli¢inu u sojinoj sa¢mi,
dok je sadrzaj lizina, metionina i treonina niZi u larvama crva brasnara u odnosu na riblje brasno

(NRC, 2012).

Najzastupljeniji mineral u larvama crva brasnara je fosfor i nalazi se u koli¢inama od 0,70
do 1,04% (racunato na suvu materiju) (Ravzanadii i sar., 2012). Kalijum se takode nalazi u znatnoj
koli¢ini, od 0,74 do 0,95%, dok je najmanje pristutan kalcijum i to od 0,04 do 0,50% (Boulous i
sar., 2020). Od mikroelemenata najvise je zastupljen cink 1 to u koli¢ini od 102,0 do 117,40 mg/kg,
a najmanje bakar od 12,3 do 20 mg/kg (Heidari-Parsa, 2018).

U pogledu zasi¢enih masnih kiselina, larve crva brasnara sadrze najvecu koli¢inu

palmitinske kiseline (C16:0) u vrednostima od 9,33 do 17,21%, zatim miristinske kiseline (C14:0)
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od 2,12 do 5,21% 1 stearinske (C18:0) u opsegu od 0,26 do 3,06%. U okviru mononezasic¢enih
masnih Kkiselina najzastupljenije je oleinska (C18:1n9c) u rasponu od 40,78 do 49,71%, dok je
jedna od esencijalnih kiselina, linolna (C18:2n6¢) najviSe zastupljenja medu polinezasi¢enim
masnim kiselinama, od 24,19 do 35,58% (Ravzanadii i sar., 2012; Heidari-Parsa, 2018). Druga
esencijalna masna kiselina linolenska (C18:3n3) je prisutna u malom procentu i to od 0,35 do
2,27%. Nekoliko istrazivanja je pokazalo da uticaj ishrane insekata uti¢e na masnokiselinski sastav
larvi i da se moze obogatiti dodatkom hraniva bogatog esencijalnim masnim kiselinama u toku

gajenja insekata (St-Hilaire i sar., 2007; Oonincx i sar., 2021).

3.4.3 Potencijalna primena crva brasnara u ishrani Zivotinja

Larve crva brasnara imaju veliki potencijal da se koriste u ishrani Zivine i to kao potpuna
ili delimi¢na zamena sojinoj sa¢mi 1 ribljem brasnu. U pogledu proteina i masti, larve crva brasnara
bi mogle u potpunosti da zadovolje potrebe vecine gajenih zivotinja (Ramos-Elorduy i sar., 2002).
Medutim, nedostatak je limitirajuéi sadrZaj metionina i neadekvatan odnos Ca:P (Makkar i sar.,
2014). Ovaj nedostatak se prevazilazi dodavanjem sintetiCkog metionina i CaCO3 (sto¢ne krede)

u formulaciju za ishranu zivotinja (Puragi¢ 1 sar., 2009).
Zivinarstvo

U ishrani brojlera preporucuje se dodavanje do 10% suvih larvi crva braSnara, bez
negativnih posledica na ukus i miris hraniva kao i na usvajanje i konverziju hrane (Ramos-Elorduy
1 sar., 2002). Dok se u nekim slu¢ajevima preporucuje udeo i do 25% u smesi, bez negativnih
uticaja (Schiavone i sar., 2014). Smesa za brojlere koja sadrzi od 0,3 do 15% larvi crva brasnara
moze pozitivno da utice na prirast i konverziju hrane bez negativnog uticaja na ukus 1 miris mesa
(Benzertiha i sar., 2020; Sedgh-Gooya i sar., 2020). Dodatak crva brasnara u ishrani brojlera moze
da ima pozitivno dejstvo na zdravlje i imunolosko stanje brojlera, jer je pokazano da je odnos
albumina/globulina u krvi povoljniji, §to najverovatnije ima veze sa prebiotskim dejstvom hitina
(Bovera i sar., 2015). Na osnovu rezultata bioloskih ogleda, moze se re¢i da se produkcija jaja
moze povecati za 2,5% ukoliko se u ishranu koka nosilja ukljuci 1 braSno crva brasnara (Sedgh-

Gooya i sar., 2021).
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Ribarstvo

Larve crva brasnara mogu da se koriste u uzgoju razli¢itih vrsta riba, gde u zavisnosti od
nacina ishrane (da li su svastojedi ili mesojedi) moze da se dozira odgovarajuéa koli¢ina ovog
hraniva (Henry i sar., 2015). Tokom tehnoloskog procesa proizvodnje hrane za ribe, najéesce se
koristi proces ekstrudiranja (Banjac i sar., 2021). Punomasno brasno od crva brasnara moze
negativno uticati na kvalitet proizvedenog ekstrudata, stoga je neophodno da se brasno prvo

obezmasti kako bi se dalje koristilo u proizvodnji hrane za ribe (Rema i sar., 2019).

U ishrani pastrmke punomasno brasno crva brasnara moze da zameni 50% ribljeg brasna,
dok ga u potpunosti moZe zameniti ukoliko se brasno obezmasti (Belforti i sar., 2015; Melenchon
i sar., 2020). U ishrani brancina punomasno brasno crva bra§nara moze da zameni 30-50% ribljeg
brasna i pri tome nema uticaja na rast i konverziju hrane (Antonopoulou i sar., 2019; Mastoraki i
sar., 2020). Obezmas$c¢enjem brasna moze da se poveca i njegov udeo, i tada moze da zameni 80%
ribljeg brasna (Mastoraki i sar., 2020). Zamena 60% ribljeg braSna, braSnom od crva brasnara ne
uti¢e na performanse rasta i prinos somova, dok vece koli¢ine redukuju rast i konverziju hrane
(Roncari i sar., 2015). Pokazano je da upotrebom brasna ovog insekta dolazi do znatnog povecanja
mase Skampa (shrimp) i bolje konverzije hrane, pri ¢emu bi bra$no crva brasnara u potpunosti
moglo da zameni riblje brasno u ishrani ovih rakova (Chung i sar., 2015). Rezultati istrazivanja
bioloskih ogleda na ribama i uticaj ishrane crvom brasnarom su pokazala pozitivne rezultate 1

mogucnost dalje komercijalizacije ovog brasna (Shafique 1 sar., 2021).
Svinjarstvo

Za razliku od Zivinarstva i ribarstva, do danas ima malo podataka o potencijalnoj primeni
crva braSnara u ishrani svinja i prasadi. Za ishranu ovih Zivotinja, bila bi neophodna velika koli¢ina
ovog hraniva, pa verovatno zbog toga jo§ uvek nema dovoljno dostupnih podataka o njihovom
uticaju na ishranu (Hong 1 sar., 2021). Medutim, neki ogledi koji se odnose na uticaj ishrane crva

brasnara na stanje prasadi su ipak sprovedeni.

Ukljucivanje brasna od crva brasnara u ishranu prasadi do 6% dovodi do povecanja prirasta
i konverzije hrane (Jin i sar., 2016). Suplementacija braSnom dovodi do povecane svarljivosti
proteina i lakSeg usvajanja amino kiselina, $to se manifestuje poboljSanim rastom prasadi (Meyer

i sar., 2020). U ogledima u kojima je izvrSena potpuna zamena ribljeg brasna, brasnom 0vog
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insekta, nije bilo zna¢ajnog uticaja na prirast i konverziju hrane u odnosu na ishranu ribljim
brasnom (Ao i sar., 2020; Ko i sar., 2020). Na osnovu pomenutih istrazivanja, moze se re¢i da je
brasno crva brasnara pogodno za ishranu prasadi. Sa druge strane za ishranu svinja u porastu i tovu
neophodna je mnogo veca koli¢ina brasna, te su dalja istrazivanja o upotrebi ovog hraniva

neophodna.

3.5 Super crv (Zophobas morio)

Super crv (Coleoptera: Tenebrionidae, Zophobas morio) je insekt koji ima veliki potencijal
u prehrambenoj industriji 1 industriji hrane za Zivotinje, ali je do skoro u potpunosti bio zanemaren
od strane naucne zajednice. Nasuprot zapadnoj civilizaciji, drevni narodi u Meksiku ga
upotrebljavaju u redovnoj ishrani ljudi, dok se u Brazilu gaji kao Zivotinjsko hranivo (Ramos-
Elorduy, 2009; Araujo i sar., 2019). U poslednjih par godina privlaéi sve ve¢u paznju kako naucne

zajednice iz oblasti hrane, tako i uzgajivaca insekata (Kim i sar., 2015; Harsanyi i sar., 2020).

3.5.1 Zivotni ciklus super crva

Kao i crv brasnar, super crv pripada familiji Tenebronidae. Insekti ove familije su poznati
kao skladiSne StetoCine, ali super crv se moze povezati sa ovim kontekstom jedino u sluc¢aju
pSeni¢nog brasna (Hangstrum i Subramanyam, 2009). To ukazuje da je njegova uloga kao
skladiS$ne Steto€ine zanemarljiva. Super crv je prirodno nastanjen u tropskim predelima Centralne

i Juzne Amerike, a u poslednje vreme se gaji i na teritoriji Evrope i Azije (Yuan i sar., 2012).

Super crv prolazi kroz Cetiri Zivotna stadijuma: jaje, larva, lutka i odrasla jedinka- imago
(Slika 9). Zenka super crva u proseku polozi oko 2.000 jaja (Tschinkel, 1993), koja su okrugla i
duzine oko 1,7 mm (Fursov i Cherney, 2018). Nakon osam dana, iz jaja se pile larve, na
temperaturi od 25°C (Kim i sar., 2015), koje su Zzuto-braon boje, a ¢ija duzina moze da dosegne
do 55 mm (Friederich i Volland, 2004). Duzina trajanja stadijuma larve je uslovljena mnogim
faktorima, ali traje mnogo duze u odnosu na crva brasnara. Tako da larve koje se nalaze u uslovima
gde se gaje sa ostalim larvama mogu da ostanu u ovom stadijumu u periodu od jedne godine
(Mancini i sar., 2019). U stadijum lutke prelaze tek kada se fizic¢ki odvoje od ostatka larvi. Ovaj
fenomen je povezan sa mehanizmom kontaktne simulacije izmedu larvi i pokazano je, da je Sto je

veca gustina larvi, manja je koli¢ina lutaka (Tschinkel i Willson, 1971; Kim 1i sar., 2015).
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Pretpostavlja se da je ovapojava posledica odbrambenog mehanizma od kanibalizma (Rumbos i
Athanassiou, 2021). Dakle, za masovno gajenje, a u cilju dalje reprodukcuje super crva, ovaj
fenomen bi mogao da bude otezavajuca okolnost, jer zahteva dosta dodatnog manuelnog rada, koji
bi povecao troSkove proizvodnje. Izolovane larve prelaze u stadijum lutke koji traje od 13-15 dana
na temperaturi od 25°C (Quennedey i sar., 1995). Iz stadijuma lutke se kasnije razvijaju odrasle
jedinke, koje su karakteristi¢ne crne boje i duzine od 38 do 57 mm. U ovom stadijumu super crv

moze da bude do 6 meseci (Fursov i Cherney, 2018).

a) b) )

Slika 9. Razvojni stadijumi super crva: a) larva, b) lutka i c) imago

Uslovi gajenja su veoma sli¢ni uslovima za crva brasnara. Optimalna temepratura za je
izmedu 25 1 28°C, a relativna vlaznost vazduha u opsegu izmedu 60 i 70% (Zaelor i1 Kitthawee,
2018). Kanibalizam je Cesta pojava kod ove vrste insekata, stoga je veoma vazno da se regulisu
optimalni uslovi za rast 1 razvoj, kao i da ima dovoljno raspoloZive hrane. Naj¢eS¢e se u ishrani
super crva koriste pSeni¢ne mekinje, razlicite vrste Zitarica i brasna, dok se kao izvor vode i
minerala dodaju razli¢ite vrste voca i povréa (Ichikawa i Kurauchi, 2009; van Broekhoven i sar.,
2015). Neka istrazivanja su pokazala da se super crv moze gajiti na razli¢itim vrstama
prehrambenog otpada poput hleba, konditorskih proizvoda, kore od krompira i proizvodima
industrije alkohola i vrenja poput kvasca, kao i ostacima kukuruza nakon destilacije (van

Broekhoven i sar., 2015). Medutim, treba uzeti u obzir da otpad iz poljoprivredne industriji poput
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razli¢ite vrste lis¢a moZe da uspori rast super crva, tako da je i u ovom slu¢aju vazna optimizacija

uslova gajenja ovog insekta (Harsanyi i sar., 2020).

3.5.2 Nutritivni sastav larvi super crva

Kao i u slucaju crva brasnara, larve super crva, u odnosu na lutku i imaga, imaju najveci
potencijal u ishrani zivotinja. Larve ovog insekata su veoma bogate nutrijentima (Slika 10).
Najcesce se posmatraju kao proteinske sirovine, usled visokog sadrzaja proteina koji se kreé¢e od
38,75 do 53,75% (Barroso i sar., 2014; Bosch i sar., 2014; Adamkova i sar., 2016). Sli¢no kao i sa
sadrzajem proteina u crvu braSnaru, postoji moguénost da su ove vrednosti vise od realnog
sadrzaja proteina zbog prisustva hitina. U poredenju sa sojinom sa¢émom i ribljim brasnom, moze
se re¢i da larve ovog insekta imaju sli¢an sadrzaj proteina sa sojinom sa¢mom, dok je nesto nizi U

odnosu na riblje brasno (NRC, 2012).

Slika 10. Larve super crva

Larve super crva su bogat izvor masti, ¢iji se sadrZaj kre¢e u opsegu od 31 do 43,6%
(Rumbos 1 Athanassiou, 2021). Koli¢ina masti u larvama super crva je uslovljena uslovima
gajenja, polom, zivotnim stadijumom i ishranom larvi (van Broekhoven i sar., 2015; Adamkova i
sar., 2016). Koli¢ina masti je mnogo vec¢a u odnosu na konvencionalne sirovine koje se koriste u

ishrani zivotinja poput sojine sa¢me i ribljeg brasna (NRC, 2012). Stoga, imajuci u vidu visok
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sadrzaj masti, larve super crva se mogu koristiti za dobijanje ulja u industriji hrane za zivotinje.
Sadrzaj sirovih vlakana u larvama super crva se krece oko 9%, od ¢ega najvec¢i udeo ima hitin
(Harsanyi i sar., 2020). Sadzaj hitina u larvama super crva se kre¢e od 3,9 do 6% (Adamkova i
sar., 2016). Koli¢ina pepela u larvama super crva se kre¢e od 2,4 do 8,2%, Sto je veoma sli¢no sa

sadrzajem pepela u sojinoj saémi 1 manje u odnosu na riblje brasno (NRC, 2012).

Najzastupljenije esencijalne amino kiseline u larvama ovog insekta su leucin, lizin i
izoleucin. Leucin je zastupljen od 3,4 do 4,5%, lizin od 2,4 do 2,9% i izoleucin od 2,2 do 2,4%
(Bosch i sar., 2014; Finke, 2015). Kao hranivo u ishrani Zivotinja, limitiraju¢a amino kiselina je
metionin, ¢ije se vrednosti kre¢u od 0,5 do 1,0% (Harsanyi i sar., 2020). Od neesencijalnih
aminokiselina najzastupljenije su glutaminska, od 5,7 do 6,6%, asparaginska, od 3,8 do 4,7% i
tirozin od 3,3 do 3,9% (Bosch i sar., 2014; Finke, 2015). Aminokiselinski profil larvi super crva
je veoma povoljan i zbog toga moze da bude vredno hranivo u ishrani Zivotinja, uz odgovarajucu
suplementaciju metioninom. U pogledu aminokiselinskog profila, larve super crva bi mogle da

budu adekvatna zamena sojinoj sami, ali neSto losija ribljem brasnu (NRC, 2012).

Od mineralnih materija u larvama super crva, najzastupljeniji su kalijum u procentu od
0,75 do 0,77% 1 fosfor od 0,56 do 0,57%, dok je sadrzaj kalcijuma, od 0,03 do 0,07%, i
magnezijuma, od 0,04 do 0,1% veoma nizak (Rumbos i sar., 2020). Najzastupljeniji mikroelementi
u larvama super crva su cink u rasponu od 2,3 do 8,2 mg/kg i gvozde od 2,3 do 5,4 mg/kg (Finke,
2015). Nedostatak kalcijuma u ishrani Zivotinja izaziva bolesti vezane za normalan razvoj kostiju.
Medutim, suplementacijom kalcijuma u ishrani insekata bi mogao da se poveca njegov sadrzaj u
larvama insekata, ¢ime bi omogucilo da ovo hranivo bude konkurento ribljem brasnu u pogledu

sadrzaja kalcijuma (Anderson, 2000).

U pogledu masnokiselinskog sastava, larve super crva su bogate zasi¢enim masnim
kiselinama u udelu od 38,8 do 44,6% ukupnih masnih kiselina i mononezasi¢enim masnim
kiselinama, u udelu od 32,1 do 42,4% ukupnih masnih kiselina (Aratjo i sar., 2019). Od zasi¢enih
masnih kiselina, najvise je zastupljena palmitinska kiselina (C16:0) u udelu ukupnih kislelina od
29,1 do 32,40%, a oleinska u slu¢aju mononezasi¢enih masnih kiselina (C18:1) od 31,1 do 38,0%
na ukupan sadrZaj masnih kiselina (Barroso 1 sar., 2014). U pogledu polinezasi¢enih masnih
kiselina linolna kiselna je najzastupljenija i to u udelu od 15,6 do 23,4% (Aradujo i sar., 2019). Kao

i u slucaju masnokiselinskog sastava larvi crva braSnara, larve super crva imaju nizak sadzaj
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linolenske kiseline, ali se ishranom mozZe uticati na povecanje njene koli¢ine (St-Hilaire i sar.,

2007).

3.5.3 Potencijalna primena super crva u ishrani Zivotinja

Larve super crva predstavljaju nutritivno bogatu sirovinu, koja najvise ima potencijala da
se koristi u ishrani Zivine i riba. Trenutno, jedan od mogucéih ograni¢avajuéih faktora za masovniju
upotrebu moze biti komplikovaniji uzgoj usled dodatnog manuelnog rada, koji zahteva izolaciju

larvi za dalje postupak razmnoZavanja i povecanje biomase.
Zivinarstvo

U pojedinim istrazivanjima pokazano je da dodatak malih koli¢ina (od 0,3 do 0,4%)
punomasnog brasna od larvi super crva moze pozitivno na da utice na rast i imuni sistem brojlera
(Islam i Yang, 2017; Benzertiha i sar., 2020). Dodatak punomasnog brasna od larvi super crva ima
niz korisnih efekata na prirast, konverziju hrane, ilealnu svarljivost, dejstvo enzima pankreatina i
na prebiotsko dejstvo (Benzertiha i sar., 2019). Prebiotsko dejstvo u crevnom traktu brojlera se
ogleda u podsticanju rasta bakterija poput Actinobacteria, koje imaju zastitnu ulogu od patogena
(Jozefiak 1 sar., 2020). Takode, pokazano je da zamena sojinog ulja, uljem od larvi super crva nije
uticala na performanse rasta brojlera 1 iskoristivost hrane, ¢ime Se pruza mogucénost Sire upotrebe

(Kieronczyk 1 sar., 2018).
Ribarstvo

Super crv jo§ uvek nije na listi zakonski odobrenih insekata Evropske Unije koji se mogu
koristiti u ishrani riba. Medutim, ovo nije sprecilo da se mnoga istrazivanja sprovedu na ovu temu.
U nau¢noj zajednici, larve super crva su prepoznate kao kvalitetno hranivo, koje moze da zadovolji

nutritivne potrebe vecine riba i da smanji upotrebu ribljeg brasna.

Tako je pokazano da upotrebom larvi super crva u udelu od 15 i 30% kao zamena sojinoj
sa¢mi/ulju nije dovela do negativnog uticaja na rast vrste ribe Nile tilapia (Alves i sar., 2020).
Ipak, ve¢i udeo brasna od larvi super crva (viSe od 30%) vodi ka manjoj usvojivosti hrane,
svarljivosti proteina i manjem prirastu, $to je najverovatnije povezano sa deficitarnim sadrzajem

nekoliko esencijalnih amino kiselina poput metionina i triptofana u larvama super crva (Jabir i sar.,
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2012a). Takode, vece koli¢ine su imale uticaja na nutrtitivni sastav mesa ribe, koji je
podrazumevao veci sadrzaj vode 1 masti, a manji sadrzaj proteina i pepela u odnosu na kontrolno
hranivo (Alves i sar., 2020). Na osnovu istrazivanja, u ishrani ribe Nile tilapia-e se preporucuje
udeodo 25% brasna larvi super crva kao zamena ribljem brasnu (Jabir i sar., 2012b). Ovaj procenat
bi mogao da bude veéi, ukoliko se brasno super crva obogati sirovinama prirodno bogatim
metioninom. Hidrolizovano i obezmasc¢eno braSno larvi super crva bi moglo da se koristi u vecoj
koli¢ini (30% zamena ribljem bras$nu ) u ishrani riba poput lososa sa pozitivnim dejstvom na

konverziju hrane i prirast (Mikotajczak i sar., 2020).
Svinjarstvo

Larve super crva se mogu Koristiti u ishrani prasadi, medutim potrebna je velika koli¢ina
kako bi se zadovoljile nutritivne potrebe ovih Zivotinja. Stoga, do danas je veoma malo istrazivanja
radeno na ispitivanju uticaja ishrane larvama super crva na performanse rasta prasadi i svinja. Mali
broj istrazivanja je pokazao da dodatak bra$na od larvi super crva u udelu od 5% pozitivno utice
na usvojivost amino kiselina u poredenju sa kontrolnim hranivom na bazi kukuruza i soje (Liu i
sar., 2020). IstraZivanje je pokazalo da se koriS¢enjem larvi super crva smanjuje ucestalost dijareje,
koja je karakteristi¢na za period odbijanja prasadi od sisanja (Ji i sar., 2016). Sto se ti¢e svinjarstva,
moze se reci da larve super crva imaju najveci potencijal u ishrani prasadi, ali su neophodna dalja

istrazivanja, kako bi se u buduénosti ovo hranivo moglo da se komercijalizuje.

3.6 Popci (Acheta domesticus)

Popci (Orthoptera: Grylliadae, Acheta domesticus) poti¢u sa podru¢ja Jugozapadne Azije,
a danas su jedni od najeS¢e masovno uzgajanih insekata na svetu (Lundy i Parrella, 2015). U
pojedinim kulturama se koriste u ljudskoj ishrani, a Siroko se upotrebljavaju i u ishrani egzoti¢nih
ljubimaca (van Huis, 2013). U ishrani se koriste odrasle jedinke (Slika 11). S obzirom na to da je
vreme uzgajanja ovih insekata veoma kratko i da njihov uzgoj ne zahteva velike utroske energije,

ovi insekti imaju veliki potencijal za Siroku upotrebu kako u ishrani zivotinja, tako i u ishrani ljudi.
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Slika 11. Odrsala jedinka popca

3.6.1 Zivotni ciklus popaca

Zivotni ciklus popa traje u proseku od 30 do 50 dana u zavisnosti od spoljasnjih uslova
gajenja. Popci polazu jaja u treset, zemlju ili pesak, a potom se nakon 14 dana razvijaju nimfe. U
stadijumu nimfe popci provode oko 40 dana. Zrelost u proseku dostizu nakon 41 do 60 dana od
pocetka uzgoja (Slika 12) (Fernandez-Cassi i sar., 2019). Farme popaca godisnje mogu da
proizvedu od 8-10 cikluca (generacija) insekata (Halloran i sar., 2017). Prilikom masovnog uzgoja
popaca, prosecna gustina iznosi od 6.000 do 12.000 popaca/m?. Za uzgoj vazno je da se podese
optimalni uslovi za rast i razvoj. Optimalna temperatura je od 25 do 30°C, a relativna vlaznost
vazduha od 60 do 80% (Fernandez-Cassi i sar., 2019).
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Slika 12. Graficki prikaz uzgoja popaca (Fernandez-Cassi i sar., 2019)

U masovnoj proizvodnji popci se najéesce gaje na gotovoj smesi za uzgoj koka, sa visokim
sadrzajem proteina (od 20 do 22%). Neki proizvodaci, da bi izbegli visoke troskove hrane, koriste
pehrambeni otpad poput voéa i povréa u proizvodnji popaca (Collavo i sar., 2005). Prilikom uzgoja
ove vrste insekata vazno je obezbediti izbalansiranu ishranu popaca sa dostupnom koli¢inom vode
1izvorima minerala i vitamina, jer se u suprotnom moze javiti kanibalizam (Durst i Hanboonsong,
2015). Pojedina istrazivanja su pokazala da se popci mogu gajiti na prehrambenom otpadu, pod
uslovom da nutritivno zadovoljavaju njihove zahteve u pogledu sadrzaja ugljenih hidrata i masti

(Lundy i sar., 2015; Dobermann i sar., 2018).

3.6.2 Nutritivni sastav popaca

Sa stanoviSta nutritivnog sastava popaca, moze se re¢i da oni predstavljaju
visokoproteinsku sirovinu, ¢iji se sadrzaj krece od 64,10 do preko 70% (Rumpold i Schliter,
2013). U poredenju sa mesom junetine, svinjetine i piletine, sadrZaj proteina u popcima je mnogo
veéi (Zhong, 2017). 1z tog razloga, teoretski popci bi u potpunosti mogli da zamene upotrebu
ribljeg brasna i sojine saéme U ishrani Zivotinja, u pogledu sadrZaja proteina (Alfiko i sar., 2021).
Za razliku od larvi crva braSnara i super crva, ovi insekti sadrze manju koli¢inu masti, koja se
kre¢e u vrednositma od 8,9 do 20% (Bawa 1 sar., 2020). Sa druge strane, iako je sadrzaj masti veci
u odnosu na sojinu sacmu 1 ne$to malo vec¢i u odnosu na riblje braSno ovaj sadrzaj masti ne bi
mogao da zadovolji nutritivne potrebe vecine zivotinja (Alfiko i sar., 2021). Sadrzaj pepela je
relativno nizak i krece se u vrednostima od 3 do 5%, dok je sadrzaj ukupnih vlakana u vrednostima

od 6 do 17% 1 €ini ga pretezno hitin (Rumpold i Schliiter, 2013; Kulma i sar., 2019)
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U pogledu aminokiselinskog sastava, popci sadrze sve esencijalne amino kiseline (Alfiko
i sar., 2021). Najzastupljenije su leucin, izoleucin i valin (Finke, 2013). Od neesencijalnih amino
kiselina najzastupljenije su glutaminska i asparaginska (Makkar i sar., 2014). Aminokiselinski
profil popaca je bolji u odnosu na profil amino Kiselina sojine sa¢éme, dok je neophodno istaci da
je 1 u slucaju popaca limitiraju¢a amino kiselina metionin (Alfiko 1 sar., 2021). Stoga, u ishrani
zivotinja neophodna bi bila suplementacija sintetickim metioninom, da bi se zadovoljili nutritivni

zahtevi zivotinja.

U odraslim jedinkama popaca, najveci sadrzaj od svih minerala zabelezen je u slucaju
fosfora i kalijuma i to od 0,25 do 0,29% i od 0,134 do 0,135% (na suvu masu), respektivno (Finke,
2013). Popci su takode siromasni u pogledu sadrZaja kalcijuma, njegove vrednosti se krecu u
opsegu od 0,04 do 0,13% (Rumpold i Schliiter, 2013). Imajuéi u vidu tako nizak sadrzaj kalcijuma

dalja upotreba u ishrani zivotinja bi zahtevala suplementaciju ovog minerala (Henry i sar., 2015).

Sadrzaj masnih kiselina u ulju popaca je uslovljen Zivotnim stadijumom i na¢inom ishrane
popaca. Ali generalno, najvisi sadrzaj masnih kiselina ¢ine polinezasi¢ene masne kiseline i to oko
39,2%, zatim slede zasi¢ene oko 33%, a potom mononezasi¢ene kiseline u udelu od 25,1%
(Makkar i sar., 2014). Od polinezasi¢enih masnih kiselina najzastupljenija je linolna (C18:2n6c¢),
od mononezasi¢enih oleinska (C18:1n9), a od zasi¢enih palmitinska kiselina (C16:0) (Alfiko i sar.,
2021). Od esecijalnih masnih kiselina deficitarna je linolenska kiselina (C18:3n3), ali je pokazano
u nekim istraZzivanjima da se dodatkom sirovina bogatih ovom kiselinom mozZe povecati njen

sadrzaj u ulju popaca (Oonincx 1 sar., 2015).

3.6.3 Potencijalna primena popaca u ishrani Zivotinja

Sirovi popci se decenijama Koriste u ishrani egzoti¢nih Zivotinja, dok se suseni kod nekih
naroda koriste u ishrani domacih Zivotinja poput Zivine. Medutim, trenutno upotreba popaca bi
mogla da nade Siru primenu u ljudskoj upotrebi u odnosu na zivotinjsku, jer im je cena na trzistu 1
dalje izuzetno visoka. Tako je cena kg ovog insekta u SAD-u 21,46 € §to je mnogo skuplje u
odnosu na kg konvencionalnih proteina poput junetine i piletine, ali se moguc¢a primena moze
ogledati u suplementaciji i obogacivanju pojedinih proizvoda poput hleba i keksa (Morales-

Ramos, 2018; Luna i sar. 2021, Kowalski i sar., 2022). S obzirom da popci imaju veliki nutrititivni
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potencijal u ishrani domacih Zivotinja, optimizacijom gajenja i tehnoloskom obradom, ovi insekti

Zivinarstvo

Prema dostupnim podacima, na Filipinima postoji uzgoj kokoSaka, c¢ija ishrana
podrazumeva upotrebu popaca i skakavaca. Dobijeno meso ove zZivine je visoko cenjeno i ukus je
prijemciv, pa je s tim u vezi cena mnogo vi$a U odnosu na meso koje je gajeno konvencionalnim
hranivima (Khusro i sar., 2012). U ishrani brojlera brasno popaca moze da zameni 5 do 15% ribljeg
brasna bez negativnog uticaja na prirast i konverziju hrane (Wang i sar., 2005). Takode, pokazano
je da ishrana popaca moze da poboljSa aminokiselinski profil pile¢eg mesa, a pojedina istrazivanja

su pokazala da uti¢e 1 na poboljSanje ukusa (Schiavone i sar., 2017).
Ribarstvo

Od svih zivotinja, upotreba popaca bi mogla da bude najznacajnija u uzgoju riba. Tako je
pokazano da zamena ribljeg brasna u uzgoju soma moze u potpunosti da bude zamenjena, a da pri
tome nema negativne efekte na prirast i konverziju hrane (Taufek i sar., 2018a). Daljim
istrazivanjem je zakljuceno da upotreba brasna od popaca ima niz prednosti koje se odnose na
prirast, imunolosko stanje, svarljivost proteina i nutritivni sastav mesa od soma (Taufek i sar.,
2018b). Brasno popaca moZze da zameni do 25% ribljeg brasna u ishrani slatkovodnog grgeca, i da
poboljsa sadrzaj linolne kiseline (C18:2n6¢) u mesu ribe (Tilami 1 sar., 2020). U tehnoloskom
procesu proizvodnje hrane za ribe, najcesce se koristi ekstrudiranje kao tehnoloska operacija,
samim tim fizicke karakteristike ekstrudata su veoma vazne za kvalitet proizvoda. Tako je u
istrazivanjima pokazano da dodatak brasna popaca ne utie negativno na stepen ekspanzije,

¢vrstocu 1 na stepen otiranja proizvedenih ekstrudata (Irungu 1 sar., 2018).
Svinjarstvo

Gotovo da nema dostupne literature o upotrebi popaca u ishrani svinja i prasadi. Pre viSe
od 70 godina, radena su istrazivanja o upotrebi skakavaca, koji pripadaju istom redu insekata kao
i popci, redu Orthoptera. Istrazivanja su dovela do zakljucka da upotreba skakavaca ne utice

negativno na prirast prasadi, ali utice na ukus 1 miris mesa. Tako meso prasadi hranjeno
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skakavcima ima ukus na ribu, pri ¢emu se ovaj neprijatan ukus moze smanjiti ukoliko se hranjenje

skakavcima zaustavi tri nedelje pre klanja zivotinje (Hemsted, 1947).

Za $iru upotrebu brasna od popaca u industriji hrane za zivotinje, neophodno je da se
sprovedu dalje studije 1 bioloski ogledi na Zivotinjama, a potom da se na osnovu rezultata predloze
recepture, odnosno koli¢ine brasna od popaca, koje bi mogle da zamene upotrebu ribljeg brasna i

sojine sa¢me.

3.7 OpSte osobine proteina

Proteini su jedni od najzancajnijih molekula u organizmu ¢oveka i zivotinja. Ljudsko telo
je sastavljeno od 50% proteina (raunato na suvu materiju), od ¢ega najve¢i udeo ulazi u sastav
misi¢a. Proteini imaju znacajnu ulogu u telu coveka i zivotinja, jer enzimi Cine esencijalne
proteine, a enzimi su odgovorni za normalan rad i funkcionisanje organizma. U sastav hromozoma
1 ribozoma ulaze proteini, a imunoloski sistem ¢oveka je povezan sa proteinima, jer su antitela iz

krvi u sustini specifi¢ni proteini.

Molekul proteina je izgraden iz ugljenika (50-55%), vodonika (6-7%), kiseonika (20-23%),
azota (12-19%), sumpora (0,2-3%) i fosfora (<3%) (Regenstein i Regenstein, 1984). U vecini
uzoraka sadrZaj proteina se odreduje po Kjeldahl metodi. Metodologija odredivanja sadrZzaja
proteina se zasniva na odredivanju sadrZaja azota, pri ¢emu je uzeta u obzir da je prosecan sadrzaj

azota u proteinu 16%, pa je samim tim opSte prihvaceni faktor za preracunavanje proteina (kp)

6,25.

S obzirom da su proteini izuzetho kompleksne molekulske strukture, moraju se
strukturalno mnogo Sire posmatrati, . Molekuli proteina su kompleksni polimeri izgradeni od 20
razlicitih aminokiselina vezanih peptidnim vezama. Struktura proteina se moze posmatrati u cetiri

nivoa i to: primarna, sekundarna, tercijarna i kvaternerna struktura (Slika 13).
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Slika 13. Razli¢iti nivoi struktura proteina (Dastider i sar., 2020)

Primarnu strukturu proteina ¢ine linearne sekvence amino kiselina vezane peptidnim
vezama u linearni lanac. Raspored i vrsta aminokiselina je genetski odredena i svaka promena na

lancu menja biolosku ulogu proteina.

Sekundarna strukturu proteina se odnosi na prostorni raspored polipeptidnih lanaca,
odnosno vodoni¢ne veze koje se formiraju izmedu N-H i C=0. Na osnovu prostornog rasporeda

ovi proteini se mogu podeliti na: a heliks, f nabrana ravan i trostruki heliks.

Tercijarnu strukturu ¢ine veze izmedu funkcionalnih grupa bo¢nih nizova amino kiselina 1
odnose se na nacin uvijanja polipeptidnog lanca. Ove veze ¢ine nekovalentne interakcije poput

vodonic¢nih i jonskih veza, hidrofobne interakcije, van der Valsove, dipol-dipol veze, itd.

Kvaternerna struktura nastaje medusobnim udruzivanjem i polimerizacijom lanaca
proteina tercijarne strukture, ¢ime nastaju molekuli koji se sastoje od dva ili viSe polipeptidna

lanca, odnosno subjedinice (Khan i sar., 2017).

Sa aspekta nutricionista i prehrambenih tehnologa najvaznije osobine proteina se ogledaju
kroz njihov aminokiselinski profil i funkcionalne osobine. Ove osobine uticu na dobijanje

visokonutritivnog, kvalitetnog i bezbednog proizvoda za dalju upotrebu u ishrani Zivotinja i ljudi.
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3.7.1 OpSte osobine amino kiselina

Aminokiseline su organske kiseline, koje ¢ine osnovnu strukturnu jedinicu proteina. U
organizmu se osim u obliku proteina mogu nalaziti u slobodnom stanju ili vezane sa drugim
organskim jedinjenjima. Veliki zna¢aj imaju u proizvodnji prehrambenih proizvoda, kao i u
proizvodnji dodataka u ishrani zivotinja (Hermann, 2003). Kao takve, veoma su vazne za

obavljanje razlicitih biohemijskih, fizioloskih i strukturnih funkcija u organizmu.

H

|
NH, C COOH,

|
R

Slika 14. Opsta strukturna formula aminokiselina (Borjarska i sar., 2018)

Sve amino kiseline, izuzev prolina i hidroksiprolina u svom molekulu sadrze dve
karakteristicne funkcionalne grupe - amino i karboksilnu grupu (Slika 14). Dok prolin i
hidroksiprolin predstavljaju a-imino karboksilne kiseline. Bo¢ni lanac R predstavlja razlicite
funkcionalne grupe, koje mogu biti izgradene od alkil lanaca, alkohola, tiola, amina, amida,
karboksilnih kiselina, aromati¢nih ugljovodonika (benzen, fenol) 1 heterociklicnih grupa. Osim
najjednostavnije aminokiseline - glicina, ¢ija je formula HoN-CH>-COOH, gde R predstavlja H,
sve ostale a-aminokiseline su opticki aktivna jedinjenja. Postoje dva opti¢ka izomera (D i L). Za
prikazivanje ovih izomera, koristi se FiSerova formula, koja koristi amino grupu za oznafavanje
ovih izomera. Ukoliko je amino grupa usmerena u levo, re¢ je o L-konfiguraciji, a ukoliko je u
desno, re¢ je o D-konfiguraciji. Aminokiseline izdvojene iz proteina pripadaju L-izomerima. Neki
D-izomeri se javljaju u prirodi i obi¢no imaju veoma specijalne funkcije (Ilisz i sar., 2012). Ovi
izomeri su najzastupljeniji u antibioticima, dok su D-alanin i D-glutaminska kiselina nadene u
bakterijskom celijskom zidu, 1 njihova funkcija je najverovatnije spreCavanje enzimskih napada

(Dzami¢, 1990).
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Do danas je otkriveno preko 80 aminokiselina, koje su dobijene hidrolizom proteina ili
ckstrakcijom bioloskog materijala, kao i laboratorijskom sintezom. Od njih, 26 su priznate kao
,prirodne aminokiseline, a 20 ulazi u sastav proteina (Slika 15). U pogledu nutritivnih svojstava,
veoma je vazno napomenuti esencijalne amino kiseline. Ove amino kiseline su od posebne
vaznosti, jer telo ¢oveka i Zivotinja nije sposobno da ih sintetiSe i zbog toga ih je neophodno
nadomestiti unosom proteina ishranom, koji se dejstvom enzima razgraduju, nakon Cega se
solobadaju aminokiseline. Esencijalne amino kiseline su: valin, leucin, izoleucin, fenilalanin,
triptofan, metionin, treonin i lizin (Dzami¢, 1990). Ove amino kiseline sluze kao prekursor ostalih
vitalnih metabolita i po potrebi sluze i kao izvor energije (Cabarello i sar., 2003). Glutamin,
glutaminska kiselina, asparagin i glicin imaju ulogu neurotransmitera, a tirozin predstavlja

prekursor hormona §titne Zlezde tiroksina i trijodtironina (Cabarello i sar., 2003; Wu, 2013).
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Slika 15. Strukturne formule aminokiselina (Borjarska i sar., 2018)

U svakodnevnoj ishrani, ¢oveku su na raspolaganju razli€iti izvori aminokiselina, medutim
u posebnim sluc¢ajevima gde postoji samo jedan proizvod, kao hranljivi izvor, veoma je vazno znati
njegov aminokiselinski profil. Ovo je pogotovo vazno prilikom pravljena receptura za ishranu
zivotinja, jer se neretko koristi jedan izvor hraniva (npr. kukuruz), koji ¢esto ne sadrzi dovoljnu

koli¢inu esencijalnih amino kiselina.
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Sastav proteina iz biljnih izvora je deficitiran nekim esencijalnim amino kiselinama.
Proteini pSeni¢nog brasna i pirin¢a nemaju u svom sastavu dovoljnu koli¢inu lizina, kukuruz

triptofana, a proteini povrca triptofana i metionina.

Radi postizanja visoke proizvodnje u ishrani neprezivara neophodno je da se koriste
hraniva, koja su bogata proteinima. Najbolji izvori ovih hraniva su naj¢es$ce zivotinjskog porekla,
medutim Cesto loSa higijenska ispravnost, visoka cena i neretko lo§ kvalitet Cesto zahteva da se
ova hraniva zamene biljnim sirovinama. Sa druge strane biljne sirovine nisu dovoljno bogate
esencijalnim amino kiselinama, sa izuzetkom mahunarki. U savremenoj ishrani zivotinja ¢esto se
u obroke koji su na bazi kukuruza i sojine sacme dodaju sinteticke aminokiseline i to metionin i

cistin, dok se u obroke koji su na bazi suncokretove saéme dodaje L-lizin (Dini¢ i sar., 2011).

3.7.2 Proteini insekata

Jestivi insekti su prepoznati kao proteinske sirovine, €iji se sadrzaj kre¢e od 7 do 91% (na
suvu materiju), pri ¢emu su najbrojnije vrste koje sadrze oko 60% proteina (van Huis, 2016).
Najveéi sadrzaj proteina, preko 75%, je detektovan u predstavnicima reda Orthoptera (Rumpold i
Schluter, 2013). U okviru iste vrste insekata, sadrzaj proteina moze znacajno da se razlikuje, $to
ukazuje na to da je sadrZaj proteina povezan i sa nacinom i vrstom ishrane insekata, ekoloskim

uticajima, ali 1 sa tehnoloSkom obradom (termicki 1 mehanicki tretmani).

Za neke vrste insekata poput Tenebrio molitor, Hermetia illucens i Acheta diaperinus zbog
prisustva hitina u telu insekata, koji sadzi azot, predlozeno je da se prilikom preracunavanja
proteina (Kjeldahl metodom) uzima faktor od 4,76; 5,33; 5,60 (Jansen i sar., 2017; Boulous i sar.,
2020). Medutim, za veéinu insekata kp faktor jo§ uvek nije odreden, te je zbog toga vrednost ovog

faktora tema naucnih rasprava.

Veéina insekata se smatara sirovinama bogatim esencijalnim aminokisleinama
(Nongonierma i FitzGerald, 2017). Prema Svetskoj Zdravstvenoj Organizaciji WHO (World
Health Organisation) u pogledu esencijalnih aminokiselina, proteinski koncentrati i izolati dobijeni
iz larve svilene bube u potpunosti zadovoljavaju nutritivne zahteve odojéadi (Wu i sar., 2011), dok
se aminokiselinski profil super crva i crva brasnara moze porediti sa sojinim proteinima i kazeinom

(Yiisar., 2013).
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Svarljivost proteina insekata je izuzetno dobra i ¢ini ih veoma poZeljnom hranljivom
sirovinom. Tako se vrednosti za svarljivost proteina kre¢u oko 54% za crva brasnara, 86% za larve

svilene bube i od 76 do 90,5% za termite i skakavce (Nongonierma i FitzGerald., 2017).

Studije vezane za vrste proteina insekata su veoma retke. Najcesc¢e se odnose na
razdvajanje molekulskih frakcija, pomoc¢u SDS gel elektroforeza, koje su potom identifikovane
tecnom hromatogragijom sa masenim detektorom (LC-MS/MS) (Nongonierma i FitzGerald.,
2017). Primarni proteini miSi¢ne strukture insekata su identifikovani kao aktin, miozin i kolagen,
dok su proteini crevnog trakta identifikovani kao miozin 1 kratkog lanca, tropomiozin 1, profilin,
serpin-2 i glutation peroksidaza (Vercruysse i sar., 2005). Pronadeno je da sinteza proteina zavisi
od nacina ishrane insekta, tako da ukoliko su hranjeni neadekvatnom sirovinom dolazi do

formiranja imunog odgovora §to za rezultat ima sintezu specifi¢nih proteina (Zhou i sar., 2008).

Elektroforetski profil crva brasnara, super crva i popaca je veoma Sirok i krece se u opsegu
od 6 do 200 kDa (Nongonierma i FitzGerald., 2017). Prva linija na elekroforetskom profilu (8,5
do 13 kDa) predstavlja antifriz proteine (nastaju tokom zamrzavanja larvi), zatim proteini kutikule
(14 do 30 kDa), zatim razliite vrste enzima (32-95 kDa) i protein vitelogenin (protein velikih
molekulskih masa, preko 95 kDa) (Yi i sar., 2016). Pronadeno je da su najzastupljeniji proteini U
larvama crva braSnara tropomiozin, aktin, troponin T, hemolimfni proteini i o-amilaza

(Nongonierma i FitzGerald., 2017).

3.7.3 Ekstrakcija proteina iz brasna insekata

Postupak ekstrakcije proteina iz brasna insekata se sastoji iz nekoliko koraka: (1)
homogenizacija uzorka, (2) obezmascivanje, (3) rastvaranje proteina, (4) izoelektri¢no taloZenje,

(5) izdvajanje proteina i (6) susenje (Nongonierma i FitzGerald., 2017).

(1) Proces homogenizacije predstavlja usitnjavanje uzorka na manje Cestice, kako bi
dodirna povrsina sa vodenim rastvorom bila $to veca, a samim tim i proces ekstrakcije
proteina efikasniji.

(2) Obezmascivanje uzorka obuhvata odstranjivanja lipidne frakcije iz uzorka, upotrebom
organskih rastvaraca kao $to su petroletar, n-heksan, etanol i heksan: izopropanol

(Zhao i sar., 2016; Jia i sar., 2015; Longvah i sar., 2011). Prilikom upotrebe organskih
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(3)

(4)

(5)
(6)

rastvaraca dolazi i do gubitaka proteina, jer neki proteini su skloni da interreaguju sa
ovim rastvara¢ima (Nongonierma i FitzGerald., 2017). Za odstranjivanje lipidne
frakcije, moze da se koristi 1 superkriti¢na ekstrakcija pomocu CO2, a kako je trend u
svetu da se $to manje upotrebljavaju organski rstvaraci, postoji mogucnost i upotrebe
centrifugalne sile u cilju razdvajanja lipidne frakcije (Yi i sar., 2013).

Ekstrakcija proteina moze da se posmatra kao izolacija proteina rastvorljivih i
nerastvorljivih u vodenim rastvorima. Za izolaciju proteina, koji su rastvorljivi u vodi
najéeSce se koristi alkalna ekstrakcija, koja obuhvata podesavanje pH (vecih od pH 7)
kako bi se postigla najbolja rastvorljivost i dobio najveci prinos proteina (Nongonierma
i FitzGerald., 2017).

Za dobijanje nerastvorljivih proteina, nakon ekstrakcije vodeni rastvor se centrifugira
na temperaturi od 4°C. Dobijeni talog predstavlja proteine nerastvorljive u vodenom
rastvoru. Ovi proteini su identifikovani kao proteini misi¢ne strukture insekta i ve¢ina
ih je identifikovana kao aktin, miozin, tropomiozin i troponon (Wang i sar., 2011).

Za talozenje protena iz supernatanta se dalje podesava pH na vrednosti izoelektri¢ne
taCke (pI) na pH vrednosti ispod pH 5. U zavisnosti od vrste insekata podeSavaju se
optimalne vrednosti za pH ekstrakcije 1 taloZenja (Yang i sar., 2013).

Dobijeni talog se zatim centrifugira na temperaturi od 4 °C i odvaja od te¢nog dela.
Susenje taloga (proteina) se obavlja na nizim temperaturama u susnici (oko 30°C),

susenje pod vakuumom ili freeze drying tehnologijom.

3.7.4 Enzimska hidroliza proteina insekata

Prilikom procesuiranja braSna/proteina od insekata, enzimska hidroliza se najc¢eSce koristi

kako bi se oslobodili bioaktivni peptidi (BAP) i mali proteini i da bi se poboljsali

tehnofunkcionalne karakteristike proteina. Pokazano je da se enzimskim tretmanom dobijaju

mnogo vece koli¢éine BAP u poredenju sa nekim mehani¢kim tretmanima poput ultrazvuka 1

mikrotalasa (Zhou 1 sar., 2017). Generalno gledano, enzimska hidroliza moze da se primeni i na

brasno od insekata i na sam proteinski izolat (nakon izolacije proteina).

Prema dostupnoj literaturi, mnogi enzimi su kori$¢eni u hidrolizi proteina/brasna insekata

i na osnovu porekla mogu se podeliti na: enzime digestivnog trakta (pepsin, tripsin i himotripsin)

i enzime mikroorganizama (alkalaza, proteinaza, itd) (Nongonierma i FitzGerald., 2017).
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Tokom enzimske hidrolize proteina insekata, stepen hidrolize (DH) se kre¢e od 3 do 100%.
Sirok opseg DH moZe da se objasni razlikama u procesu izvodenja enzimske hidrolize, kao i u
razli¢itim vrstama insekta. Tako, istim postupkom enzimske hidrolize dobijeni DH za insekt

Amphiacusta annulipes iznosi 15,8% , a za Locusat migratoria 36,3% (Zielinska i sar., 2017).

3.7.5 Funkcionalne osobine proteina

Da bi se neki proteini koristili u prehrambenoj industriji, neophodno je da im se ispitaju
funkcionalna svojstva. S obzirom da su proteini kompleksni molekuli i da u prehrambrenim
proizvodima interreaguju sa drugim jedinjenjima, funkcionalne osobine daju jasniju sliku o

njihovoj mogucoj primeni i njthovom ponasanju u celokupnom sistemu.

3.7.5.1 Rastvorljivost proteina

Rastvorljivost je pored Zeliranja, emulzionih osobina i svojstva formiranja pene jedno od
najvaznijih funkcionalnih svojstava proteina u prehrambenoj industriji. Ova osobina daje jasniju
sliku o tome kako se proteini ponaSaju u vodenim rastvorima, odnosno o njihovom stepenu
rastvaranja (Williams 1 sar., 2016). Rastvorljivost proteina zavisi od mnogobrojnih unutrasnjih
faktora kao Sto su aminokiselinski sastav, veli¢ina 1 trodimenzionalna struktura proteina, ali i od
spoljasnjih faktora poput jonske jacine, pH vrednosti i temperature (Kramer i sar., 2012; Sathe i
sar., 2018).

Interreakcija izmedu proteina i vode definiSe njihovu rastvorljivost. Ukoliko su na povrsini
proteina zastupljenije polarne aminokiseline, rastvorljivost ¢e biti veca, u suprotnom ukoliko je
viSe nepolarnih aminokiselina rastvorljivost ¢e biti manja (Kramer i sar., 2012). Veca rastvorljivost
proteina se postize kada proteinska struktura nije isuviSe kompaktna, pa je samim tim vec¢a dodirna
povrsina molekula sa vodom. Takode, ukoliko su proteini manje molekulske mase, veca je njihova
rastvorljivost. Ovo se najviSe moze videti posle hidrolize proteina, gde hidrolizati manjih
molekulskih veli¢ina imaju mnogo vecu rastvorljivost. Ovaj fenomen se objaSnjava time da
hidroliza povecava odbojne sile u molekulu proteina, ¢ime se oslobadaju naelektrisane grupe, a

time 1 povecava rastvoljivost (Gould 1 Wolf, 2018).

Spoljasnji faktori poput temperature i jonske jaCine imaju veliki uticaj na rastvorljivost

proteina. Tako se sa porastom temperature povecava i rastvorljivost proteina, ali samo do
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odredenih vrednosti, odnosno do temperature na kojoj dolazi do denaturacije proteina (Sathe i sar.,
2018). Denaturacijom dolazi se do procesa agregacije i1 precipitacije proteina, ¢ime se
rastvorljivost smanjuje. Zagrevanjem vodenog rastvora na temperaturu od 50 do 60°C znatno se
povecava rastvorljivost proteina Hermetia illucens (Bupler, i sar., 2016). Rastvori soli male jonske
jacine utiCu na poboljSanje rastvorljivosti proteina, jer se u tom slucaju naelektrisane grupe
skoncentriSu na povrsini molekula proteina i na taj nacin se smanje elektrostatiCko privlacenje
unutar molekula proteina. Nasuprot ovome, velika jonska jacina povecava kompeticiju jona soli
sa molekulom proteina, pri ¢emu se joni soli brze vezuju sa molekule vode, a proteini za proteine
pri ¢emu dolazi do agregacije i smanjenja rastvorljivosti proteina (Popovi¢, 2012; Sathe 1 sar.,

2018).

Rastvorljivost proteina je uslovljena i vrednostima pH rastvaraca. U blizini izoelektri¢ne
taCke, naelektrisanje proteina je neutralno $to dovodi do medusobne interreakcije proteina, ¢ime
se smanjuje intererakcija sa molekulima vode, rezultuju¢i krajnjom precipitacijom proteina.
Ekstremne pH vrednosti povecavaju ukupno naelektrisanje proteina na povrSini molekula Sto
povecava rastvorljivost proteina (Popovi¢, 2012; Sathe i sar., 2018). Proteini mleka, mahunarki,
soje 1 drugih hranljivih sirovina imaju vrednosti pl izmedu 3 i 6 (Gravel i Doyen, 2020). Sli¢an

trend je utvrden i za proteine insekata (Bupler, i sar., 2016).

3.7.5.2 Kapacitet vezivanja vode

Kapacitet vezivanja vode je svojstvo proteina da veze ili fizicki zadrzi vodu, a izrazava se
kao g vode na g uzorka (Bupler, i sar., 2016). Ova funkcionalna osobina je veoma vaZna sa
tehnoloSkog aspekta proizvodnje hrane i1 hrane za Zivotinje, jer daje viSe informacija o
potencijalnoj upotrebi u okviru odredenih proizvoda. Takode, u prehrambenim proizvodima,
kapacitet upijanja vode je povezan sa procesom Zeliranja, ali i sa teksturom 1 vlaznosti samog
proizvoda (Gravel i Doyen, 2020). U industriji hrane ovo osobina je vazna jer uti¢e na fizicki

kvalitet proizvedenih peleta i ekstrudata (Banjac i sar., 2021).

Kapacitet vezivanja vode brasna nekih insekata poput Tenebrio molitor i Rhynchophorus
phoenicis se moze porediti sa kapacitetom upijanja vode proteinskih koncentrata soje i proteina
mleka, dok je vec¢i u odnosu na proteine nekih mahunarki (Meena 1 sar., 2017; Zielinska 1 sar.,
2018). Ovakvi rezultati indukuju da se braSno insekata moze koristiti u suplementaciji postojecih

prehrambenih proizvoda, ali i formulacijama novih proizvoda.
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3.7.5.3 Kapacitet vezivanja ulja

Kapacitet vezivanja ulja je funkcionalna osobina koja se odnosi na koli¢inu ulja koji
proteini mogu da absorbuju. Ova osobina je direktno povezana sa emulgujué¢im svojstvima
proteina. Pokazano je da manji molekuli proteina, sa viSe hidrofobnih lanaca u molekulu vezuju
vecu koli¢inu ulja (Aryee 1 sar., 2018). Koli¢ina absorbovanog ulja uti¢e na ukus i teksturu,
mekocu i celokupan dozivljaj hrane. U industriji hrane za zivotinje, ova osobina je veoma vazna,
jer se ulje na ekstrudate dodaje nakon termickog tretmana (ekstrudiranja, peletiranja), tzv. Post
pelleting liquid application proces, gde je vazno da se obezbedi $to bolje zadrzavanje ulja u
granulama hrane, kako bi §to manje bilo gubitaka tokom procesa proizvodnje (Sredanovi€ i sar.,

2002).

Na osnovu istrazivanja dostupnih u literaturi, brasno insekata, ali i proteinski proizvodi
insekata su pokazali da imaju zadovoljavajucu sposobnost zadrzavanja ulja, pa ove proizvode €ini

veoma pozeljnim za dalju upotrebu kako u prehrambenoj, tako i u industriji hrane za Zivotinje.

3.7.6 Bioaktivne osobine proteina/peptida

Poznato je da peptidi, tzv. bioaktivni peptidi imaju vazne bioloske osobine poput
antihipertenzitivnih, antioksidativnih i antidijabetskih i da su ove osobine znacajne kako sa
zdravstvenog aspekta, tako 1 sa tehnoloskog (Cicero 1 sar., 2017). Do sada su bioaktivne osobine
proteina najviSe istrazene u ribljim proteinima i proteinima soje i mleka (Nongonierma i
Fitzgerald, 2017). Insekti su poznati po svojim pozitivnim zdravstvenim uticajima na zdravlje
coveka 1 u kineskoj medicini se koriste kao sredstvo za lecenje mnogih bolesti. Medutim, u
zapadnoj civilaziciji se tek u poslednje vreme interesovanje nau¢ne zajednice prosiruje i na temu
bioaktivnih peptida dobijenih iz insekata. Na osnovu istraZivanja, pronadeno je da proteini 1 peptidi
insekata poput svilene bube (Bombix mori) imaju mnogobrojne bioaktivne osobine poput
antimikrobnih, antihipertenzivni, antioksidativnih 1 antidijabetskih, §to ih ¢ini veoma
primamljivim za dalja istraZivanja 1 upotrebu u prehrambenoj 1 industriji hrane za Zivotinje (Kumar

i sar., 2015).
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3.7.6.1 Antioksidativna aktivnost proteina/peptida

Veliki broj namirnica i proizvoda je veoma bogat uljima i mastima, kako bi se zadovoljili
energetski zahtevi konzumenata. Kiseonik predstavlja veliki problem tokom skladiStenja hrane
bogate uljima i mastima, jer u prisustvu kiseonika nastaju reaktivna kiseoni¢na jedinjenja, poznata
kao ROS (eng. reactive oxigen species). ROS su sledeca jedinjenja: superoksid radikal (O2¢),
hidroksil radikal (*OH), peroksil radikal (RO2e¢), alkoksil radikal (RO¢), hipohloritna kiselina
(HCI10O), ozon (03), singletni kiseonik (1AgO2) i vodonik peroksid (H202). U oksidaciji ulja
najreaktivniji su hidroksil i hidroperoksil radikali. Hidroksil radikal je najreaktivniji u toku reakcije
oksidacije lipida. U bioloskim sistemima se pretpostavlja da hidroksil radikal nastaje u toku
Fentonove reakcije, gde slobodni joni gvozda (Fe?") reaguju sa hidrogen peroksidom i u toku
Haber-Weiss reakcije, kada Fe?* reaguje sa superoksid radikalom (Sampson i sar., 2019).

INICIJACITA RH — H°'+R
\

R"+ 0, — ROO’

PROPAGACIJA
ROO + RH — ROOH + R’

f

ROO+R' — ROOR

TERMINACIJA Y Y STABILNI
ROO + ROO — ROOR+ O PRODUKTI

A OKSIDACIJE
R'+R — RR

Slika 16. Faze oksidacije lipida (Sampson i sar., 2019)

Oksidacija lipida je lancana reakcija i sastoji se iz tri faze: inicijacija, propagacija i
terminacija (Slika 16). U fazi inicijacije dolazi do formiranja alkilnog slobodnog radikala iz
nezasi¢ene masne kiseline, uklanjanjem vodonika pomocu prooksidanata kao $to je npr. hidroksil
radikal. Potom, kiseonik iz vazduha reaguje sa alkil radikalom, pri ¢emu se formira peroksidni
radikal. Peroksidni radikali imaju sposobnost da reaguju sa vodonikom iz drugih jedinjenja,
stvarajuci pri tome hidroperokside, koji se potom ponovo raspadaju na peroksidne radikale. Ova

faza reakcije naziva se faza propagacije. Poslednja faza autooksidacije lipida, terminacija,
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podrazumeva povezivanje dva slobodna radikala, koji potom formiraju neradikalsko jedinjenje
(Sampson i sar., 2019). Primarni produkti oksidacije lipida su lipidni hidroperoksidi (LOOH), dok
su sekundarni produkti oksidacije malondialdehid (MDA), propanal, heksanal i 4-hidroksinonenal
(4-HNE) (Yin i Porter, 2011). U velikom broju radova objavljena je veza izmedu sadrzaja MDA i
4-HNE i nastanka bolesti poput: Alchajmera, raka, kardiovaskularnih oboljenja, dijabetesa, bolesti

jetre i Parkinsonove bolesti (Ramana i sar., 2014).

Antioksidativna aktivnost proteina i peptida u proizvodima se ogleda u tome $to sprecavaju
Stetno delovanje kiseonika i time sprecavaju proces oksidacije, koji naruSava aromu, teksturu,
boju, ali i kvalitet prehrambenog proizvoda. Negativno delovanje kiseonika u prehrambenim
proizvodima osim $to uti¢e na masti, utie i na proteine, ¢ime narusava nutritivni kvalitet, ali i
zdravstvenu bezbednost proizvoda (Rakita i sar., 2020; Dragojlovi¢ i sar., 2021). Antioksidativno
delovanje proteina/peptida je izuzetno specifi¢no i moze se posmatrati kao bioloski mehanizam,
koji inhibira lipidnu oksidaciju ponasajuci se kao ,,antioksidativni enzim* i time §to vezuje gvozde
1 sprecava njegovo Stetno delovanje kao katalizatora oksidacije (Asimi i sar., 2013). U suStini,
antioksidativno delovanje proteina/peptida predstavlja sloZeni proces koji se ogleda u inaktivaciji
reaktivne kiseonic¢ne vrste, heliranju metalnih jone i sprecavanju nastanka peroksida. U poredenju
sa drugim antioksidansima, proteini se ponaSaju kao multifunkcionalni antioksidansi, koji mogu

da inhibiraju nekoliko razli¢itih puteva lipidne oksidacije.

Prema dostupnoj literaturi pokazano je da i izolati i hidrolizati proteina svilene bube imaju
visoku antioksidativnu aktivnost (Wang i sar., 2011). Veliki uticaj na antioksidativnu aktivnosti
proteinskog hidrolizata (PH) ima vrsta enzima kori$tena u procesu hidrolize. Tako da se alkalaza
pokazala kao najbolji enzim za dobijanje hidrolizata visoke antiokidativne aktivnosti (Yang i sar.,
2013). U poredenju sa nekim konvencionalnim PH, hidrolizati insekata imaju vecu antioksidativnu
aktivnosti, ¢ime opravdavaju dalja istrazivanja i upotrebu u prehrambenoj industriji (Nongonierma
i FitzGerald, 2017)

3.7.6.2 Antimikrobna aktivnost peptida/proteina

Insekti mogu da proizvode razli¢ite vrste antimikrobnih peptida/proteina (AMP). Do danas
je pronadeno preko 150 razli¢itih vrsta AMP-a 1 ve¢ina pokazuje antibakterijsko 1 antifugalno
dejstvo, dok neki pokazuju i antivirusno i antiparazitsko delovanje. Sadrzaj AMP-a u insektima je

direktno povezano sa uticajem spoljasnje sredine u kojoj se insekt nalazi. Pa se tako insekti koji
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su tokom evolucije viSe bili izloZzeni razli¢itim patogenim vrstama imaju veci sadrzaj, ali i
raznovrsniji AMP profil (Mylonakis i sar., 2016). Ve¢ina AMP-a predstavlja prekursore za
dobijanje proteina ili proteina velikih molekulskih masa, medutim neki od njih poput gloverina

(oko 14 kDa) i atacina (oko 20 kDa) predstavljaju i sami velike molekule (Yi i sar., 2014).

3.7.6.2.1 Podela AMP insekata

AMP se na onovu svoje strukture mogu podeliti na: a-heli¢ni peptidi (cecropin 1 moricin),
peptidi B linearne strukture (defenzin i drozomicin), peptidi bogati prolinom (apidaecin, drozocin
i lebocin) i1 peptidi bogati glicinom (atacin i gloverin) (Bulet i Stocklin, 2005). U vecini insekata
pronadeni su gotovo svi pomenuti AMP, izuzev moricina i gloverina koji je pronaden samo u redu
Lepidoptera.

Antibakterijska aktivnost peptida iz insekata je prvi put utvrdena u lutkama svilene bube
Hyalophora cecropia delovanjem AMP cecropina, koji pripada grupi a-heli¢nih peptida (Boman
i sar., 1974; Faye i sar., 1975). Njegova aktivnost se ogleda u antibakterijskom delovanju na Gram
negativne bakterije poput Escherichia coli. Neke vrste ovih peptida su ispoljile i antibakterijsko
delovanje i na Gram pozitivne bakterije (Poppel i sar., 2015).

Defenzin je tipi¢an predstavnik f linearne strukture AMP. To je mali katjonski AMP, ¢ija
je molekulska masa oko 4 kDa. Ovaj AMP je detektovan u slede¢im redovima insekata Diptera,
Hymenoptera, Hemiptera, Coleoptera i Lepidoptera (Yi i sar., 2014). Njihova antimikrobna
aktivnost se vec¢inom ogleda u delovanju protiv Gram pozitivnih bakterija poput Micrococcus
luteus, Aerococcus viridians, Bacillus thuringiensis i Staphilococcus aureus, ali i nekih Gram
negativnih poput Escherichia coli (Lee i sar., 2004; Seufi i sar., 2011). Antibakterijsko delovanje
ovog AMP-a se ogleda u tome Sto peptidi reaguju sa fosfolipidnom membranom bakterija, cime
dolazi do formiranja kanala u ¢elijskoj membrani bakterije Sto vodi do smrti ¢elije (Yi1i sar., 2013).

AMP bogati prolinom se mogu podeliti u dve grupe: kratkog molekulskog lanca (do 20
aminokiselinskih jediniva) i dugog molekulskog lanca (preko 20 aminokiselinskih jedinica). AMP
kratkog molekulskog lanca vise ispoljavaju antimikrobno dejstvo prema Gram negativnim
bakterijama, dok AMP dugog molekulskog lanca vise deluju na Gram pozitivne bakterije i gljivice
(Taniguchi i sar., 2016).

Tipic¢an predstavnik AMP bogatog aminokiselinom glicin je atacin. Prvi put AMP atacin

je izolovan iz lutke H. cecropia, molekulske mase je izmedu 20 i 23 kDa. Ovaj AMP ima
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antibakterijsko delovanje prema veéini Gram negativnih bakterija, poput Escherichia coli i
Pseudomonas cichorii, ali i prema nekim Gram pozitinim kao $to su Bacillus subtilis i Listeria

monocitogenes (Bang i sar., 2012).

3.7.6.2.2 Antimikrobno delovanje

Vecéina AMP insekata ima pozitivno naelektrisanje 1 sadrzi viSe od 50% hidrofobnih

rezidua (Wiesner i Vilcinskas, 2010).

AMP
Elektrostaticka sila @i AMP

5/_\2

H
Osteéenje membrane Inhibicija funkcionalnosti celije

Smrt celije

Slika 17. Antimikrobno delovanje AMP (antimikrobnih proteina/peptida) na bakterijsku ¢eliju
(Zhang i Gallo, 2016)

Ovo vodi ka tome da AMP insekata reaguje sa negativnim naelektrisanjem liofilnih membrana
bakterijske Celije, za razliku od eukariotskih ¢elija koje su neutralnog naelektrisanja. Jednom kada
se AMP veZe za membranu celije bakterije, hidrofobni delovi molekula AMP prodiru u
unutrasnjost Celije, ¢ine¢i membranu tanjom, stvaraju¢i pore i kanalice, pri ¢emu dolazi do
izlivanja sadrzaja ¢elije i do njene smrti (Slika 17). Takode AMP poput atacina inhibira sintezu

proteina celijske membrane, dok neke vrste AMP-a inhibiraju sintezu Celijskog zida, tako Sto

47



interreaguju sa enzimima odgovornim za njihovu sintezu. Veruje se da molekulu AMP-a smanjuju
i permeabilnost bakterijske membrane, ali tatan mehanizam jo$§ uvek nije utvrden (Mylonakis i
sar., 2016).

S obzirom na svoje antimikrobno delovanje AMP insekata bi mogli da nadu Siroku primenu
u prehrambenoj industriji, poljoprivredi, medicini i veterini. Inkorporacija ovih peptida u
prehrambene proizvode mogla bi da poveca mikrobiolosku stabilnost proizvoda. U poljoprivredi
primena AMP bi se ogledala u povecanju rezistencije biljke na patogene vrste poput razlicitih
bakterija i gljivica. U SAD-u, godi$nje dva miliona ljudi potrazi zdravstvenu pomo¢ uzrokovanu
bakterijskim infekcijama, koje su postale rezistente na dva ili viSe komercijalna antibiotika
(Mylonakis 1 sar., 2016). Od njih, 23.000 zavrsi sa smrtnim ishodom, kao direktna posledica
rezistentnosti bakterija na konvencionalne antibiotike. Novija istrazivanja su pokazala da AMP
ima veliki potencijal da zameni konvencionalne antibiotike u le¢enju ljudi i Zivotinja, a da su pri

tome male Sanse da se razvije rezistentnost bakterija (Poppel i sar., 2015).
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4. Materijal 1 metode
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4.1 Materijal

U eksperimentu su koris¢ene tri vrste insekata: crv brasnar (Tenebrio molitor, Coleoptera),
super crv (Zophobas morio, Coleoptera) i popac (Acheta domesticus, Orthoptera) koji su gajeni u
kontolisanim laboratorijskim uslovima (Slika 18) u cilju optimizacije uslova uzgoja, a sve u nameri
da se dobije nutritivno vredno brasno. Crv braSnar i super crv pripadaju istom redu, redu
tvrdokrilaca (Coleoptera) i uslovi za njihov uzgoj su veoma sli¢ni, dok se uslovi za uzgoj popaca
razlikuju. Kako bi se pratio uticaj supstrata na proizvedenu koli¢inu larvi i nutritivni sastav, insekti
su hranjeni istim sirovinama. U skladu sa zakonom EU (EFSA, 2015) koji ne dozvoljava upotrebu
zivotinjskih hraniva za ishranu vrsta koje se dalje koriste u ishrani Zivotinja 1 ljudi, izabrane su
samo sirovine biljnog porekla, i to: pSeni¢ne mekinje kao osnovni supstrat i varijacije koje
ukljucuju Sargarepu, kupus i meSavinu Sargarepe, kupusa i mlevenog semena lana. Jo$ jedan od
razloga zaSto su ove sirovine izabrane je to Sto su lako dostupne, jeftine i Siroko rasprostranjene

na podru¢ju Vojvodine i Republike Srbije.

Slika 18. Laboratorijski uzgoj insekata
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4.1.1 Uzgoj crva brasSnara i super crva

Crv brasnar i super crv su gajeni u plasti¢énim kutijama dimenzija 28 x 40 x13,5 cm. Svaka
kutija je sadrzala 850 g pSeni¢nih mekinja i svaki tre¢i dan dodato je 100 g Sargarepe (supstrat S);
kupusa (supstrat K) i meSavine koja se sastojala od Sargarepe, kupusa i mlevenog semena lana u
odnosu 1:1:1 (supstrat M). Temperatura prostorije u kojoj su gajeni insekti je bila 27+2°C, a
vlaznost vazduha 50-60%. Svaka posuda je redovno kontrolisana, a mrtve larve i trulo povrée su
redovno odstranjivani. Na pocetku eksperimenta, odrasle jedinke (insekti) su gajene u cilju
polaganja jaja u periodu od tri nedelje. Nakon tri nedelje izmerena je jednaka koli¢ina larvi (42,60
g), koje su potom su rasporedene u kutije za gajenje. Larve su uzgajane 90, 97 i 104 dana. Vreme
uzgoja je izabrano na osnovu dostupne literature o zivotnom ciklusu ovih insekata. Potom su
prosejane (na sitima otvora od 4 i 5,6 mm) odvojene od supstrata, lutaka i odraslih jedinki (Slika
19). U cilju praznjenja sadrzaja digestivnog trakta (fecesa) larvi, a time i smanjenja koli¢ine
patogenih mikroorganizama usledio je takozvani period “gladovanja” larvi u trajanju od 24 h
(Slika 20).

Slika 19. Larve, lutke i odrasli insekti nakon prosejavanja od supstrata
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U slucaju super crva, larve su odvojene od supstrata, jer je to neophodno da bi doslo do proceca

formiranja lutke. U suprotnom, larve mogu da ostanu u ovom fizioloskom stanju i do godinu dana.

Inaktivacija larvi je obavljena u kljucaloj vodi u periodu od 30 sekundi, nakon ¢ega su larve
prosusene u susnici (Sutjeska, SFRJ) 1h na temperaturi od 70°C. Za inaktivaciju insekata se, osim
termickih tretmana, koriste 1 druge tehnike poput zamrzavanja, inaktivacija u struji COg, tretman
mikrotalasima itd. Medutim, novija istraZivanja su pokazala da je inaktivacija u kljucaloj vodi tzv
,blanching metoda najpogodinja, jer se na taj nacin postize mikrobioloska stabilnost brasna od
insekata, smanjuje se oksidacija ulja, inaktiviraju se pojedini enzimi poput lipaze koji negativno
utiCu na stabilnost masnih kiselina, a istovremeno ne dolazi do znacajnog uticaja na ostale
nutritivne komponente (Vandeweyer i sar., 2017; Doyen i sar., 2019; Caligiani i sar., 2019).
Takode, preporuka European Food Safety Authority je da insekti budu termicki tretirani pre
upotrebe u ishrani Zivotinja i ljudi (EFSA, 2015). Nakon susenja, larve su samlevene u mlinu sa

hladenjem (KN 295 Knifetec™, FOSS), a potom su zamrznute sve do momenta analiziranja.
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lzdvajanje larvi od lutaka,
insekata i supstrata

Uzgoj larvi

Inaktivacija u kljucaloj

vodi Susenje larvi Brasno od crva brasnara

Slika 20. Postupak proizvodnje brasna od crva brasnara
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4.1.2 Uzgoj popaca

Popci se u pogledu taksonomije u mnogome razlikuju od crva brasnara i super crva. Zbog
toga su uslovi gajenja bili nesto drugaciji. Uzgoj popaca je prikazan na Slici 21. Popci su gajeni u
vecim plastiénim posudama, dimenzije 36,5 X 52 x 24,5 cm, sa poklopcem koji je imao rupe i
obezbedivao provetravanje. Za uzgoj popaca su korisene iste vrste biljnih supstrata, s tim §to je
svaka plati¢na kutija sadrzala plastiénu posudu sa vodom i plasticnu posudu sa kokosovim
tresetom, koji je sluzilo za polaganje jaja. Da bi se obezbedila ve¢a dostupna povrSina i mesta za
skrivanje, u svaku kutiju su stavljene po tri ambalazne kutije za jaja. 38,6 g odraslih popaca je
dodato u svaku kutiju, gde je polovina ¢inila muzjake, a polovina zenke. Pol je odreden vizuelno.
U svaku kutiju je dodato 30 g pSeni¢nih mekinja, izuzev kutija koje su bile predvidene za uzgoj
popaca pomocu supstrata M. U te kutije dodato je po 15 g pSeni¢nih mekinja i 15 g samlevenog
semena lana. U prvih mesec dana, svaki tre¢i dan dodavano je po 30 g Sargarepe (supstrat S), 30 g
kupusa (supstrat K) i 30 g Sargarepe i kupusa (1:1, supstrat M). Nakon mesec dana, dodato je po
50 g pSeni¢nih mekinja (supstrat K i supstrat S) i po 50 g pSeni¢nih mekinja i mlevenog semena
lana (1:1, supstrat M). Koli¢ina povr¢a je povecana na 50 g i dodavana je svaki tre¢i dan. Tokom
gajenja popaca, higijenska praksa je od izuzetne vaznosti, tako da su posude vizuelno kontrolisane
svaki tre¢i dan, trulo povrée je zamenjeno svezim i ukoliko je bilo potrebe, voda je zamenjena
svezom. Popci su uzgajani u periodu od 60, 67 i 74 dana, kako bi se ispratio uticaj trajanja uzgoja
na nutritivni sastav brasSna od popaca. Vreme trajanja uzgoja je izabrano na osnovu literaturnih
podataka o zivotnom ciklusu popaca. Nakon uzgoja, odvojeni su od supstrata i 24 h su bili u
periodu ,,gladovanja®, kako bi se §to je moguce viSe uklonio sadrzaj iz digestivnog trakta 1 time
smanjila koli¢ina Enterobacteriacea. Inaktivacija popaca se obavila u kljucaloj vodi u periodu od
30 sekundi, a zatim su odrasle jedinke popaca prosusene u susnici (Sutjeska, SFRJ) na temperaturi
od 70°C u trajanju od 1h. Nakon suSenja, popci su samleveni u mlinu sa hladenjem (KN 295

Knifetec™, FOSS), a potom su zamrznuti sve do momenta analiziranja.
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Kokosov treset

Period gladovanja Inaktivacija Susenje jedinki Bl Bragno od popaca

Slika 21. Postupak proizvodnje brasna od popaca
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4.2 Metode

U okviru ove doktorske disertacije, prinos larvi crva brasnara i popaca je odreden kao
razlika u dobijenoj masi nakon uzgoja (90, 97 i 104 dana) i1 pocetnoj masi larvi. Prinos popaca je
odreden na isti nac¢in, ali nakon drugog vremena uzgoja (60, 67 i 74 dana). Za ispitivanje
nutritivnog sastava insekatskog brasna koris¢ene su metode koje su podrazumevale osnovne
hemijske analize, odredivanje sadrzaja masnih kiselina, amino kiselina i mineralnog sastava.
prinos larvi crva brasnara i popaca je odredivan kao razlika u dobijenoj masi nakon uzgoja (90, 97

1 104 dana) i po€etnoj masi larvi. Prinos popaca je odreden na isti nacin, s tim §to je

4.2.1 Odredivanje mase i duZine larvi super crva, crva braSnara i
odraslih jedinki popaca

Pre i nakon perioda uzgoja masa svake Sarze insekata je izmerena na vagi. Pomocu
nonijusa, merena je duzina reprezentativnog uzorka larvi crva brasnara i super crva, kao i jedinki
popaca (Slika 22). Dimenzije insekata su predstavljene kao srednja vrednost deset merenja +

standardna devijacija.

Slika 22. Merenje duzine crva braSnara, super crva i popaca
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4.2.2 Osnovne hemijske analize

Sirovi proteini su odredeni pomocu Kjeldahl metode broj 978.04 (AOAC, 1999). Prilikom
proracuna za odredivanje sadrzaja proteina na osnovu koli¢ine azota, uobicajeno je da se koristi
faktor konverzije (kp) od 6,25. Medutim telo insekata je izgradeno od hitina, polisaharida po
strukturi slicnom celulozi, koji u svom sastavu sadzi azot. Na osnovu ovoga neki autori su na
osnovu koli¢ine proteina iz aminokiselinskog sastava i koli¢ine hitina predlozili da kp bude 4,67
ili 5,33 kako bi se izbegla lazna slika o koli¢ini proteina koji se nalazi u odredenim insektima
(Jenssen i sar., 2017; Bouleus i sar., 2020). S obzirom da insekti predstavljaju veliku i divergentnu
grupu beski¢menjaka po pitanju hemijskog sastava kutikule, kao i da jo$ uvek nije predlozen kp
za super crva, koriséen je faktor konverzije od 6,25 uz napomenu da postoji mogucnost da se
dobiju veée vrednosti za sadrzaj proteina usled prisustva azota iz hitina koji ulazi u proracun.

Sadrzaj vode u insekatskom brasnu odreden je prema metodi 934.01, sirove masti su
odredene na Soxhlet uredaju prema metodi 920.39, a sirov pepeo prema metodi 942.05., dok je
sadrzaj fosfora odreden prema metodi 965.17 AOAC, a svarljivost proteina u kiselom pepsinu
prema metodi 971.09 AOAC (AOAC, 1998). Sirova vlakna su odredena na uredaju Ankom 220
Fiber Analyzer (Ankom Technology Corp., Macedon, NY, SAD) prema uputstvu proizvodaca

(Ankom, 2008). Svi rezultati su radeni u mimum dva ponavljanja i prera¢unati su na suvu masu.

4.2.3 Odredivanje sadrZaja masnih kiselina u ulju insekata

Ulje iz brasna insekata dobijeno je hladnom ekstrakcijom pomocu smeSe rastvaraca
hloroform:metanol, u odnosu 2:1. Sadrzaj masnih kiselina je odreden i izraCunat na osnovu
sadrZaja metil estara masnih kiselina. Metil estri masnih kiselina su dobijeni trannsmetilacijom
pomocu 14% metanolnog rastvora bortrifluorida, a zatim su rastvorene u n-heptanu. Ostatak n-
heptana je uklonjen uparavanjem u struji azota. Oslobodeni od rastvara¢a metil estri masnih
kiselina su se dalje analizirani pomocu gasne hromatografije (GC) na uredaju Agilent 7890A
system (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, SAD) sa plameno-jonizuju¢im detektorom (FID
— Flame lonization Detector). Razdvajanje metil estara masnih kiselina je vrseno u kapilarnoj
elektrodi od mesane silike (Supelco SP-2560 Capillary GC Column 100 m x 0.25 mm, d=0,20
um) (Supelco, Bellefonte, SAD) Kao gas nosac koriSten je gas helijum, ¢istoce 99.9997% vol,
protoka 1,5 ml/min i pritiska od 1,092 bar.
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Detekcija masnih kiselina je izvrSena na osnovu dobijenih pikova poredenjem retencionih
vremena masnih kiselina iz analiziranih uzorka i retencionih vremena masnih kiselina iz standarda
(“Supelco 37 component fatty acid methyl ester mix”). Sadrzaj masnih kiselina je prikazan kao
sadrzaj pojediacne masne kiseline (srednja vrednost dva ponavljanja) ili grupe masnih kiselina
(zasi¢ene, mononezasicene i polizasi¢ene) u 100 g ukupnih masnih kiselina u ulju uzorka, pri cemu

je 1 uracunat i korekcioni faktor (F) za svaku pojedinacnu masnu kiselinu.

Formula za preracunavanje masnih kiselina:

_AiXFi
fi= ,
Y AuxFi

x 100 1)
fi- relativni maseni sadrzaj masne kiseline %
Ai- povrSina zahvacena pikom pojedina¢nog metil estra masnih kiselina

Fi- relativni korekcioni faktor pojedinaéne masne kiseline

> Au- ukupne povrsine pikova metil estra masnih kiselina

4.2.4 Odredivanje sadrzaja amino kiselina u brasnu insekata

Postupak odredivanja aminokiselina se sastojao iz dve faze. Prva faza je predstavljala
pripremu uzorka, a druga hromatografsko odredivanje. Aminokiselinski sastav u uzorcima je
odreden pomocu jonoizmenjivacke hromatografije. Priprema uzoraka je prvo podrazumevala
kiselu hidrolizi u 6M HCI (Merck, Nemacka), na temperaturi od 110°C u periodu od 24 h. Da bi
se zaStitile pojedine amino kiseline od degradacije usled hidrolize, kao zastitni agensi dodati su
1% rastvor fenola i 0,5% tioglikolne kiseline u 6M HCI. Zastitni agensi generalno se mogu podeliti
na one koje uklanjaju halogene i one koje uklanjaju slobodne radikale. Fenol se pokazao kao
efikasan zastitni agens od halogenacije, dok se tioglikolna kiselina koristi u sprecavanju delovanja
slobodnih radikala na amino kiseline u toku hidrolize. Nakon hidrolize, uzorci su ohladeni na
sobnoj temperaturi, a potom su amino kiseline rastvorene u 25 ml Loading puferu (pH 2,2)
(Biochrom, Cambridge, VB). Uzorci su potom filtritani pomocu 0,22 pm PTFE filtera (Plano,
Texas, SAD) i preneseni u vijale (Agilent Technologies, SAD). Sastav amino kiselina u uzorcima
braSna od insekata, kao i1 proteinskim izolatima braSna od insekata analiziran je pomocu

jonoizmenjivacke hromatografije na aminoanalizatoru Biochrom 30+ (Biochrom, Cambridge,
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VB), prema proceduri opisanoj u radu Spackman i sar. (1958). Proces razdvajanja slobodnih amino
kiselina zasnivao se na specificnim interreakcijama u koloni, koji je baziran na jonoizmenjivackoj
hromatografiji. Nakon razdvajanja amino kiselina usledila je postkolonska derivatizacija sa
ninhidrinom. U reakciji svih primarnih aminokiselina dolazi do formiranja hromoforne grupe,
prikazane na Slici 23, koja se zove ,,Rumanova ljubicasta®. Detekcija amino kiselina se vrSila
fotometrijski na UV detektoru i to na 570 nm (sve amino kiseline izuzev prolina) i na 440 nm
(prolin). Detekcija amino kiselina je izvrSena poredenjem retencionih vremena amino kiselina
standarda i uzoraka, dok je kvantifikacija uradena na osnovu povrsine zahvacenih pikova amino
kiselina u odnosu na kalibracione krive koriS¢enog standarda (Amino Acid Standard Solution
,Sigma-Aldrich, St. Louis, SAD). Sadrzaj aminokiselina je iskazan kao g amino kiselina (srednja

vrednost dva ponavljanja) na 100 g proteina u uzorku.
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Slika 23. Reakcija aminokiselina sa ninhidrinom (http://what-when-how.com/molecular-

biology/ninhydrin-molecular-biology/)



4.2.5 Odredivanje sadrzaja mineralnih komponenti u brasnu od
insekata

Sadrzaj mineralnih komponenti (Ca, K, Na, Mg, Fe, Mn, Cu i Zn) u uzorcima brasna od
insekata odreden je atomskom apsorpcionom spektroskopijom prema standardu SRPS EN 1SO
6869:2008. Uzorci brasna od insekata su izmereni, potom ugljenisani na grejnoj ploci, a zatim
spaljeni u peéi za zarenje na temperaturi od 550+£3 °C. Nakon spaljivanja, pepo uzoraka je
rastvoren u 6 M HCL, a potom kvantitativno prenesen u normalni sud od 50 ml. U sud su potom
dodate soli lantan nitrita i cezijum hlorida. Sadrzaj minerala je odreden na atomskom
apsorpcionom spektrometru (Varian Spectra AA 10, Varian Techtron Pty Limited, Mulgrave,
Victoria, Australija) u struji acetilen-vazduha. Rezultati su prikazani u mg mineralne komponente

(srednja vrednost dva ponavljanja) po kg uzorka.

4.2.6 MikrobioloSke analize

Uzorci brasna od insekata su nakon mlevenja podvrgnuti mikrobiolos$koj analizi na
parametre koji su propisani zahtevima Pravilnika o kvalitetu hrane za Zivotinje (,,Sluzbeni glasnik
RS”, br. 4/2010, 113/2012, 27/2014, 25/2015, 39/2016 1 54/2017). U uzorcima brasna od insekata
odreden je ukupan broj bakterija, kao i kvasaca i plesni, zatim prisustvo Salmonella spp., C.
perfringens i S. aureus. MikrobioloSke analize su radene prema akreditovanim metodama Instituta
za prehrambene tehnologije u Novom Sadu, SRPS EN 1SO 7218:2008, SRPS CEN ISO/TS 11133-
2:2008.
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4.2.7 Dobijanje izolata proteina

Izolacija proteina iz brasna crva braSnara, super crva, i popca je modifikacija alkalne
ekstrakcije opisane u radu Azagoh i sar., (2016). Prva tacka izolacije vrSena je alkalnom
ekstrakcijom obezmasc¢enog brasna. Punomasno brasno je obezmas$¢eno u n-heksanu u odnosu
1:5. Obezmaséeno brasno je potom osuseno preko noci na vazduhu, a potom dodatno samleveno
u mlinu za kafu. Mleveno braSano od insekata je potom ekstrahovano u vodenom rastvoru na pH
11, koji je podesen pomocu rastvora 0,1 mol/l NaOH. Uz konstantno meSanje ekstrakcija je trajala
sat vremena na sobnoj temperaturi. Nakon ekstrakcije rastvor proteina je profiltriran na
Bihnerovom levku, nakon ¢ega je izvrSeno talozenje proteina. Precipitacija proteina je postignuta
podesavanjem pH na 4 pomocu 0.1 mol/l HCI uz konstano mesSanje, pri ¢emu se vizuleno moglo
primetiti odvajanje beliCastog taloga. Odvajanje taloga je nastavljeno preko no¢i u frizideru na
4°C, a potom centrifugiranjem na 10.000 rpm na 4 °C u periodu od 20 minuta (Sorvall® RC-5B
Refrigerated Superspeed Centrifuge, Du Pont Instruments).

U cilju precis¢avanja taloga, procedura ekstrakcije je joS jednom uradena po istom
protokolu. Nakon drugog talozenja, talog je osuSen preko nocu u susnici (Binder FD56, Tuttlinger,
Nemacka) na 30 °C, a potom usitnjen pomocu laboratorijskog tucka. Sematski prikaz dobijanja

izolata proteina prikazan je na Slici 24.
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Slika 24. Dobijanje izolata proteina iz brasna insekata (PI-proteinski izolat)
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4.2.8 Karakterizacija proteinskih izolata

4.2.8.1 Elektroforeza

SDS elektroforeza uzoraka je uradena prema metodi Laemmli (1970). Sistem za SDS
elektroforezu se sastojao od dva gela: gel za uzorak - 40 mg/ml akrilamida i gel za razdvajanje-
100 mg/ml akrilamida. Uzorci izolata proteina su rastvoreni u tris/glicin puferu (pH 6,8), koji je
sadrzao 20 g/l SDS (natrijum dodecil sulfata) i 50 g/l B-merkaptoetanola. Gelovi su bojeni
Coomassie brilliant blue R-250 i srebrom. Elektroforeza je izvrSena na uredaju (Multi Drive XL;

Pharmacia, Uppsala, Sweden) na 60 mA sve dok boja nije dosla do kraja ploce.

4.2.8.2 Rastvorljivost proteina

Rastvorljivost proteina odredena je na razli¢itim pH vrednostima (2-9) u rastvorima
pufera. 10 mg izolata je imereno, a zatim je dodato po 1 ml pufera. Rastvor proteina je potom
inkubiran 1h na sobnoj temeperaturi na Sejkeru Biosan TS 100-C (Biosan, Latvia). Nakon
inkubacije rastvori proteina su centrifugirani pri 14 500 rpm u trajanju od 10 min (Ependorf Mini
spin plus, Eppendorf, Nemacka). Rastvorljivi proteini su odredeni prema Bradford metodi
(Bradford, 1976). Rastvorljivost proteina je prikazana je kao koncentracije rastvorenih proteina

(srednja vrednost tri ponavljanja).

4.2.8.3 Antioksidativna aktivnost izolata proteina 2,2-azinobis-(3-
etilbenzotiazolin-6 — sulfonska kiselina) ABTSe+ radikal katjonu

Antioksidativna aktivnost proteinskih izolata je odradena spektrofotometrijski prema
ABTS*" radikal katjonu (Popovic i sar., 2013). Procedura merenje se zasnivala na obezbojavanju
zelnog rastvora ABTS*" radikal katjona u prisustvu proteinskih izolata na talasnoj duzini A=734
nm. Osnovni rastvor ABTS®*" radikal katjona se pripremao rastvaranjem ABTS-a u 0,1 mol/l
fosfatnog pufera (pH 7,4), koji je sadrzi 5 mol/l NaCl (PBS). Ovako pripremljen rastvor ¢uvan je
na tamnom u periodu od 12-24 h radi produkcije slobodnih radikala. Na dan testiranja, ovako
pripremljen rastvor se razblazivao pomocu PBS do vrednosti apsorbance od 0,7 na A=734 nm. U
3 ml radnog rastvora dodato je 30 pl uzorka. Obezbojavanje reakcione smese se pratilo 10 minuta,

zajedno sa slepom probom. Antioksidativna aktivnost je radena u tri ponavljanja.
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Antioksidativna aktivnost je racunata na osnovu slede¢e formule:

AABTS(H20) — AABTS(w)
AABTS®* = 1 2
5 AABTS(H20) x 100 @

Pri ¢emu je AABTS(H20) apsorbanca merena u slepoj probi

AABTS (u) apsorbanca merena u uzorku

4.2.8.4 Kapacitet vezivanja vode i ulja

Odredivanje kapaciteta vode i ulja proteinskog izolata je odradeno po metodi Popovic¢
(2011) i Cakarevi¢ (2021). Za odedivanje kapaciteta vezivanja ulja za proteinski izolat inesekata,
izmereno je 0,1 g proteinskog izolata u ependorf tubu kapaciteta 1,5 ml, u koju je potom dodat 1
ml vode. Ependorf tube su zatim stavljene na sejker (Thermo-Shaker TS-100C, Biosan, Latvia) u
periodu od 30 minuta, na sobnoj temeraturi 25+2 °C, nakon ¢ega su centrifugirane pri 14 500 rpm
u trajanju od 20 min (Ependorf Mini spin plus, Eppendorf, Nemacka). Ependorf tube su zatim
okrenute na papir i ostavljene 30 minuta kako bi se odlio visak vode, a potom je merena masa I
tube i uzorka. Kapacitet upijanja vode je odreden kao gvode /Qproteinskog izolata (izrezen kao srednja
vrednost tri merenja). Kapacitet upijanja ulja je odreden na identi¢an nacin, pri ¢emu je zapremina

ulja bila 0,9 ml.

4.2.9 Enzimska hidroliza proteina izolata

Proteinski izolati su rastvoreni u glicinskom pufer na pH 9. Pufer je izabran na osnovu
aktivnosti enzima, kao i na osnovu rastvorljivosti proteinskih izolata. Napravljeni rastvor je
konstantno meSan na meSalici 1 zagrevan na temperaturi od 50 °C. Nakon sat vremena meSanja,
dodat je komercijalni enzim alkalaze (proteaza iz Bacillus licheniformis 2,4 AU/g, Sigma) u
odnosu E/S 1:200. Enzimska hidroliza je izvodena u kontrolisanim uslovima. Kako bi se pratio
tok hidrolize u odredenim vremenskim intervalima uziman je uzorak, koji je termicki inaktiviran
prokuvavanjem u kljuc¢alom kupatilu u vremenskom intervalu od 5 minuta. Kako bi se denaturisani
proteini i enzimi odvojili od hidrolizata, uzorak je centrifugiran na Eppendorf Mini spin plus

centrifugi, pri brzini od 14 500 rpm, tokom 5 min.
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4.2.9.1 Odredivanje stepena hidrolize

Odredivanje stepena hidrolize je radeno TCA metodom prema Tsumura i sar. (1999).
Tokom enzimske hidrolize uziman je uzorak, a potom mu je dodat rastvor 0,44 mol/l TCA tako da
budu u odnosu 1:1. Ovako pripremljen rastvor je stavljen u frizider na 4 °C u periodu od 30 minuta,
kako bi se istalozili proteini. Nakon toga odredena je koncentracija proteina neistalozenih proteina

u rastvoru prema Bradford metodi (1976). Stepen hidrolize je odreden pomocu sledece formule:

C(TCA) @3)
c(Pro) < 100

Gde je DH-stepen hidrolize (%)
C(TCA)- koncentracija proteina u TCA frakciji (mg/ml)
C(PRO)- koncentracija ukupnih proteina (mg/ml)

4.2.10 Antimikrobna aktivnost proteinskog hidrolizata (PH)

Priprema bakterijske suspenzije

Antimikrobna aktivnost PH je ispitana na referentnim mikroorganizmima: Escherichia
coli (ATCC 8739) i Staphylococcus epidermidis (ATCC 12228) poreklom iz American Type
Culture Collection. Obe test bakterije su inicijalno kultivisana na hranljivom agaru (NA, Himedia)
na temperaturi od 37 °C u trajanju od 24 h. Nakon toga jedna do tri kolonije je inokulisana u 10
ml sveZzeg hranljivog bujona (NB, Himedia) i inkubirana na 37 °C tokom 24 h. Nakon perioda
inkubacije, suspenzija je centrifugisana na 3000xg tokom 5 min, a potom dobijeni talog je
resuspendovan u slanom peptonskom rastvoru. Opticka gustina suspenzije je podeSena pomocu
denzitometra DEN-1 (Biosan, Riga, Letonija) i to do vrednosti od 0,5 Mc Farland jedinice (~1,5
x 108 CFU/mL).
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Eksperimentalni protokol za odredivanje antimikrobne aktivnosti

Antimikrobna aktivnost uzoraka je odradena prema preporukama Instituta za klinic¢ke 1
laboratorijske standarde (CLSI, 2018) uz modifikacije opisane u radu Cabarkapa i sar. (2019). U
svaki bunar mikrotitar ploce (Slika 25) sa 96 udubljenja (Microtiter plate, Hillium), izuzev prvog,
dodato je po 100 pL Mueller-Hinton bujona (MHB, HiMedia). U prvi bunar dodato je 100 puL PH,
dok je u drugi dodato 100 uLL PH 1 100 pL. MHB. Nakon toga usledila je serija duplih razredenja
PH, koji su pripremljeni u opsegu od 454,4 do 113,62 pL/mL. Iz poslednjeg bunara uklonjeno je
100 pL. Nakon toga, u svaki bunar dodato je po 10 pL bakterijske suspenzije. Finalna zapremina
svakog bunara je iznosila 110 pL/mL, sa finalnom koncentracijom bakterija 10 CFU/mL. Finalna
koncentracija PH u prvom bunaru je bila 909,09 pL/mL. U Tabeli X su prikazane finalne
koncentracije u bunarima. Ploc¢a je potom inkubirana na 37°C u periodu od 24h. Test je uklju¢ivao
I kontrolu rasta bakterija (MHB + test bakterija), kontrolu sterilnosti I (MHB + PH) i kontrolu
sterilnosti Il (MHB).

Slika 25. Izgled mikrotitar ploce pre procesa inkubiranja
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Nakon inkubiranja u svaki bunar dodato je po 10 uL rastvora resazurina (0,01%) (Sigma-
Aldrich, St Louis, MO, USA), nakon ¢ega je inkubiranje nastavljeno narednih 6 h na temperaturi
od 37 °C, zasti¢eno od svetla. Nakon vizuelne ocene, ploce su dalje inkubirane u trajanju od 18 h.
Minimalna inhibitorna koncentracija (MIC) je determinisana kao najmanja koncentracija PH koje
je sprecila prelazak oksidovane u redukovanu formu resazurina, a determinisana je zasejavanjem
po 100 uL rastvora iz svakog udubljenja mikrotitar plo¢e na povrSinu Mueller-Hinton agara
(MHA, Himedia). Zasejane ploce su inkubirane na 37°C tokom 24 h.

Priprema serijskih razblazenja

Tabela 1. Koncentracija HP u bunarima mikrotitar ploce

Br. Mueller-Hinton Bakterijska Koncentracija Koncentracija
bujon (uL) suspenzija (ML) (UL/ml) (%)

1. Rastvor HP w/o 10 909,09 90,09
bujona 100"

2. 100 rastvor HP 10 454,25 45,4

+100™
3. 100 10 227,25 22,72
4. 100 10 113,62 11,36

*HP- hidrolizat proteina

Baktericidni/bakteriostatski efekat PH na test mikroorganizme odreden je primenom Time-
kill metode, sprovedene prema preporukama CLSI (1999). PH u koli¢ini od 1mL je inokulisan sa
100 pL bakterijske suspenzije koncentracije 10° CFU/mL. Inicijalni broj bakterija je odreden
neposredno nakon inokulacije bakterijske suspenzije u PH (Oh). Uticaj PH na prezivljavanje
ispitivanih mikroorganizama odredivan je nakon 24 h koris¢enjem standardne metode brojanja
kolonija na Hranljivom agaru (NA, Himedia). Dobijeni rezultati su izrazeni kao log CFU (Coloni

Forming Unit).

67



4.3 Obrada rezultata

4.3.1 Statisticka obrada rezultata

StatistiCka obrada rezultata je odredena pomocu softverskog programa STATISTICA 10
(StatSoft Inc., Tulsa, OK, SAD).

4.3.2 Analiza glavnih komponenti (PCA) analiza

Analiza glavnih komponenti (PCA) je kori$¢ena u identifikaciji zajednickih karakteristika
razli¢itih promenljivih, ¢ime je smanjen broj promenljivih koji se odnose na istu dimenziju i ne
pruzaju dodatne informacije. Na ovaj nacin grupisani su i klasifikovani posmatrani rezultati u

faktorskoj ravni.

4.3.3 Vestacka neuronska mreza ANN model

U cilju ispitivanja relativnog uticaja (%) vrste insekta, uslova gajenja (supstrata i vremena
gajenja) na nutritivni sastav brasna insekata, koriStena je simulacijala veStackim neuronskim
mrezama (ANN model). Cetvorostruki viSeslojni perceptron model (multi-layer perceptron
models, MLP) koji se sastojao od tri sloja: ulaznog, skrivenog i izlaznog je koristen u prora¢unima
ANN modela. Ovaj oblik ANN modela je cenjen zbog svoje sposobnosti prisvajanja nelinearnih
funkcija (Eim 1 sar., 2013; Karlovi¢ 1 sar., 2013; Prevolnik 1 sar., 2014). Kako bi se poboljsalo
,ponaSanje® ANN modela, normalizovani su ulazni i izlazni podaci, poput ,,Min-max* metode
normalizacije. Tokom izracunavanja ANN ulazni podaci su viSe puta uvedeni u neto rad, a sam
trenazni proces mreze je ponovljen 100.000 puta, testirajuci razlicite topologije sa razliitim
brojem neurona u skrivenim i izlaznim slojevima (5-20), razli¢itim funkcijama aktivacije, kao i sa
nasumi¢nim pocetnim vrednostima tezine koeficijenta i pristrasnosti (Pezo 1 sar., 2013; Zanetti i

sar., 2015).
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Za izraCunavanje relativnog uticaja ulaznih parametara na izlazne promenljive, koriStena je Yoon

-OBa jelHaunHa Ti1o0anHe oceT/buBocTr (Yoon, 1993):

n( W 4
mZk—;)l(Wlk Wk]) - 100% 4
ol Zh—o(Wikc * wij)|

RIU(%) =

Gde : RI - relativan uticaj, w — tezinski koeficijent u ANN modelu, i - ulazna promenljiva, j -

izlazna promenljiva, k - skriveni neuron, n - broj skrivenih neurona, m - broj ulaza

Prvi razvijeni ANN model je sluzio za optimizaciju i predvidanje prinosa, sadrzaja
proteina, masti, pepela, sirovih vlakama i svarljivosti proteina brasna od insekata. Drugi ANN
model je sluzio za optimizaciju i predvidanje sadrzaja esencijalnih AK (treonin, valin, leucin,
izoleucin, fenilalanin, metionin, histidin i lizin) i nesencijalne (tirozin). Tre¢ci ANN model je
razvijen u cilju optimizacije i predvidanja mineralnih komponenti (Ca, K, Mg, Na i P), dok je
cetvrti ANN model sluzio za optimizaciju i predvidanje esencijalnih masnih kiselina (C18:2n6c¢ i

C18:3n3, kao i njihov odnosa n6/n3).

4.3.4 Viseciljna optimizacija MOO (Multi-objective optimization)

Razvijeni ANN modeli su dalje koriS¢eni za viSeciljnu optimizaciju brasna od insekta,
prilagodenu upotrebi u ishrani Zivotinja. Rezultat MOO optimizacije je imao za cilj dobijanje
maksimalanog prinosa, sadrzaja proteina, masti, sirovih vlakan, svarljivosti proteina, sadrZaja
amino kisellina, masnih kiselina 1 minerala; 1 minimalanog sadrzaja pepela 1 odnosa n6/n3 masnih

kiselina u brasnu od insekata.

Resenje MOO optimizacije se baziralo na Pareto optimalnim vektorima, koji omogucuje
odredivanje potenciljalnog reSenja, gde se poboljSanjem jednog reSenja ne narusavaju druga (Koji¢
isar., 2018). Genetski algoritam je koristen za pronalazenje MOO reSenja, jer istovremeno radi na
pronalazenju c¢itavih populacija reSenja, a ne samo jednog. Ovaj algoritam je zasnovan na

stohastickoj tehnici evolutivnih algoritama (Goldberg i sar., 1989).
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5. Rezultati 1 diskusija



5.1 Duzina larvi crva brasnara, super crva i popaca
nakon perioda uzgoja

Na osnovu rezultata merenja duzine insekata, koji su prikazani u Tabeli 2, najvece

vrednosti su izmerene kod super crva i to u rasponu od 44,84 do 48,11 mm.

Tabela 2. Izmerene vrednosti duzine jedinki brasnara (TM), super crva (ZM) i popaca (AD)

Vrsta insekta Supstrat Vreme gajenja DuZina (mm)
™ M 1 23,21 +1,142b
™ K 1 24,67 + 1,442
™ S 1 24,47 + 1,062P
™ M 2 24,81 + 1,842b
™ K 2 25,40 + 1,68%P
™ S 2 24,70 + 1,352P
™ M 3 24,14 + 1, 59°
™ K 3 26,66 + 1,562°
™ S 3 24,67 + 0,49%P
ZM M 1 45,64 + 1,38%P
ZM K 1 46,20 + 1,522
ZM S 1 47,02 + 2,012P
ZM M 2 46,37 + 1,272P
ZM K 2 48,11 + 1,35%P
ZM S 2 47,40 + 1,042P
ZM M 3 44,87 + 0,58°
ZM K 3 46,21 + 1,74%P
ZM S 3 47,60 + 0,95%P
AD M 1* 19,21 + 1,549
AD K 1* 21,31 + 1,68¢%¢
AD S 1* 18,45 + 1,84°
AD M 2* 19,45 + 1,35¢
AD K 2% 20,14 + 1,59¢¢
AD S 2% 19,10 + 1,13¢4
AD M 3* 18,91 + 0,95°%¢
AD K 3* 18,78 + 1,47¢
AD S 3* 20,15 + 0,97¢¢

Rezultati su prikazani kao srednja vrednosti (n=10) + standardna devijacija, razli¢ita slova u okviru iste kolone ukazuju na
statisticki znacajnu razliku (p < 0,05)
TM - Tenebrio molitor; ZM - Zophobas morio; AD- Acheta domesticus; M - miks koji se sastojao od $argarepe, kupusa i semena
lana ; K - kupus ; S - Sargarepa; * Vreme gajenje 1, 2 i 3 predstavlja 90, 97 i 104 dana; 1*, 2* i 3* predstavlja 60, 67 i 74 dana
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Duzine tela larvi crva brasnara su se kretale u intervalu od 23,21 do 24,64 mm, super crva
od 44,80 do 48,11 mm, a za popca od 18,78 do 21,31 mm. Na osnovu izmerenih vrednosti se moze
zapaziti da duzina jedinki nije zavisila od vrste ishrane ve¢ od genetskih osobina vrste. Isto tako,
moze se pretpostaviti da su jedinke sve tri vrste insekata dostigla maksimalan rast pre prvog
vremena inaktivacije, pa se stoga duzina jedinki u tri vremenska perioda uzgoja nije znacajno
menjala. Dobijeni rezultati su bili u saglasnosti sa prethodno objavljenim rezultatima drugi autora
(Finke i sar., 2002; Fernandez-Cassi i sar., 2019; Rumbos i Athanassiou, 2021).

U slede¢im poglavljima koja se odnose na nutritivni, aminokiselinski, mineralni i
masnokiselinski sastav braSna od insekata, rezultati su grupisani u dve celine. U prvom delu,
izvreno je poredenje rezultata, PCA analiza i ANN modela crva brasnara i super crva. S obzirom
da oba insekta pripadaju taksonomski istom redu (Coleoptera: Teneobridae), u rezultatima su
prikazani zajedno radi lakSeg poredenja. U drugom delu su prikazani rezultatati za brasno od
popaca, koji pripadaju drugom redu (Orthoptera: Gryllidae), s obzirom da imaju drugacije osobine

i da su im uslovi uzgoja bili drugaciji.

5.2 PCA analiza

Na slici 26 i 27 su prikazani dobijeni PCA grafici za kvalitet brasna od sve tri vrste
insekata, koji je podrazumevao osnhovni hemijski, aminokiselinski, masnokiselinski i mineralni
sastav. Blizine tacaka na ovim graficima ukazuju na sli¢nost obrazaca koje reprezentuju.
Orijentacija vektora koji opisuje promenljivu u faktoru prostora ukazuje na sve veci trend uticaja
ovih promenljivih, a duZina vektora je proporcionalna kvadratu korelacije vrednosti izmedu
uklapajuce vrednosti za promenljivu i same promenljive. Uglovi izmedu promenljivih su obrnuto

proporcionalni stepenu njihovih korelacija, tj. Sto je ugao manji, to je veci stepen korelacije.
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5.2.1 PCA analiza brasna od crva brasnara i super crva

PC 2: 18.74%

PC 2:21.29%

faktorske koordinate prikazuju 65,52% ukupne varijabilnosti (46,78 1 18,74%) u okviru Sest
promenljivih. Analizom PCA grafika, prinos, sadrzaj proteina i svarljivost proteina imaju

pozitivan uticaj na izracunavanje prve glavne komponente, dok su promenljive: sirova vlakna i
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Slika 26. Uticaj uslova gajenja super crva i crva brasSnara na: a) osnovni hemijski sastav; b)

amino kiseline, c) mineralni sastav; d) masne kiseline

*1-TM1, 2-TK1, 3-TS1, 4-TM2, 5-TK2, 6-TS2,7-TM3, 8-TK3, 9-TS3, 10-ZM1, 11-ZK1, 12-ZS1, 13-ZM2, 14-

Na osnovu rezultata PCA analize, koja je prikazana na Slici 26(a) uocava se da prve dve

ZK2, 15-782, 16-ZM3, 17-ZK3, 18-ZS3
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mast pokazale negativan uticaj. Na grafiku se takode moze uociti da pozitivan uticaj na racun druge

glavne komponente ima sadrzaj sirovih vlakana dok negativan uticaj ima sadrzaj proteina.

Dobijenti rezultati za PCA analizu aminokiselina, koja se moze uociti na Slici 26(b),
ukazuju prisustvo dve faktorske koordinate u iznosu od 80,68% ukupne varijabilnosti (61,43 i
19,25%). Negativan uticaj na prvu glavnu komponetnu imaju sve aminokiseline, dok na drugu
glavnu komponetnu negativan uticaj imaju: metionin, leucin, fenilalanin i lizin. Pozitivan uticaj na

drugu glavnu komponentu imaju slede¢e aminokiseline: treonin, valin, izoleucin, tirozin i histidin.

Na Slici 26(c) prikazan je PCA grafik za sadrzaj mineralnih materija. Prve dve faktorske
koordinate predstavljaju 90,76% ukupne varijabilnost (69,74 i 21,29%). Na osnovu rezultata,
uocava se da pozitivan uticaj na prvu glavnu komponentu ima sadrzaj Ca, dok negativan uticaj

imaju K, Mg i P. Pozitivan uticaj na drugu glavnu komponentu ima sadrzaj Na.

Rezultati za PCA analizu masnih kiselina prikazani su na Slici 26(d). Na osnovu obradenih
rezultata moze se uociti da prve dve faktorske koordinate predstavljaju 98,31% ukupne
varijabilnosti (82,94 1 15,37%). Pozitivan uticaj na prvu glavnu komponentu je zapazen u slucaju
sadrzaja C18:2n6c¢ i odnosa n6/n3, dok je negativan uticaj zapazen u slucaju sadrzaja C18:3n3.
Pozitivan uticaj na drugu glavnu komponentu imaju obe masne kiseline, C18:3n3 i C18:2n6c¢, dok

negativan uticaj ima odnos n6/n3.
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5.2.2 PCA analiza brasna od popaca
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Slika 27. Uticaj uslova gajenja popaca na: a) osnovni hemijski sastav; b) amino kiseline, c)

mineralni sastav; d) masne kiseline

*1-AM1, 2-AK1, 3-AS1, 4-AM2, 5-AK2, 6-AS2,7-AM3, 8-AK3, 9-AS3

Na Slici 27. prikazana je PCA analiza uticaja uslova gajenja popaca na nutritivni sastav

brasna od popaca. Kako je prikazano na Slici 27(a) prve dve faktorske koordinate prikazuju

65,57% (37,06 i 28,51%) ukupne varijabilnosti. Pozitivan uticaj na prvu glavnu komponentu imaju

sledec¢e promenljive: proteini, pepeo 1 svarljivost proteina, dok negativan uticaj imaju sirova
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vlakna, sadrzaj masti i prinos. Pozitivan uticaj na drugu glavnu komponentu imaju sledece
promenljive: sadrzaj proteina, sirovih vlakana i prinos, a negativan uticaj: sadrzaj pepela, masti i

svarljivost proteina.

Rezultati dobijeni PCA analizom aminokiselina su prikazane na Slici 27(b). Prve dve
faktorske koordinate prikazuju 93% ukupne varijabilnosti (84,01 i 8,99%). Sve amino kiseline
imaju negativan uticaj na prvu glavnu komponetnu, dok pozitivan uticaj na drugu glavnu
komponentu imaju slede¢e amino kiseline: Metionin, histidin i tirozin. Negativan uticaj na drugu

glavnu komponentu imaju amino kiseline: lizin, leucin, fenilalanin i valin.

Na slici 27(c) se mogu uociti prve dve faktorske koordinate PCA analize za minerale, koja
prikazuju 77,95% (53,61 i 24,34%) ukupne varijabilnosti. Pozitivan uticaj na prvu glavnu
komponentu uocen je za sadrzaj K, dok je negativan uticaj uocen za sadrzaj Na, Ca, Mg i P. Na
drugu glavnu komponentu pozitivnan uticaj je zapazen u slucaju sadrzaja P 1 Mg, dok je negativan

u slucaju sadrzaja Ca,K i Mg.

Rezultati dobijeni PCA analizom za masne kiseline u brasnu popaca su prikazani na Slici
27(d). Prve dve faktorske koordinate prikazuju 99,18% (94,21 i 4,97%) ukupne varijabilnosti.
Pozitivan uticaj na prvu glavnu komponentu imaju promenljive C18:2n6c¢ i n6/n3, dok je negativan
uticaj zapazen u sluaju C18:3n3. Na drugu glavnu komponentu negativan uticaj imaju

promenljive C18:3n3 i odnos n6/n3, dok pozitivan uticaj ima sadrzaj C18:2n6c¢.

Na osnovu svih rezultata PCA analiza, moze se zakljuciti da je PCA analiza pogodna za
dobijanje prve impresije o rezultatima istraZivanja. Odnosno PCA analiza je omogucila
razdvajanje uzoraka na osnovu njihovih osobina i smanijila je broj promenljivih. Ovim rezultatima
omogucena je dobra osnova za dalje matematicke modele kao $to su ANN modeli 1 viSeciljne

optimizacija.
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5.3 Nutritivni sastav brasna crva brasSnara i super
Crva

Pored crne vojni¢ke muve ili Black soldier fly (Hermetia illucens), crv brasnar, odnosno
brasno dobijeno od njega, je jedna od najispitivanijih alternativnih sirovina u ishrani zivotinja .
(Hong i sar., 2020). Za razliku od ove vrste, o super crvu se jo§ uvek ne zna mnogo sa aspekta
uzgoja i upotrebe u ishrani ljudi i Zivotinja (Kim i sar., 2015; Van Broekhoven 2015; Harsanyi 1
sar., 2020). S obzirom da oba insekta taksonomski pripadaju istom redu, u rezultatima su prikazani
zajedno radi lakSeg poredenja. U Tabeli 3 prikazan je nutritivni sastav crva braSnara i super crva,

a rezultati su prikazani kao srednja vrednost izraCunata na suvu materiju.

5.3.1 Prinos crva brasnara i super crva

Prinos larvi se kretao u vrednostima od 178,41-323,68 g u slu¢aju crva brasnara i od
130,00-177,03 g za slucaj super crva (Tabela 3). Veci prinos u slu¢aju crva brasnara je o¢ekivan,
jer se tokom gajenja crv braSnar razmnozavao i bilo ga je moguée naci u sva Cetiri razvojna
stadijuma (jaje, larva, lutka i imago). Nasuprot njemu, super crv zahteva specifi¢ne uslove za
prelazak u stadijum lutke, odnosno neophodno je da se larve fizicki izoluju iz supstrata kako bi
presle u stadijum lutke, a potom 1 u odraslu jedinku. Super crv ostaje u stanju larve 1 do godinu
dana, ukoliko se fizicki ne odvoji od supstrata i ne izoluje (Dossey 1 sar., 2016). S tim u vezi, crv
brasnar se tokom eksperimenta razmnozavao i polagao jaja tokom ¢itavog vremena gajenja, ¢ime
se 1 njegova brojnost znacajno povecavala. Kim i sar. (2014) su u svojim istraZivanjima otkrili da
je najintenzivniji rast crva braSnara u periodu od 77-125 dana, Sto je u skladu sa dobijenim
rezultatima. Takode, istrazivanja koja su sproveli Liu 1 sar. (2019) su pokazala da obogacene
pSenicne mekinje sa kupusom i Sargarepom dovode do povecanja mase larve 1 do 40%, Sto je u

saglasnosti sa dobijenim rezultatima.

Na Slici 28a prikazan je relativan uticaj vrste insekata, vremena gajenja i supstrata na
prinos crva brasnara i super crva. Na osnovu rezultata moze se uociti da je najbolji prinos u slucaju
crva braSnara postignut u periodu od 104 dana, $to je u saglasnosti sa prethodnim istrazivanjima
(Kim i sar., 2014; Harsany i sar., 2020). Sto je veca gustina larvi sve je manja $ansa za prelazak
larve u stanje lutke, ovo se najverovatnije deSava kao prirodna odbrana od kanibalizma, koji je

Siroko rasprostranjen u ponasanju insekata (Quennedey i sar., 1995). S tim u vezi brojnost crva
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braSnara se znatno povecala usled razmnozavanja odraslih jedinki, dok je u slucaju super crva ona

ostala ista, jer su se jedinke nalazile iskljucivo u stadijumu larve.

5.3.2 Sadrzaj proteina u brasnu crva brasnara i super crva

Nacelno, brasno od obe inskatske vrste se moze posmatrati kao nutritivno bogata
proteinska sirovina. Sadrzaj proteina u obe vrste brasna je slican i krece se u vrednostima od 48,94
do 55,60% u slucaju crva brasnara, dok je u slucaju super crva u opsegu od 44,57 do 56,22%
(Tabela 3), u zavisnosti od hranljivog supstrata. Dobijeni rezultati su bili sli¢ni ili nesto veci u
poredenju sa prethodno objavljenim rezultatima (Kim i sar,, 2014; Rumbos i sar,, 2020; Prachom

i sar,, 2021).

Najbolja optimizacija u sadrzaju proteina je postignuta u slucaju kada je super crv gajen na
supstratu sa dodatkom kupusa u periodu od 97 dana (Slika 28(b)). Kupus je povrce izuzetno bogato
mikronutrijentima poput askorbinske kisleline, koja pospesuje rast i fertilnost insekata, tako $to
smanjuje oksidativni stres. Sa kupus je nutritivno siromasan u pogledu makronutrijenata poput
proteina i masti i stoga verovatno ne uti¢e na povecanje sadrzaja proteina u brasnu insekata (Liu i
sar,, 2019). Medutim, dobijeni rezultatu su pokazali da interakcija ishrane 1 vremena gajenja utice

na povecanje sadrzaja proteina u brasnu crva brasnara.
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Tabela 3. Nutritivni sastav brasna od insekata

Vrsta Supstrat Vreme Prinos (g) Sirovi proteini Mast (%0) Pepeo (%) Sirova vlakna Svarljivost
gajenja (%) (%) protiena (%)
™ M 1 221,20 48,94+0,05¢ 31,87+0,099M 5,02+0,23%4&f9  6,17+0,492P 84,93+0,31"
™ K 1 178,41 53,6620,25 28,460,095 5,73+0,02" 7,340,4220¢4 84 67+0,05 foh
™ S 1 206,57 49,84+0,12¢ 31,03+0,03¢%" 6,84+0,51 8,51+0,422.bcd 85,59+0,219"
™ M 2 291,16 48,98+0,0°¢ 33,54+0,68" 4,80+0,16%%¢f  8,36+0,37>Pcd  83,05+0,09 cdef9
™ K 2 273,38 55,02+0,17" 30,23+1,84%9 4,79+0,18¢def 5,28+0,60? 84,30+0,11%9
™ S 2 226,90 55,60+0,09" 28,85+0,33¢ 5,13+0,23%efeh g 12+0,4820cd 84 66+0,07 "9
™ M 3 302,40 52,03+0,04° 33,53+0,13" 4,91+0,03%4ef9  6,72+0,3720¢  85,06+0,21 "9
™ K 3 323,68 55,29+0,19" 27,16+0,17¢ 5,27+0,021%gh 6,33+0,112P 84,80+0,24%9h
™ S 3 226,90 55,33+0,07"k 24,830,291 5,16+0,02¢f9h 5,53+0,52 83,32+0,28 def9
ZM M 1 130,00 47,29+0,04° 33,69+0,09" 3,76+0,05° 5,95+0,032P 83,77+0,05 &"9
ZM K 1 166,12 54,31+0,09" 33,13+0,09" 2,89+0,06° 5,73+0,012 84,05+0,11"9
ZM S 1 167,08 44,57+0,10? 33,41+0,21% 2,99+0,052 5,89+0,302>  82,05+0,54 Pedef
ZM M 2 132,03 55,49+0,11"k 37,58+0,05¥ 2,88+0,01? 6,72+0,0920¢  83,92+0,118"9
ZM K 2 177,02 56,22+0,07) 44,48+0,08™ 3,21+0,03*°  7,96+0,062°¢¢  82,23+0,37 Pcd.9
ZM S 2 136,74 56,21+0,02°P 36,50+0,18% 3,2240,05*°  7,00+0,202P¢d  83,18+0,22 %ef9
ZM M 3 139,83 51,98+0,07¢ 32,35+0,41M 2,69+0,112 9,12+1,472 83,61+0,45 &"9
ZM K 3 177,03 49,21+0,05¢¢ 34,47+0,24) 3,00+0,082 7,70£1,0020¢d 83 560,29 &9
ZM S 3 111,88 47,20+0,03° 40,81+0,05' 3,13#0,03*  8,91+0,562P¢d  83,45+0,22 %ef9
AD M 1* 203,52 70,89+0,09k 19,84+0,24°¢ 4,78+0,06%%¢"  10,80+0,13 ¢4 78,29+0,132
AD K 1* 177,88 64,67+0,02' 24,44+0,34¢ 4,65+0,21%%ef  7,04+0,12 abcd 79,18+0,482P
AD S 1* 166,92 68,87+0,07" 17,050,372 5,52+0,289"  7,80+0,25%>¢d  80,03+0,152P¢
AD M 2% 241,50 71,37+0,06" 17,29+0,18? 4,58+0,13¢04¢ 11,24+0,57¢ 80,37+0,342bcd
AD K 2% 193,93 66,46+0,12™ 17,79+0,20° 4,45+0,07¢ 6,39+1,502P¢  80,95+0,10%bcde
AD S 2 210,44 64,71+0,07' 18,83+0,322P 4,46+0,23%¢  7,81+0,04 ab.cd 78,36+0,05%
AD M 3* 184,34 64,10+0,06' 23,27+0,26° 4,56+0,06%%¢  10,15+0,32 Pcd 78,59+0,162
AD K B 151,13 69,89+0,09° 20,99+0,31° 4,81+0,21%9ef 8 29+0,8820cd 82 84+0,23 ¢defg
AD S 3* 140,01 73,81+0,08 17,82+0,522 4,89+0,10¢4ef9 8 21+0,372bcd  80,14+0,042PC

Rezultati su prikazani kao srednja vrednosti (n=2) + standardna devijacija, Izrazeni su na suvu materiju. Razli¢ita slova u okviru iste kolone ukazuju na statisti¢ki zna¢ajnu razliku (p
< 0,05). TM - Tenebrio molitor; ZM - Zophobas morio; AD- Acheta domesticus; M - miks Koji se sastojao od Sargarepe, kupusa i semena lana ; K - kupus ; S - Sargarepa;
*Vreme gajenje 1, 2 i 3 predstavlja 90, 97 i 104 dana; 1*, 2* i 3* predstavlja 60, 67 i 74 dana
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Hrana bogata vlaknima poput pSeni¢nih mekinja, doprinosi stvaranju veceg sadrzaja
proteina u odnosu na mast, jer limitiran sastav ovakvih sirovina vodi ka potrosnji sopstvenih masti
za normalne fizioloSke funkcije, ¢ime se ukupan sadrzaj masti larve znatno smanjuje (Benzertiha
i sar,, 2020). U poredenju sa konvencionalnim proteinskim sirovina u industrijskoj proizvodnji
hrane za zivotinje, poput ribljeg brasna i sojine sa¢me, oba braSna od insekata se mogu smatrati za
proteinski bogate sirovine u ishrani zivotinja (Marco i sar,, 2015; Yoo i sar,, 2019). Sojina saCma
u proseku sadrzi izmedu 49 i 56% proteina, S$to je veoma slicno dobijenim rezultatima za oba
brasna, dok riblje brasno ima nesto visi sadrzaj proteina, i iznosi preko 60% (Yoo i sar,, 2019). Na
osnovu dobijenih rezultata, moze se re¢i da oba brasna delimi¢no ili potpuno, u zavisnosti od vrste

Zivotinje, mogu da zamene riblje brasno i sojinu sacmu u novim formulacijama hrane za zivotinje

(Makkar i sar,, 2014).

5.3.3 Sadrzaj masti u brasnu crva brasnara i super crva

U tabeli 3 prikazan je sadrzaj masti za obe vrste brasna dobijenog od crva, koji su gajeni
na razli¢itim podlogama u tri razli¢ita vremenska perioda. Rezultati ukazuju da sadrzaj masti varira
od 24,83 do 33,54% u slu¢aju brasna od crva brasnara, dok je u slucaju super crva taj sadrzaj nesto
visi 1 iznosi izmedu 32,35 1 44,48%. Dobijeni rezultati su u saglasnosti sa rezultatima objavljenim
od strane Veldkamp i sar. (2015), Kar i sar. (2016) i Boulos i sar. (2020), dok su nesto manji u
poredenju sa larvama super crva koji su gajeni sa povréem i biljnim otpacima (Harsany 1 sar.,
2020). Posmatranjem uticaja procesa gajenja na sadrzaj masti u brasnu od insekata uoceno je da je
dodatak Sargarepe uticao na smanjenje sadrzaja masti u brasnu od crva brasnara u periodu od 104
dana gajenja, Sto je prikazano na Slici 28(c). lako pretezno prepoznati kao proteinske sirovine,
dobijena brasna od larvi obe insektske vrste mogu se posmatrati i kao sirovine bogate mastima. U
poredenju sa sojinom sa¢mom (3-5% masti) i ribljim brasnom (oko 10% masti), obe vrste brasna

sadrze vece koli¢ine masti (Kar i sar., 2016).
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Slika 28. Relativni uticaj (%) vrste insekta, supstrata i vremena gajenja na nutritivni sastava brasna:

f) svarljivost proteina

a) prinos; b) sadrzaj proteina; ¢) sadrzaj masti; d) pepeo; e) sirova vlakna;
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Vrednosti u sadrzaju proteina i masti su relativno konstantne u poredenju sa vrstom
hranljivog supstrata koji je koriSten u uzgoju insekata. U prilog tome idu i rezultati objavljeni od
strane Van Broekhoven 1 sar. (2015), gde je uoceno da je u larvama sadrzaj masti i proteina bio
relativno konstantan, iako su larve bile hranjene supstratima koji su se u pogledu sadrzaja proteina
znacajno razlikovali. I druga istrazivanja su pokazala da se makrokomponente poput sadrzaja
proteina, masti i vode ne razlikuju u larvama crva brasnara gajenim na razli¢itim vrstama zitarica

(Oonincx i sar., 2015).

5.3.4 Sadrzaj pepela i sirovih vlakana u braSnu super crva i crva
brasnara

U Tabeli 3 su prikazane vrednosti za sadrzaj pepela, koji se krece od 4,79 do 6,84% za
brasno crva brasnara i znatnonize u slucaju super crva (2,69 do 3,76%). Pozitivan uticaj na sadrzaj
pepela uocen je kada je super crv hranjen supstratom M u periodu od 104 dana (Slika 28(d)).
Evropska Regulativa EC No 767/2009 i Pravilnik o kvalitetu hrane za zivotinje (Sl. glasnik RS
4/2010, 113/2012, 27/2014, 25/2015 1 39/2016) jasno propisuje dozvoljeni sadrzaj pepela u
sirovinama za ishranu zivotinja. Svi uzorci brasna od insekata su sadrzali manje pepela u poredenju

sa sadrzajem pepela u ribljem brasnu i sojinoj sa¢mi.

Vrednosti za sirova vlakna u oba uzorka su prikazana u Tabeli 3. Vrednosti su sli¢ne za
oba uzorka 1 krec¢u su se u opsegu od 5,28 do 9,12%. Pozitivan uticaj na sirova vlakna uoc¢ava se
kod larvi ove insekatske vrste, koje su hranjene supstratom S u periodu od 97 dana (Slika 28(e)).
U poredenju sa sojinom saémom i ribljim brasnom, oba brasna imaju sli¢an sadrzaj sa sojinom
saémom i nesto visi u poredenju sa ribljim brasnom (Kar i sar., 2016). U osnovi sirovih vlakana
pretezno se nalazi hitin, koji ima pozitivno dejstvo na probavni trakt Zivotinja (Selenius 1 sar.,
2018). Digestivni trakt Zivotinja moZe da razgradi hitin samo do odredenih delova, medutim veruje
se da hitin ima prebiotsko dejstvo (Hussain i sar., 2017). Takode, pojedina istrazivanja ukazuju da
hitin ima antimikrobno, antivirusno i antifugalno dejstvo, a u bioloSkim ogledima na ribama 1i
zivini pokazano je da ima pozitivan uticaj na imunolosko stanje Zivotinja (Sanchez-Muros i sar.,

2014; Piccolo i sar., 2017).
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5.3.5 Svarljivost proteina u brasnu crva brasnara i super crva

Svarljivost proteina u brasnu crva braSnara i super crva prikazano je u Tabeli 3. Vrednosti
svarljivosti proteina su pretezeno ujednacene i krecu se u opsegu od 82,05 do 85,59% u oba brasna
1 nisu se menjale u zavisnosti od vrste supstrata. Medutim slicno kao i za sadrzaj proteina,
potvrdeno je da suplementacija kupusom i period gajenja od 97 dana moze pozitivno da utice na
svarljivost proteina (Slika 28(f)). Svarljivost proteina je veoma sli¢na vrednostima dobijenim za
sojinu saCmu 1 nesto niza u odnosu na riblje brasno (Dossey 1 sar., 2016; Hussain i sar., 2017). U
skladu sa prethodno objavljenim istrazivanjima, pokazano je da i sam nac¢in procesuiranja brasna
u mnogome utice na svarljivost proteina. Tako su dobijeni rezultati ve¢i u odnosu na rezultate
objavljene od strane Bosch i sar. (2014), ¢iji su uzorci larvi suseni na viSim temperaturama (65,5-
66,7%), ali isto tako neSto manji u odnosu na larve super crva (93%) 1 crva brasnara (91,3%) koji

su inaktivirani zamrzavanjem (Oonincx i sar., 2015).

5.4 Nutritivni sastav brasna popaca

Popci (Acheta domesticus), predstavljaju insekte koji su pored crva brasnara i super crva mozda
jedni od najistrazenijih kao potencijalna hrana buduénosti (Fernandez-Cassi, 2019). U slede¢im
poglavljima prikazani su dobijeni rezultati za brasno od popaca. Rezultati su prikazani kao srednja

vrednost i iskazani su na suvu materiju.

5.4.1 Prinos popaca

U Tabeli 3 su prikazane vrednosti za dobijeni prinos popaca. Prinos se kre¢e od 140,01 do
241,50 g. U poredenju sa crvom brasnarom i super crvom, popci su imali veéi prinos za krace
vreme gajenja. Dobijeni rezultati su u saglasnosti sa rezultatima Harsany i sar. (2020), koji su
takode poredili ova tri insekta, ali za kra¢e vreme gajenja (45 dana). Morfologija popaca je u
potpunosti drugacija u odnosu na crva brasnara I SUper crva, pa su iz tog razloga i rezultati uticaja
parametara gajenja na nutritivni sastav prikazani odvojeno. Na Slici 29(a) se moze uociti da je
supstrat M 1 vreme gajenja od 67 dana pozitivno uticao na prinos popaca. Dostupne koli¢ine vode
u toku gajenja popaca uti€u na povecanje suve materije popaca i do 59% (McCluney i Rishabh,
2008). Najintenzivniji rast popaca je postignut izmedu 40-0g i 60-og dana gajenja, $to je u
saglasnosti sa prethodno objavljenom literaturom (Fernandez-Cassi, 2019).
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Nize vrednosti za prinos nakon 74 dana gajenja popaca mogu se objasniti pojavom
kanibalizma kod ove vrste insekata, koja nastaje usled neadekvatne raspoloZzivosti hrane ili tokom

uticaja drugih spoljasnjih faktora poput nehigijenskih uslova, vlaznosti vazduha ili temperature
(Collavo i sar., 2005).

5.4.2 Sadrzaj proteina u brasnu popaca

Procenat proteina u brasnu od popaca se kretao od 64,10 do 73,81%. (Tabela 3) Dobijeni
rezultati su u saglasnosti sa rezultatima objavljenim od strane Ghosh i sar. (2017), Barroso i sar.
(2014). U poredenju sa rezultatima dobijenim za crva brasnara i super crva, braSno popaca sadrzi

najvise proteina.

Pozitivan uticaj na koli¢inu proteina imao je dodatak supstrata S 1 M i period gajenja od 74
dana (Slika 29(b)). Na sadrzaj proteina brasna od popaca osim vrste ishrane 1 starosti jedinke utice
jos ipol. Uoceno je da muske jedinke popaca sadrze veéu koli¢inu proteina u poredenju sa zenskim
jedinkama (Kulma i sar., 2019). U poredenju sa konvencionalnim proteinskim sirovinama u ishrani
Zivotinja, moze se reci da od sve tri vrste brasna, jedino brasno popca moze da bude konkurento
sa ribljim brasnom, jer je sadrzaj proteina Visi ili sliCan ribljem brasnu (Kar i sar., 2016).
Istrazivanja koja su sproveli Jansen i sar. (2017) su pokazala da sadrzaj proteina u larvama insekata
(Tenebrio molitor, Hermetia illucens i Acheta dubia) moze biti nerealno veliki, usled prisustva
hitina, koji je prirodni polisaharid i koji u svom sastavu sadrZi azot. 1z tog razloga, neki autori su
predlozili da prilikom izraCunavanja sadrZaja sirovih proteina treba koristiti sledec¢e korigovane
faktore: 4,75, 4,86 1 4,67 (Jansen i sar., 2017; Jonas-Levi i Martinez, 2017). Medutim, novija
istrazivanja su pokazala da je sadrzaj hitina u jedinkama popaca oko 1%, racunato na suvu
materiju, i da ova koli¢ina ne moZe uti¢e znac¢ajno na ukupan sadrzaj sirovih proteina. Stoga je u
ovoj doktorskoj disertaciji koris¢en faktor od 6,25; za koji autori novijih radova, veruju da je
prili¢no verodostojan u prikazu ukupnog sadrzaja proteina kod vecine larvi insekata i da male
koli¢ine hitina ne mogu znacajno da uti¢u na nerealanu sliku o koli€ini proteina u vecini insekata

(Finke i sar., 2015; Kulma i sar., 2019).
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5.4.3 Sadrzaj masti u brasnu popaca

Sadrzaj masti u brasnu popaca se kre¢e u intervalu od 17,05 do 24,44% (Tabela 3). Dobijeni
rezultati su u saglasnosti sa prethodnim objavljenim rezultatima pojedinih autora (Ghosh i sar.,
2017; Udosomil i sar., 2019). U poredenju sa crvom brasnarom i super crvom, brasno popaca se
moze smatrati za brasno sa niskim sadrzajem masti. U industriji hrane za Zivotinje, ovo se moze
posmatrati kao prednost, jer manja koli¢ina masti znaci vecu stabilnost proizvoda, a time i duzu
skladi$nu stabilnost. Takode u pojedinim tehnoloskim procesima u industriji hrane za zivotinje,
poput ekstrudiranja, nije pozeljna veca koli¢ina masti, koja izaziva probleme u silama smicanja

tokom proizvodnje, a potom i tokom ekspanzije samog proizvoda (Colovié i sar., 2010).

Uticaj parametara gajenja popaca na sadrzaj masti brasna od popaca prikazan je na Slici
29(c), gde se vidi da je pozitivan uticaj na sadrZaj masti imao supstrat K. U istrazivanjima Morales-
Rasmos i sar. (2020) zaklju¢eno je da povrée bogato vitaminom C i sterolima, poput kupusa, u
znacajnoj meri povecavaju krajnju biomasu popaca, koja moze biti povezana i sa povecanjem
sadrzaja masti. Suprotno ovim rezultatima, Oonincx i1 van der Poel (2011) su zakljucili da dodatak
pSeni¢nih mekinja i Sargarepe utice na povecanje sadrzaja masti i smanjenje sadrzaja proteina u

braSnu popaca.

5.4.4 Sadrzaj pepela i sirovih vlakana u brasnu popaca

Sadrzaj pepela u brasnu popaca prili¢no je bio ujednacen u svim uzorcima i vrednosti Su
varirale od 4,45 do 4,52% (Tabela x). Svi uzorci su sadrzali nizu koli¢inu pepela od
konvencionalnih sirovina poput sojine sacme i ribljeg brasna, ¢ime se mogu smatrati kao pogodne
sirovine u ishrani za Zivotinje (Hong i sar., 2015). Negativan uticaj na sadrZaj pepela u braSnu

popaca imao je supstrat S i period gajenja od 60 dana, §to se moze uociti na Slici 29(d).

U Tabeli 3 su prikazane vrednosti za sirova vlakna bra$na od popaca. Vrednosti variraju u
zavisnosti od uslova gajenja i krecu su se u opsegu od 6,39 do 11,24%. U poredenju sa brasnom
crva braSnara i super crva, sadrzaj sirovih vlakana je dvostruko visi u brasnu popaca. Dobijeni
rezultati su u saglasnosti sa prethodno objavljenim studijama (Ndiritu i sar., 2017), izuzev u slucaju
kada je ishrana popaca ukljucivali supstrat M, gde su vrednosti bile znatno vece. Ovakvi rezultati
idu u prilog €injenici da nutritivni sastav insekata nije konstantan i da na njega u velikoj meri uticu

hranljivi supstrat i drugi uslovi gajenja (Finke i sar., 2002; Sanchez-Muros i sar., 2014; Oonincx i
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sar.,2015). Kao $to je prikazano i na Slici 29(f), supstrat M je u sva tri vremenska perioda gajenja
imao pozitivan uticaj na sadrzaj vlakana. MozZe se pretpostaviti da seme lana ima uticaj na
povecanje sadrzaja, ali tacan uticaj jos uvek nije dovoljno istrazen Kao i u prethodnom slucaju za
brasno crva brasnara i super crva, i ovde je neophodno istaci da se pod pojmom ,,sirova vlakna*

generalno se misli na sadrzaj hitina i njegovih derivata.

5.4.5 Svarljivost proteina u brasnu popaca

Vrednosti za svarljivost proteina u brasnu popaca su se kretale od 78,29 do 82,84% (Tabela
3), §to je nesto nize u odnosu na vrednosti U brasnu crva braSnara i super crva. Ove vrednosti za
svarljivost proteina u brasnu od popaca su nesto vise od prethodno objavljenih rezultata (Areerat i
sar., 2021). U istrazivanjima Areerat i sar. (2021) koristili su komercijalno dostupne popce, koje
su inaktivirali zamrzavanjem, a potom ih susili. Razlika u rezultatima se moZe objasniti razlikama
u ishrani popaca, kao i tehnolo§kom procesu dobijanja brasna, koje u zna¢ajnoj meri imaju uticaj
na svarljivost proteina (Bosch i sar., 2014; Oonicx i sar., 2015). Sli¢no kao i u slucaju sa super
crvom i kod popaca je utvrdeno da supstrat K i duzi period uzgajanja (74 dana), pozitivno uticu na
svarljivost proteina (Slika x). U poredenju sa konvencionalnim izvorima proteina, svarljivost
proteina brasna popaca je neSto niza u odnosu na riblje brasno i sojinu sacmu (Dossey i sar., 2016;

Hussain i sar., 2017).
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Slika 29. Relativni uticaj (%) supstrata i vremena gajenja na nutritivni sastav brasna od popaca:

a) prinos; b) sadrzaj proteina; c) sadrzaj masti; d) pepeo; €) sirova vlakna; f) svarljivost proteina
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5.5 Aminokiselinski sastav brasna crva braSnara |
super Crva

Aminokiselinski (AK) sastav brasna crva brasnara i super crva prikazan je u Tabeli 4. U
svim uzorcima su detektovane sve aminokiseline, izuzev triptofana, ¢iji sadrzaj zbog razliCite
metodologije u odnosu na ostale amino kiseline nije odreden. Larve super crva i crva brasnara
predstavljaju potencijalno visokokvalitetnu proteinsku sirovinu u ishrani zivotinja. U izboru
sirovina u industriji hrane za zivotinje, osim kvantitativnog pokazatelja, vazan je i kvalitativni
pokazatelje proteina (Kovitvadhi i sar., 2019). Jedan od kvalitativnih pokazatelja je upravo

aminokiselinski sastav proteina.

U obe vrste brasna najzastupljenije esencijalne AK su leucin, lizin i valin, dok je najmanje
zastupljen metionin. Udeo esencijalnih AK u ukupnim (17 amino Kiselina) je 38,52 do 40,04% za
brasno super crva i 39,1 do 39,67% u slucaju brasna od crva brasnara. U poredenju sa biljnim
sirovinama koje su mahom deficitarne u pogledu esencijalnih AK (Fathollahy i sar., 2021), ove
vrednosti su znacajno viSe. Dobijeni rezultati su sli¢ni rezultatima dobijenim u istrazivanjima
Prachom i sar. (2021) i Boulos i sar. (2020). U poredenju sa konvencionalnim proteinima u ishrani
zivotinja, oba brasna sadrZze vecu koli¢inu esencijalnih AK od sojine saéme i sli¢na su profilu

ribljeg 1 mesnog brasna (Siemianowska 1 sar., 2013).

Jedan od limitiraju¢ih faktora u potencijalnoj primeni ovog brasna u ishrani Zivotinja je
mali sadrZaj metionina i lizina. Medutim uz adekvatnu suplementaciju u recepturi sadrzaj obe AK
je moguce povecati (Makkar 1 sar., 2014). Takode, neki autori predlazu i koriS¢enje genetskih
metoda, poput hibridizacije 1 genske selekcije insekata u cilju poboljSanja rasta i nutritivnog
sastava (Eriksson i Pickard, 2021; Rumbos i sar., 2021). Sadrzaj metionina i lizina je neSto veci u
odnosu na rezultate dobijene u istrazivanjima Jabir 1 sar. (2012) 1 ne$to manji u odnosu na sadrzaj
u radu Rumpold-a and Schliter-a (2013). Tirozin, prolin, asparaginska i glutaminska kiselina su

najzastupljenije neesencijalne AK u svim uzorcima
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Tabela 4. Aminokiselinski sastav brasna od insekata

Vrsta Supstrat Vreme Asp Tir Arg Ser Glu Pro Gly Ala Cys Val Met Isl Leu Thr Phe His Lys
insekta gajenja Neesencijalne Esencijalne
0/100g proteina
™ M 1 6,84 7,37 519 3,02 9,44 7,70 3,72 4,79 1,11 451 141 3,93 6,11 3,48 3,81 3,18 5,08
™ K 1 645 734 523 294 8,56 817 339 428 097 | 414 146 384 568 2,76 3,53 843 4,96
™ S 1 6,54 7,68 5,37 3,04 8,66 8,58 341 3,40 1,01 4,16 1,55 4,03 5,52 3,04 3,35 3,56 5,12
™ M 2 742 736 541 318 9,97 799 398 406 114 | 468 1,36 403 624 284 33 333 532
™ K 2 6,60 6,97 4,62 2,82 8,69 7,14 341 3,39 1,04 3,98 1,33 3,61 5,47 3,33 3,63 3,04 5,46
™ S 2 6,87 7,17 5,13 3,01 9,17 7,96 3,68 3,71 1,15 4,27 1,36 3,85 SN 3,27 3,78 3,24 5,04
™ M 3 6,29 6,78 454 276 8,54 6,98 344 349 108 | 407 126 351 555 306 332 293 477
™ K 8 6,26 667 473 279 8,21 725 322 325 098 | 381 124 350 514 321 320 305 463
™ S 3 6,53 668 467 283 8,63 719 341 345 109 | 408 127 358 557 309 362 295 476
M M 1 711 923 620 368 1029 807 414 509 000 | 535 146 524 555 38 373 393 550
zM K 1 6,21 834 561 317 8,82 713 369 465 000 | 48 135 456 508 343 313 352 478
M S 1 722 867 598 359 1056 767 428 553 000 | 548 154 513 568 3,78 4,03 364 543
zM M 2 6,18 807 576 3,19 8,87 6,94 353 441 000 | 462 143 462 521 345 3,07 361 488
M K 2 709 843 623 363 1018 753 408 520 000 | 529 1,26 493 552 381 368 38 529
ZM S 2 6,03 795 535 3,08 8,51 647 347 439 000 | 459 132 435 487 331 319 339 463
M M 3 701 882 556 371 1037 782 436 566 000 | 561 1,10 491 551 366 39 371 506
ZM K 3 754 913 650 372 1097 764 432 551 000 | 551 154 531 585 392 412 377 566
M S 3 714 89 621 372 1042 788 431 558 000 | 548 152 509 568 377 401 372 548
AD M 1* 640 516 661 3,39 7,89 6,75 367 467 000 | 433 180 419 498 318 318 2,73 467
AD K 1* 560 593 641 3,01 7,57 6,65 343 418 0,00 | 401 1,71 391 469 308 295 267 466
AD S 1* 5,81 5,27 6,47 3,17 7,48 6,67 3,35 4,19 0,00 4,07 1,71 3,92 4,64 3,11 2,75 2,75 4,55
AD M 2* 594 499 631 322 747 655 336 421 000 | 404 1,70 394 465 305 2,88 268 448
AD K 2* 547 436 541 288 6,78 558 305 381 000 | 355 1,37 326 404 265 244 212 39
AD S 2* 6,92 552 685 364 8,58 707 38 483 000 | 447 1,73 415 512 335 310 270 501
AD M 3* 621 580 663 335 7,97 652 359 442 000 | 418 186 421 497 321 311 280 4,69
AD K B 514 573 590 2,72 6,79 6,20 304 372 000 | 3,72 162 366 434 289 248 251 4,16
AD S 3* 583 555 631 3,08 7,67 644 349 434 000 | 406 155 374 453 308 298 263 463

Rezultati su izrazeni kao g/100g proteina,TM - Tenebrio molitor; ZM - Zophobas morio; AD- Acheta domesticus; * Vreme gajenje 1, 2 i 3 predstavlja 90, 97 i 104 dana; 1*, 2* i 3* predstavlja 60, 67 i 74 danaM - miks koji se sastojao
od Sargarepe, kupusa i semena lana ; K - kupus ; S - Sargarepa;
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Kao §to se moze videti na Slici 30, supstrat S je pozitivno uitcao na sadrzaj treonina,
metionina, lizina i tirozina, dok je negativan efekat imao na sadrzaj valina, leucina, izoleucina i
histidina u brasnu crva brasnara. Pozitivan uticaj na sadrzaj leucina, histidina, valina i izoleucina
se mogao opaziti u brasnu super crva, kada su larve hranjene supstratom K u periodu od 97 dana.
Sa druge strane, negativan uticaj na sadrzaj metionina i treonina u bras$nu super crva je zabelezen
kada su larve hranjene supstratom K i M, u periodu od 97 dana. Pozitivan uticaj na sadrzaj
fenilalanina u brasnu crva brasnara je zabelezen kada su larve hranjene supstratom K u periodu od
97 dana. Prethodna istrazivanja su pokazala da je AK sastav insekata uniforman i da predstavlja
karakteristiku vrste, pri ¢emu najverovatnije nije u vezi sa uslovima gajenja, niti sa zivotnom

fazom insekta (Oonincx i Finke, 2021).
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Slika 30. Relativni uticaj (%) vrste insekta, supstrata i vremena gajenja na sadrzaj amino

Kiselina: a) treonin; b) valin; ¢) metionin; d) izoleucin; e) leucin; f) tirozin; g) fenilalanin; h)

histidin; 1) lizin
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5.6 Aminokiselinski sastav u brasnu popaca

Sadrzaj AK u brasnu od popaca prikazan je u Tabeli 4. Sve esencijalne amino kiseline su
detektovane u svim uzorcima brasna od popaca. Najzastupljenije esencijalne AK su bile valin,
leucin, izoleucin i lizin, dok su deficitarne sli¢no kao i u prethodna dva brasna vrednosti dobijene
zametionin i histidin. Dobijeni rezultati su u saglasnosti sa rezultatima objavljenim od strane Finke
isar. (2007), dok su vrednosti za valin nesto nize u poredenju sa rezultatima Udomsil i sar. (2019).
Iako je sadrzaj histidina bio nizak u poredenju sa drugim vrednostima AK, koli¢ina od 1,58 g/100g
uzorka je sasvim dovoljna da zadovolji potrebe za maksimalan rast vecine vrste riba (Khan i Abidi,
2014). Metionin bi i u ovom brasnu bila limitiraju¢a AK 1 formulacija za ishranu Zivotinja bi

zahtevala dodatak ili sintetickog metionina ili neke druge sirovine sa ve¢im sadrzajem ove AK.

Udeo esencijalnih AK u ukupnom sadrzaju AK se krece od 34,14 do 35,15%. Idealan udeo
ovih AK je 50% ili bi odnos esencijalnih/neesencijalnih trebalo da iznosi 1 (Nogales Merida i sar.,
2018). Medutim, imaju¢i u vidu da triptofan, koja je takode esencijalna AK nije odredivana ovom
metodologijom, mozemo reci da je realan udeo nesto veéi od predstavljenog. U svakom slucaju,
prilikom izrade receptura za odredenu vrstu i kategoriju Zivotinja, dodatkom sintetickih amino
kiselina ili obogacivanjem recepture sirovinama bogatim deficitarnim AK u zna¢ajnoj meri se
moze poboljsati AK sastav (Nogales Merida i sar., 2018). Dobijeni rezultati su sli¢ni rezultatima
dobijenim Finke 1 sar. (2007). Najzastupljenije medu neesencijalnim AK su glutaminska, prolin 1
asparaginska kiselina. Vazno je ista¢i da pojedine Zivotinje poput Zivine zahtevaju veci sadrzaj
arginina u svojoj ishrani. Tako npr. za zivinu neophodan odnos arginin/lizin treba da bude 1,18,
za somove 0,84, dok za pacove treba da bude 0,47 (NRC, 1993; NRC, 1994; NRC, 1995). Odnos
ove dve AK se krece oko 1,4, tako da se moze zakljuciti da je ovo brasno pogodno za zivinu u

sadrzaju ove dve AK i njihovog odnosa.
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Slika 31. Relativni uticaj (%) supstrata i vremena gajenja u brasnu popaca na sadrzaj amino

kiselina: a) treonin; b) valin; c) metionin; d) izoleucin; e) leucin; f) tirozin; g) fenilalanin; h)

histidin; 1) lizin
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Uticaj uslova gajenja na sadrzaj AK prikazan je na Slici 31. Kao §to se moze videti, supstrat
S je pozitivno uticao na sadrzaj treonina, valina, leucina, tirozina, lizina 1 fenilalanina u periodu
od 60 dana, dok je negativno uticao na sadrzaj histidina u periodu od 67 dana gajenja. Supstrat K
je pozitivno uticao na sadrzaj metionina i izoleucina. lako brojni autori pretpostavljaju da AK
profil predstavlja specificnu karakteristiku za odredenu vrstu insekta i da je vise genetski uslovljen,
razlika u dobijenim rezultatima za pojedine AK, moze da ukazuje da uslovi gajenja ipak mogu da

utic¢u na sadrzaj pojedinih AK (Oonincx i Finke, 2021).

5.7 Mineralni sastav brasna od crva braSnara i super
crva

Mineralni sastav braSna crva brasnara i super crva prikazan je u Tabeli 5. U poredenju sa
brasnom crva brasnara, brasno super crva sadrzi vec¢u koli¢inu Ca, ali manju koli¢inu K, Mg i Zn.
Sadrzaj Ca se krec¢e u opsegu od 24,30 do 32,28 mg/100g u brasnu crva brasnara 1 od 38,68 do
66,85 mg/100g u brasnu super crva. Dobijeni rezultati su u saglasnosti sa prethodno objavljenim
rezultatima (Makkar i sar., 2014; Hong i sar., 2020). U poredenju sa istrazivanjima Siemianowska
isar. (2013) sadrzaj K, Ca i P u brasnu crva brasnara je u saglasnosti sa dobijenim rezultatima,
dok je sadrzaj Na i Mg ne$to visi u odnosu na njihove rezultate. Takode, Aratjo i sar. (2019) su
ustanovili niZi sadrZaj Ca i Mg u brasnu super crva, koji je bio gajen pomocu pSenice, kukuruza,
sojine sa¢me, voca 1 povréa. Ove razlike u mineralnom sastavu braSna se mogu objasniti time $to

su koriStene razli¢ite vrste biljnih supstrata u ishrani larvi.
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Tabela 5. Mineralni sastav brasna insekata

Vrsta  Supstrat Vreme Ca K Mg Na Fe Zn Mn Cu P
insekta gajenja mg/100g
24,30£0,08°  827,42+0,04  181,19+0,06° 168,72#0,13' = 505+0,01°  12,04+0,03%"  0,82#0,02*  151+0,02°  753,230,04°
1T™M M 1
26,82+0,01%  878,14+0,13°°  192,70+0,01°  117,72+0,11°  4,22+0,02¢ 13,59+0,30¢  1,30£0,03°  1,89+0,02°  794,90+0,14%f
2TM K 1
25,95+0,12°  741,74+0,11"  20582+0,26'  148,67+0,01' = 4,16+0,01*  1248+0,01"  1,07+0,03°¢  1,83+0,07"  800,28+0,029
3T™M S 1
26,60£0,14°  862,89+0,07"  216,83+0,03" 153,61:0,11%°  427+0,04* 11,420,047  0,88+0,02*>  2,02+0,06%°  754,81+0,30°
4TM M 2
32,28+0,09° 762,270,068  227,71+059° 15327+0,12**  520+0,01°¢  13,76x0,01) = 1,14+0,02%¢  2,35:0,1%"  782,99+0,10"
5TM K 2
27,28+0,12°  863,09+0,04"  267,77+0,06"  160,52+0,30¢  5,88+0,30°%¢ 1560011 = 1,63+0,06°  2,75:0,06°  888,77+0,31"
6TM S 2
29,54+0,13'  868,59+0,09™  240,66+0,35"  144,86+0,20"  539+0,17°¢¢  11,04+0,01"  0,97+0,05*°°  184+0,10  751,56+0,82°
7™ M 3
8TM K 3 29,020,217 831,48+0,01¢  238,46+0,34'  157,12+0,09  6,66+0,11"  13,11+0,01"  123+0,08°  2,29+0,06°"  833,68+0,04"
9TM S 3 24,89+0,15°  786,33+0,15  277,14+0,22" 181,960,110  538+0,01°¢  16,05+0,28™  1,95+0,04"  2,37+0,02"  915,80+0,31"'
38,68+0,04"  601,40+0,02¢  9812+0,02°  155,86+0,04  8,91+0,38' 7,48:0,03%  0,85:0,04*  1,04+0,01*® 547,111 21%°
10ZM M 1
11ZM K 1 59,54+0,42'  590,27+0,06°  91,16+027¢  138,51+0,03'  6,24+0,02'9"  569+0,17°  0,97+0,1*"°  1.27+0,07°¢  628,47+0,11%
12ZM S 1 39,56+0,08'  493,19+0,06°  71,95+021*  108,00+0,36™  6,02+0,02%%  531+0,07°  1,03+0,08°%¢  0,94+0,04*  541,14+0,01°
66,85£0,12°  61597+0,07°  9552+0,05"  183,47+0,04"  11,58+0,06' 7,49:0,25°  0,97+0,01**¢  1,20:0,03*  570,0620,15
13ZM M 2
64,25£0,07™  665,71+0,029  100,23+0,09"  152,55:0,08%°  4,29+0,11°%¢  7,26+0,06°%¢  1,13+0,01°°¢  1,31+0,04>°  566,04+1,29*
14ZM K 2
15ZM S 2 40,740,110  643,96+0,01"  100,98+0,28"  167,23+0,44°  6,65+0,06"  7,03+0,016°%¢  1,19+0,03°¢  121+0,01°  605,15+0,14°
65,21+0,08"  61527+0,11°  90,68+0,12¢  158,66+0,21°  3,98+0,11*  6,84+0,10°¢  0,98+0,01°°¢ 111+0,02*°  651,15+0,49"
16ZM M 3
55,02+0,14¢  552,36+0,04°  99,87+0,09"  187,70+0,35'  10,77+0,06x  6,41+0,04° 1,20+0,07¢  1,32#0,03*¢  625,99+0,09°
17ZM K 3
18ZM S 3 65,81+0,10°  641,58+0,10°  9516+0,01°"  154,43+0,16°  4,20+0,16° 6,70£0,28°¢  0,94+0,03*°¢  1,05+0,03*°  612,89+0,69°
19AD M 1* 98,21+0,10"  1006,60+548°  117,99+0,32'  49518+0,04"  568+0,16%"  24,92+0,13'  4,01+017%  3,77+0,04*  99335+0,63"
* 82,43+0,15"  881,82+0,35°  8581+0,47°  38899+0,09°  4,07+0,04° 25,37#0,07'  3,25:0,07¢ 2,650,019  892,04+0,02'*
20AD K 2
* 78,40+0,1° 968,36+0,15"  106,33+0,08  44575+0,45'  5,62+0,04°%"  2400+0,06  4,25+0,03  2,81+0,14°  977,66+0,06™
21AD S 3
22AD M 1* 87,80+0,09"  846,10+0,46'  120,17+0,29™  601,83+0,01"  6,19+0,16%%"  22,49+0,07°  4,60+0,08'  3,73+0,12}  1024,99+0,09"
* 69,170,069  1013,59+9,29°  121,86+0,04° 414,570,223  6,24+0,119"  2568+0,08" 3,860,084  3,53+0,21'  868,4020,51
23AD K 2
* 66,090,187  867,73+3,19™"°  101,86+0,44'  430,34+0,09"  5,64+0,25%%¢f  20,43:0,08"  4,16x0,06*  3,08+0,32"  908,33+0,30%!
24AD S 3
* 66,47+0,03°  903,63+1,48°  94,51+0,28°  465,33+0,04*  7,18+0,31' 24,35+0,06"  3,96+0,05"  2,97+0,21%"  929,99+0,09'
25AD M 1
* 71,78+0,03°  97151+0,57"  80,33+0,06°  400,94:0,06" 523+0,47°°¢  24,64+0,06  3,46x0,06"  3,05:0,54"  913,95+0,64
26AD K 2
* 79,360,068  874,97+0,17"°P  104,00+0,37)  427,05+0,05°  6,05+0,25°%¢  21,75+0,06°  3,64+0,06™  3,330,17'  99589+0,11"
27AD S 3

Rezultati predstavljaju srednju vrednost merenja (n=2) i izrazeni su kao mg/100g suve materije. . Razli¢ita slova u okviru iste kolone ukazuju na statisticki znacajnu razliku (p <
0,05). TM - Tenebrio molitor; ZM - Zophobas morio; AD- Acheta domesticus; * Vreme gajenje 1, 2 i 3 predstavlja 90, 97 i 104 dana; 1*, 2* i 3* predstavlja 60, 67 i 74 dana; M -
miks koji se sastojao od Sargarepe, kupusa i semena lana ; K - kupus ; S - Sargarepa;
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Na slici 32(a) se moze uociti da je supstrat K pozitivno uticao na sadrzaj Ca u ishrani super
crva tokom 104 dana gajenja. U brasnu crva braSnara sadrzaj K varira u vrednostima od 741,74 do
878,14 mg/100g, dok vrednosti u brasnu super crva variraju u opsegu od 493,19 do 665,71
mg/100g. Na sadrzaj K u oba brasna pozitivno je uticao supstrat K u periodu od 104 dana (Slika
32(b)). Sadrzaj Mg je nesto veci u brasnu crva brasnara i varira od 181,19 do 277,14 mg/100g, dok
Su u brasnu super crva utvrdene koli¢ine od 71,95 do 100,98 mg/100g. Na Slici 32(c) prikazan je
uticaj uslova gajenja na sadrzaj Mg i moze se uociti da je supstrat M negativno uticao na sadrzaj
Mg u ishrani super crva u periodu od 90 dana. U brasnu crva braSnara odreden je sadrzaj P, koji
se kre¢e u rasponu od 751,56 do 915,80 mg/100g, dok su vrednosti u brasnu super crva u intervalu
od 541,14 do 651,15 mg/100g. Pozitivan uticaj na sadrzaj P uocava se kod crva brasnara hranjenog
supstratom M tokom 104 dana (Slika 32(d)). Oba brasna imaju sli¢an sadrzaj Na (od 108,00 do
187,80 mg/100g), Fe (od 3,98 do 11,58 mg/100g), Mn (od 0,82 do 1,95 mg/100g) i Cu (1,05 do
2,75 mg/100g). Na sadrzaj Na i P u brasnu crva brasnara, pozitivno je uticao dodatak supstrata M

u periodu od 97 dana (Slika 32(e)).
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Slika 32. Relativni uticaj (%) vrste insekta, supstrata i vremena gajenja na sadrzaj minerala: a)

Ca; b) sadrzaj K; ) sadrzaj Mg; d) sadrzaj Na; e) sadrzaj P
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Generalno, insekti se u pogledu sastava minerala mogu posmatrati kao sirovine bogate P
ali siromaSne u pogledu sadrzaja Ca i K. Nizak sadrzaj Ca predstavlja nedostatak kod obe vrste
brasna, jer u ishrani zivotinja niske koncentracije Ca u hranivima mogu da prouzrokuju brojne
probleme povezane sa razvojem kostiju zivotinja (Makkar 1 sar., 2014). Jedno od resenja, kao i u
sluéaju limitiranih AK je suplementacija Ca kroz dodatak krede ili mono- i di-kalcijum fosfata u

recepturi za ishranu Zivotinja, $to je uobic¢ajena praksa.

5.8 Mineralni sastav brasna od popaca

Mineralni sastav braSna od popaca prikazan je u Tabeli 5. U poredenju sa mineralnim
sastavom brasna od crva brasnara i super crva, brasno od popaca je bilo bogatije u sadrzaju gotovo
svih minerala. Najzastupljeniji minerali su bili K, Na i P. Sadrzaj K se kre¢e u rasponu od 846,10
do 1013,59 mg/100g, sadrzaj Na od 388,99 do 601,83 mg/100g, sadrzaj Mg od 80,33 do 121,86,
dok je sadrzaj P slican u poredenju sa prethodna dva brasna i krece se u intervalu izmedu 868,40
do 1024,99 mg/100g. U poredenju sa brasnom crva brasnara i super crva, sadrzaj Na u brasnu
popaca je veci 4 puta. Sadrzaj Ca se krece od 66,09 do 98,21 mg/100g i najveci je u poredenju sa
ostala dva brasna. Sadrzaj Fe, Cu i Mn se u mnogome ne razlikuje od druga dva brasna i ne prelazi
vrednosti od 7 mg/100g, dok je sadrzaj Zn duplo veéi i kre¢e se od 20,43 do 25,68 mg/100g.
Dobijeni rezultati su u saglasnosti u pogledu sadrzaja P, Fe, Cu, Mn, Mg i Zn, dok je sadrzaj Ca,
Na 1K veci u poredenju sa prethodnim istrazivanjima (Udomsil 1 sar., 2019). Rezultati istrazivanja
sprovedenog na Tajlandu, pokazali su da se sadrzaj mineralnih materija popaca sakupjlenih iz
prirode i gajenih u kontrolisanim uslovima u mnogome razlikuju (Kéhler i sar., 2018). Ovakav
rezultat je najverovatnije povezan sa na¢inom ishrane, jer se u kontrolisanim uslovima, mineralni

sastav moze poboljsati (Kohler 1 sar., 2019).

Na Slici 33 prikazan je uticaj uslova gajenja na sadrzaj minerala. Na osnovu rezultata ANN
modela, moze se uociti da je supstrat M imao pozitivan uticaj na sadrzaj Ca, Mg i P u periodu od
60 1 67 dana gajenja. Kupus i1 seme lana su prirodno bogati sadrzajem Ca, Mg i P pa je verovatno
usled ishrane ovim supstratom, poveCan i1 sadrzaj ovih makro elementa u brasnu popaca
(Septembre- Malaterre i sar., 2018). Na sadrzaj Na pozitivan uticaj je imao supstrat K i 67 dana
gajenja, dok su na sadrzaj K pozitivno uticali supstrat M 1 S, §to je u saglasnosti sa ¢injenicom da

je najzastupljeniji mineral u Sargarepi kalijum (Que i sar., 2019). Hunt i sar. (2001) su pokazali da
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sirovine bogate Ca mogu da povecaju sadrzaj Ca u brasnu insekata, ali samo do odredenog
sadrzaja. IstraZivanja su pokazala da popci nisu u stanju da usvajaju velike koli¢ine minerala i da
je zbog toga neophodno da se optimizuje koli¢ina minerala u supstratu koja bi bila u skladu sa
njihovim potrebama (Pastell i sar., 2021). Makro i mikro minerali imaju veliki uticaj na normalan
razvoj 1 fizioloske funcije ljudi 1 Zivotinja 1 zbog toga se unose kroz hranu kako bi se zadovoljila

njihova potreba za ovim mineralima (Alonso i sar., 2001).
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Ca; b) K; c) Mg; d) Na; e) P
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5.9 Masnokiselinski sastav brasna crva brasSnara |
super Crva

Sadrzaj masnih kiselina u bra$nu crva braSnara i super crva prikazan je u Tabeli 6. Bez
obzira na uslove gajenja, brasno super crva sadrzalo je vecu koli¢inu zasi¢enih masnih kiselina
(SFA) i manji sadrzaj mononezasi¢enih masnih kiselina (MUFA) u poredenju sa brasnom crva
brasnara. Sadrzaj SFA u brasnu super crva se kretao u intervalu od 21,8 do 26,3% dok je u brasnu
super crva utvrden udeo izmedu 34,9 do 43,4%. U obe vrste brasna, najzastupljenija SFA masna
kiselina je palmitinska, C16:0. Udeo palmitinske kiseline se kretao od 16,2 do 18,9% u brasnu crva
brasnara, dok se vecéa koli¢ina nalazil u brasnu super crva i to od 26,0 do 32,8 g/100g. Sadrzaj
MUFA kiselina varirao je izmedu 41,0 do 49,6% u brasnu crva brasnara, dok je nesto nizi sadrzaj
utvrden u brasnu super crva (30,9 do 34,2%). Oleinska kiselina, C18:1n9c je najzastupljenija
MUFA kiselina, ¢iji se sadrzaj kerce od 40,3 do 48,7% u brasnu crva bra$nara i nesto je nizi U

brasnu super crva, od 28,6 do 30,7%.

Sadrzaj polinezasi¢enih masnih kiselina (PUFA) je varirao u vrednostima izmedu 24,1 i
36,9% u obe vrste brasna. Razlike u sadrzaju masnih kiselina, mogu biti uzrokovane vrstom i
fizioloskom zrelo$¢u insekata, kao 1 vrstom suptrata (Paul i sar., 2017). Bez obzira na vrstu insekta
1 vreme gajenja, najveci sadrzaj PUFA kiselina je ustanovljen u slu¢aju kada su larve bile hranjene
semenom lana. U oba brasna, najzastupljenija kiselina u okviru PUFA masnih kiselina je linolna
(C18:2n6c¢), ¢ije su se vrednosti kretale od 18,1 do 25,6%. Prikazani rezultati su u saglasnosti sa

prethodno objavljenim rezultatima Ravzanaadii i sar. (2012) i Tzompa-Sosa i sar. (2014).

100



Tabela 6. Masnokiselinski sastav brasna od insekata

Tip Su Vreme C8: C10: Cl2: Cl4: C15: C16: C16: C17: C17: C18: C18:1n9  C18:2n6 C20: C18:3n C20: SFA MUF PUF né/n
insekt  ps 0 0 0 0 0 0 1 0 1 0 © © 0 3 1 A A 3

a tr

at

™ M 1 0,00 0,00 0,20 2,00 0,10 16,20 0,60 1,40 0,00 3,00 40,30 25,60 0,00 10,50 0,00 2294 40,96 36,10 2,44
™ K 1 0,00 0,00 0,30 2,10 0,10 18,80 0,80 1,60 0,00 2,90 46,70 25,40 0,00 1,40 0,00 2570 4742 2680 18,14
™ S 1 0,00 0,00 0,30 2,80 0,10 18,20 0,90 1,70 0,00 3,10 47,70 24,20 0,00 0,90 0,00 26,19 48,65 2516 26,89
™ M 2 0,00 0,00 0,20 2,10 0,10 15,50 0,60 1,60 0,00 2,50 41,00 23,60 0,00 12,90 0,00 21,88 41,56 36,56 1,83
™ K 2 0,00 0,00 0,30 2,20 0,10 18,20 0,70 1,80 0,00 2,30 48,70 24,50 0,00 1,20 0,00 2489 49,39 25,72 20,42
™ S 2 0,00 0,00 0,30 2,50 0,10 18,60 0,80 1,90 0,00 2,60 47,10 24,80 0,00 1,10 0,00 26,10 47,99 2591 22,55
™ M 3 0,00 0,00 0,20 2,20 0,10 15,30 0,70 1,50 0,00 2,50 40,60 23,00 0,00 13,90 0,00 21,83 41,30 36,86 1,65
™ K 3 0,00 0,00 0,30 2,40 0,20 1830 0,70 2,00 0,00 2,90 46,80 25,40 0,00 1,10 0,00 26,03 4750 26,47 23,09
™ S 3 0,00 0,00 0,30 2,70 020 1890 0,90 2,00 0,00 2,20 48,60 23,10 0,00 1,00 0,00 26,32 4958 2410 23,10
ZM M 1 0,61 0,07 0,05 1,17 0,27 2598 2,77 0,69 0,46 5,82 30,64 18,14 0,21 13,11 0,00 3488 3387 31,25 1,38
ZM K 1 0,54 0,09 0,06 1,19 032 3041 238 0,91 0,52 7,67 28,69 25,48 0,21 1,52 0,00 4140 3160 27,00 16,72
ZM S 1 063 0,10 0,06 1,28 029 31,63 243 0,83 0,50 7,32 29,04 24,56 0,19 1,14 0,00 42,33 31,96 2571 2145
ZM M 2 0,66 0,08 0,06 1,24 0,27 26,06 299 0,73 0,47 5,67 30,63 18,06 0,22 12,86 0,00 3499 3409 3092 140
ZM K 2 0,62 0,09 0,07 1,29 0,35 31,04 268 0,92 0,57 7,12 28,70 24,87 0,20 1,49 0,00 4170 3195 2635 16,73
ZM S 2 0,61 0,09 0,06 1,40 032 3282 263 0,86 0,48 6,91 29,44 23,12 0,17 1,10 0,00 4324 3254 2422 21,09
ZM M 3 0,63 0,08 0,05 1,29 029 2661 3,00 0,82 0,51 5,83 30,71 18,18 0,21 11,80 0,00 3581 3422 2997 154
M K 3 0,67 0,10 0,08 1,41 0,40 31,09 3,00 1,02 0,68 6,50 28,64 23,92 0,19 2,32 0,00 4145 3232 2624 10,33
ZM S 3 0,72 011 0,06 1,40 0,30 3260 080 0,90 0,51 7,20 29,60 24,30 0,15 1,30 0,00 4344 3091 2560 18,69
AD M 1 0,00 0,00 0,05 0,26 0,07 14,18 094 0,26 0,20 6,90 21,14 2521 0,37 30,43 0,00 22,09 2227 5563 0,83
AD K 1 0,00 0,00 0,06 0,50 013 26,60 150 0,30 0,60 7,80 22,80 37,40 0,22 1,70 0,39 3561 2529 39,10 22,00
AD S 1 0,00 0,00 0,08 0,44 0,09 2621 152 0,25 0,22 8,12 20,69 39,98 0,30 1,80 0,28 3550 22,72 41,78 22,17
AD M 2 0,00 0,00 0,05 0,32 0,06 1526 050 0,22 0,14 4,86 22,02 23,55 0,27 32,75 0,00 21,03 2267 5631 0,72
AD K 2 0,00 0,00 0,07 0,39 0,09 2291 148 0,25 0,26 7,82 20,84 39,24 0,30 6,03 032 31,84 2290 4526 651
AD S 2 0,00 0,00 0,09 0,43 012 2540 150 0,20 0,50 7,80 19,60 41,70 0,30 1,90 030 3434 2190 4360 21,95
AD M 3 0,00 0,00 0,04 0,28 0,06 1518 0,96 0,20 0,14 541 22,46 24,01 0,28 30,97 0,00 2145 2357 5498 0,78
AD K 3 0,00 0,00 0,10 0,50 0,09 2721 167 0,24 0,08 7,33 23,37 37,09 0,23 1,77 031 3570 2543 3886 20,96
AD S 3 0,00 0,00 0,07 0,53 010 27,21 158 0,26 0,26 7,21 23,94 36,07 0,26 2,19 032 3564 2610 3827 1645

Rezultati predstavljaju srednju vrednost merenja (n=2) i izrazeni su % na ukupne masne kiseline,TM - Tenebrio molitor; ZM - Zophobas morio; AD- Acheta domesticus; * Vreme gajenje 1, 2 i 3
predstavlja 90, 97 i 104 dana; 1*, 2* i 3* predstavlja 60, 67 i 74 dana; M - miks koji se sastojao od Sargarepe, kupusa i semena lana ; K - kupus ; S - Sargarepa
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Na sadrzaj linolenske kiselina, C18:3n3, u najznacajnijoj meri je uticao supstrat kojim su
larve hranjene. Larve koje su hranjene semenom lana, sadrzale su 10 puta ve¢u koli¢inu C18:3n3
kiseline, dok je odnos n6/n3 za veéinu uzoraka bio ispod 2, §to se smatra za pozeljne vrednosti u
ljudskoj ishrani (Kralik i sar., 2008; Spasevski i sar., 2016). Vrednosti koje su dobili Sanchez-
Muros i sar. (2014) i Boulous i sar. (2020), a koje su se odnosile na sadrzaj esencijalnih masnih
kiselina, su bile manje u odnosu na prikazane rezultate. Dalja istrazivanja koja su sproveli Oonincx
i sar. (2015), u koijma su u ishrani insekata koristeni sporedni proizvodi i otpad iz prehrambene
industrije, nisu dovela do znacajnog povecanja C18:3n3 kiseline, kao i smanjenu odnosa n6/n3.
Upotrebom semena ili ulja lana u ishrani insekata u mnogome se moze povecati sadrzaj
esencijalne linolenske kiseline u brasnu insekata, $to potvrduju i Volek i sar. (2021). Ishranom
Hermetia illucens koja je ukljucivala 1% ulja semena lana, doslo je do smanjenja odnosa n6/n3 sa
18 na 3, dok je dodatak od 2% semena lana smanjilo isti odnos sa 22 na 4 (Oonincx i sar., 2019).
Takode, ishrana obogacena ribljim uljem, koje je takode poznato kao bogat izvor C18:3n3 moze
da uti¢e na sadrzaj ove kiseline u gotovom brasnu insekata (St-Hilaire i Cranfill, 2007). Ovakva
istrazivanja ukazuju na to da se obogacivanjem supstrata za ishranu insekata, koji su prirodno
bogati C18:3n3 kiselinom, doprinosi povecanju sadrzaja ove esencijalne kiseline u brasnu od

insekata.

Na Slici 34 prikazan je relativan uticaj vrste inskata i uslova gajenja na sadrzaj esencijalnih
masnih kiselina, linolnu, C18:2n6c, linolensku C18:3n3, kao i na njihov odnos. Pozitivan uticaj na
sadrzaj C18:2n6c¢ je ustanovljen kod crva brasnara hranjenog supstratom K i S tokom 97 1 104
dana gajenja. Na sadrzaj C18:3n3, kao i na odnos n6/n3 najveci pozitivan uticaj je utvrden kod
super crva hranjenog supstratom M u periodu od 90 dana. Razultati dobijeni pomo¢u ANN modela
su takode u saglasnosti sa prethodnim studijama, koja govore da supstrat obogacen prirodnim
izvorima C18:3n3 moze poboljsati sadrzaj ove kiseline u bras$nu od insekata (Finke, 2002; St-

Hilaire i Cranfill, 2007; Oonincx i sar., 2019).
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Slika 34. Relativni uticaj (%) vrste insekta (T. molitor i Z. morio), supstrata (K-kupusa, M-miksa
kupusa, Sargarepe i semena lana i S-Sargarepe), vremena gajenja (90,97 i 104 dana) na: a) sadrzaj

C18:2n6¢; b) sadrzaj C18:3n3; ¢) n6/n3 odnos

5.10 Masnokiselinski sastav brasna popaca

Sadrzaj masnih kiselina u brasnu popaca prikazan je u Tabeli 6. Najzastupljenija grupa
masnih kiselina u braSnu popaca su PUFA masne kiseline, sa sadrzajem od 38,27 do 56,31%.
Nakon njih, slede MUFA Kkiseline u intervalu od 21,90 do 26,10% i SFA Kkiseline od 21,03 do
35,64%. Ovakav sastav masnih kiselina ¢ini ulje od popaca visokokvalitetnim, jer sve esencijalne
masne kiseline pripadaju PUFA masnim Kiselinama. U poredenju sa brasnom crva brasnara i super
crva, braSno popaca sadrzi ve¢i procenat PUFA 1 manji procenat MUFA u odnosu na oba brasna.
Vrednosti za SFA su manje u odnosu na brasno super crva i nesto viSe u odnosu na brasno crva
brasnara. Sadrzaj SFA u istrazivanjima sprovedenim od strane Udomsil 1 sar. (2019) je bio ve¢i,

dok je sadrzaj PUFA bio manji u poredenju sa dobijenim rezultatima. Ovo jo§ jednom potvrduje

103

o
o



pretpostavke da je masnokiselinski sastav insekata u mnogome uslovljen spolja$njim faktorima i

ishranom insekata (Ghosh i sar., 2017)

Najveci sadrzaj iz grupe SFA masnih kiselina imala je palmitinska kiselina i to u
vrednostima od 14,8 do 27,21%, koje su sli¢ne vrednostima u crvu brasnaru i niZze u odnosu na
brasno super crva. Iz grupe MUFA masnih kiselina, najzastupljenija masna kiselina je i u ovom
sluc¢aju oleinska kiselina sa sadrzajem od 19,60 do 23,94%. Ove vrednosti su nesSto nize U
poredenju sa druge dve vrste brasna. Iz grupe PUF A masnih kiselina, vrednosti za linolnu kiselinu,
C18:2n6c, kretale su se od 23,55 do 41,70%, dok je sadrzaj linolenske kiseline C18:3n3 u
mnogome zavisio od vrste supstrata koji je koristen u ishrani popaca. U uzorcima brasna, gde je u
ishrani larvi koriSteno seme lana, doslo je do povecéanja sadrzaja C18:3n3 ¢ak i do 30 puta, dok se
odnos n6/n3 smanjio na vrednosti ispod 1. Dobijene vrednosti su bile vece u odnosu na rezultate
dobijene u istraZzivanjima Oonincx i sar. (2019), gde je zaklju€eno da se upotrebom lanenog ulja
sadrzaj C18:3n3 povecao za 10-20 puta u brasnu popaca. U poslednjih pet decenija, odnos n6/n3
se u mnogome poremetio, jer su se za potrebe zivotinjske ishrane najcesce koristile zitarice bogate
C18:2n6¢ masnim kiselinama (Spasevski, 2018). Sa druge strane, disbalans u ovom odnosu u
ishrani coveka dovodi do niza zdravstvenih problema koji su povezani sa sréanim bolestima,
raznim upalama, pa ¢ak i do razvi¢a teZih oboljenja poput kancera (Simopoulos i sar., 2009). Stoga,
jedno od resenja za buduc¢nost bi mogla da bude upotreba punomasnog brasna od insekata ili ulja
insekata dobijenog ekstrakcijom, koje bi moglo da poboljSa masno kiselinski sastav proizvoda

animalnog porekla, poput jaja.
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Slika 35. Relativni uticaj (%) supstrata (K-kupusa, M-miksa kupusa, Sargarepe i semena lana i S-

Sargarepe), vremena gajenja (90,97 i 104 dana) na: a) sadrzaj C18:2n6c¢; b) sadrzaj C18:3n3; ¢)

n6/n3 odnos u brasnu od popaca

ANN model je ukazuje da je pozitivan uticaj na sadrzaj C18:3n3 u brasnu popaca imao

supstrat M u periodu od 67 dana. Dok su supstrat K i S pozitivno uticali na sadrzaj C18:2n6¢ u

brasnu popaca u periodu od 60 i 74 dana gajenja (Slika 35).
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5.11 Optimizacija uslova gajenja insekata

U Tabeli 7 i 8 prikazani su optimalni parametri dobijeni pomo¢u MOO optimizacije.

Vrednosti su dobijene koris¢enjem programa Matlab. Broj generacija u okviru MOO optimizacije

dostigao je 873 jedinki, dok je veli¢ina populacije bila postavljena na 100 jedinki za svaku ulaznu

promenljivu. Broj tacaka na Pareto frontu bio je 34. Rezultati viSeciljne optimizacije su pokazali

da je optimalan sastav brasna od larvi insekata dobijen u slucaju kada je super crv hranjen sa

mesSavinom kupusa, Sargarepe i semena lana u periodu od 104 dana gajenja. Dok je optimalno

brasno od popaca dobijeno u slucaju kada su popci hranjeni sa meSavinom kupusa, Sargarepe i

semena lana u periodu od 60 dana gajenja

Tabela 7. Parametri dobijeni viSeciljnom MOO optimizacijom brasna crva brasnara i super crva

Hemijski sastav (%0)

Prinos (g)
Proteini

Mast

Pepeo
Sirova vlakna

S. proteina

302,40
52,03

33,53

4,91
6,72

85,06

Treonin

Valin

Metionin

Izoleucin

Leucin

Tirozin

Fenilalanin

Histidin

Lizin

Amino kiseline (%)
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Minerali (mg/100g)

3,78
5,43

1,54

5,12
5,70
8,68
4,04
3,64

5,42

Ca
K

Mg

Na

24,89
786,33

277,14

181,96

915,80

Masne kiseline
(%)
C18:2n6c 25,60
C18:3n3 10,50
Odnos 2,44

n6/n3



Tabela 8. Parametri dobijeni viseciljnom MOO optimizacijom brasna od popaca

Hemijski sastav

Prinos (g)
Proteini (%)
Mast (%0)
Pepeo (%)
Sirova vlakna (
%)
Svarljivost

proteina

Amino kiseline (%)

241,50 Treonin 3,35
71,37 Valin 4,47
17,28 Metionin 1,73
4,58 Izoleucin 4,14
11,24 Leucin 511
80,37 Tirozin 5,51
Fenilalanin 3,10

Histidin 2,70

Lizin 5,00
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Minerali Masne kiseline
(mg/100g) (%)
Ca 98,21 C18:2n6c 25,20
K 1006,59 C18:3n3 30,43
Mg 117,99 né/n3 0,83
Na 495,18
P 993,35



5.12 MikrobioloSke analize brasna od insekata

U Tabeli 9 su prikazani rezultati mikrobioloskih ispitivanja brasna crva brasnara, super
crvaipopca. Iz prikazanih rezultata se moze zakljuciti da sve tri vrste brasna odgovaraju Pravilniku
o kvalitetu hrane za Zivotinje (,,SI. glasnik RS”, br. 4/2010, 113/2012, 27/2014, 25/2015, 39/2016
i 54/2017). Dobijeni rezultati ukazuju na mikrobioloSku ispravnost sve tri vrste brasna i pogodnost

za dalju upotrebu u ishrani zivotinja, bez obzira na starosnu dob Zivotinje.

Inaktivacija larvi ima veliki uticaj na mikrobiolosko stanje brasna od larvi. U poslednje
vreme u radovima se najéeS¢e pominje tehnika inaktivacije zamrzavanjem, iako je poprili¢no
skupa i energetski neefikasna (Leni i sar., 2019). Istrazivanja su pokazala da zamrzavanjem larvi
ne dolazi do spreCavanja delovanja Stetnih enzima poput lipaze, dolazi do pojave ,tamnjenja“
brasna i da ovaj proces ima negativan uticaj na hemijske i fizicke karakteristike proteina (Caligiani,
2019). Takode, zamrzavanje je vrlo neefikason u pogledu smanjenja rasta mikroorganizama, jer
na vecinu ne utice ni inhibitorno ni letalno. U istraZivanjima Larouche i sar. (2019) pokazano je
da ovom metodom nije doslo do znacajnog smanjenja rasta Pseudomonas spp, kvasaca i plesni,

Clostridia i enterobakterija, dok u 25 g nije pronadeno Sallmonella spp. i Listeria monocytogenes.

Tabela 9. Mikrobioloska ispravnost brasna od insekata

Vrsta Ukupan br. Koagulaza Clostridium | Sallmonela Kvasci i
brasna m.o. (cfu/g) pozitivne perfringens | spp. u 50g plesni
stafilokoke (cfu/g) (cfu/g)
(cfu/g)
Tenebrio 150 <100 <10 nije nadeno <100
molitor
Zophobas 130 <100 <10 nije nadeno <100
morio
Acheta 120 <100 <10 nije nadeno <100
domesticus
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Preporuka European Food Safty Agency i Canadian Food Inspection Agency je da se u
toku proizvodnje brasna od insekata ukljuce 1 termicki tretmani kako bi se mikrobiolosko stanje
brasna dovelo do prihvatljivog i bezbednog nivoa za ljudsku i zivotinjsku upotrebu (EFSA, 2015;
CFIA, 2018). Osim metode zamrzavanja 1 inaktivacije klju¢alom vodom, u cilju inaktivacije
insekata mogu da se koriste i druge metode poput nekih mehnic¢kih metoda 1 inaktivacije u struji
CO21i N2. Metoda inaktivacije larvi u kljucaloj vodi se pokazala kao najpogodnija za inaktivaciju
insekata, jer obezbeduje mikrobiolosku stabilnost brasna, inaktivira enzim lipazu, brza je i ne utice
znac¢ajno na stabilnost 1 na nutritivni sastav brasna (Caligiani i sar., 2019; Larouche i sar., 2019).
S druge strane, tokom procesa prerade vazno je sagledati i tehnoloski i ekonomski aspekt, pa potom

doneti odluku koja je metoda u datom sluc¢aju najoptimalnija (Duragi¢ i sar., 2017).
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5.13 Izolacija i karakterizacija proteina insekata

U poslednjih nekoliko godina, brasno od insekata je prepoznato kao proteinska sirovina
koja ima veliki potencijal u ishrani ljudi i Zivotinja. S tim u vezi, veliki broj istrazivanja je
fokusiran na omasovljavanje uzgoja insekta. Medutim, veoma malo istrazivanja je sprovedeno na
temu tehno-funkcionalnih i bioloSkih svojstava proteina izolovanih iz insekata. Ovakva
istrazivanja su neophodna kako bi industrija hrane za Zivotinje i prehrambena industrija dobila vise
informacija o proteinima i nacinu kako bi pojedini tehnoloski procesi i skladiStenje uticali na njih
(Adebiyi 1 Aluko, 2011). Iz tog razloga, deo istrazivanja je bio usmeren i na, izolaciju proteina iz

brasna insekata i njihovu karakterizaciju.

5.13.1 Hemijski sastav brasna od insekata

Proteini iz bra$na crva brasnara, super crva i popaca su izolovani alkalnom ekstrakcijom.

U Tabeli 10 prikazan je hemijski sastav brasna iz kojih su izolovani proteini.

Tabela 10. Hemijski sastav brasna od razli¢ite vrste insekata

Vrsta brasna Proteini (%) Mast (%0) Pepeo (%) | Sirova vlakna (%)
Tenebrio molitor | 48,94+0,05? 31,87+0,09? 5,02+0,23% 6,17+0,492
Zophobas morio 47,29+0,042 33,69+0,092 3,760,05° 5,95+0,03%

Acheta domesticus =~ 64,10+0,06" 23,27+0,26°  4,56+0,06% 10,15+0,32"

Rezultati su prikazani kao srednja vrednost + standardna devijacija (n=3) i prikazani su na suvu materiju,
razliCita brasna sa razli¢itim slovima u koloni ukazuju na statisti¢ki znac¢ajnu razliku (p < 0,05)

Najveci sadrzaj proteina utvrden je u brasnu popaca (64,10%), dok je sadrzaj proteina u
brasnu crva brasnara (48,94%) i super crva (47,29%) bio priblizno jednak. Najvec¢i sadrzaj masti
je utvrden u brasnu super crva (33,69%), dok brasno od popaca sadrzi najmanji procenat masti
(23,27%). Sadrzaj pepela se statisticki znac¢ajno razlikuje u brasnu crva brasnara i super crva.
Sadrzaj sirovih vlakana u brasnu crva brasnara i super crva se statisticki znac¢ajno ne razlikuje dok
se od oba znacajno razlikuje sadrzaj u brasnu popaca (10,15%). Sadrzaj proteina u brasnu od
insekata moze da se poredi sa sadrzajem proteina u razli¢itim vrstama uljanih pogaca, poput sojine
i bundevine (Popovié i sar., 2011; Cakarevi¢ i sar., 2019). Imajuéi u vidu da uljane pogace sadrze

manju koli¢inu ulja u odnosu na punomasno braSno od insekata, treba ista¢i da se
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obezmas¢ivanjem brasna od insekta moze dobiti veci sadrZaj proteina, tako da se ovaj proizvod
moze koristiti kao visokoproteinsko brasno od insekata. U istrazivanjima Bubler i sar. (2016)
obezmasé¢ivanjem brasna T. Molitor i H. Illucens povecan je sadrzaj proteina od 7-10%.
Obezmas¢enjem braSna insekata se osim dobijanja uljane frakcije poboljSavaju i odredene
funkcionalne karakteristike proteina (L "Hocine i sar, 2006; Lee i sar., 2016). Za obezmas¢ivanje
brasna od insekata, poput brasna crva brasSnara najcesce se koristi heksan i metanol, a u poslednje

vreme i superkritina ekstrakcija (Yii sar., 2016; Zhao i sar., 2016).

Zahvaljuju¢i hemijskom sastavu i dodatnom obezmas$¢ivanju punomasnog brasna od
insekata, sva tri brasna imaju veliki potencijal kao sirovina za dobijanje proteinskih proizvoda
poput visokoproteinskog brasna u ishrani zivotinja, kao i proteinskih izolata i koncentrata u

prehrambenoj industriji.

5.13.2 Modifikacija uslova alkalne ekstrakcije

Pl insekata, dobijeni su modifikacijom uslova alkalne ekstrakcije opisane u literaturi
Azagoh i sar (2016) i Mshayisa i sar. (2022). Modifikacija je podrazumevala:

- promenu pH vrednosti na kojima se izvodi ekstrakcije i precipitacije,

- ponovljena ekstrakcija proteina u cilju dobijanja Cistijeg izolata proteina.
Promena pH vrednosti na kojima se izvodi ekstrakcija i precipitacije proteina

Primenom klasi¢ne metode ekstrakcije 1 precipitacije, najmanji prinos PI dobijen je iz
brasna popca (1,04%), dok je najveci prinos ustanovljen u brasnu super crva (6,75%). U odnosu
na prinose PI iz drugih sirovina poput uljanih pogaca, moze se zakljuciti da je prinos PI iz insekata
manji (Cakarevi¢, 2021). Pretpostavka moZze da bude u tome da je tokom visih temperatura u toku
inaktivacije i suSenja larvi insekata doslo do delimi¢ne denaturacije i strukturne promene proteina,
pa da je stoga i prinos PI manji (Preece i sar., 2017). Takode, tokom inaktivacije insekata na viSim
temperaturama moze da dode i do promene u funkcionalnim osobinama proteina (Leni i sarr.,
2019). U cilju poboljsanja prinosa PI iz brasna insekata mogu da se koriste razlicite tehnike u toku
ekstrakcije poput ultrazvuka i mikrotalasa. Medutim, pojedina istrazivanja su pokazala da
upotrebom ultrazvuka tokom ekstrakcije, nije znac¢ajno doslo do poboljsanja prinosa PI (Tzompa
-Sosa i sar., 2014).
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Modifikacija alkalne ekstrakcije, koja je podrazumevala promenu pH vrednosti tokom
ekstrakcije i precipitacije, dovela je do povecanja prinosa PI u svim uzorcima (Slika 36). Na
osnovu krive rastvorljivosti, odabrane su slede¢e pH vrednosti: za ekstrakciju proteina pH 11, a za
precipitaciju pH 4. U slu¢aju brasna popaca prinos je povecan za 47,27%, u slucaju brasna crva
brasnara za 50%, dok je za brasno super crva prinos povecan za 74,67%. U toku postupka dobijanja
PI, podesavanje adekvatnih pH vredosti tokom ekstrakcije 1 preciptacije proteina je veoma vazno.
U zavisnosti od vrste insekta u prehrambenoj industriji se za ektrakciju proteina najcesc¢e koriste
vodeni rastvori, kojima se pH vrednosti menjaju od 8-10 za proces ekstrakcije, dok se za

precipitaciju proteina pH vrednosti podeSavaju u opsegu od 4-5 (Zhao i sar., 2016; Mishyna i sar.,
2021).
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Slika 36. Dobijeni prinos proteinskog izolata (PI) iz brasna AD (Acheta domesticus), TM
(Tenebrio molitor) i ZM (Zophobas morio) klasi¢nom i modifikovanom metodom alkalne
ekstrakcije, razli¢ita slova ukazuju na statisti¢ki znacajnu razliku (p < 0,05)

Na osnovu dobijenih rezultata, moze se zakljuciti da pH vrednost ima uticaj na prinos
dobijenog PI iz braSna insekata i da se optimalnim podeSavanjem pH vrednosti, prinosi PI mogu
povecati za 50-70%. Optimalne vrednosti u sluc¢aju izolacije proteina iz braSna popaca, super crva

1 crva brasnara, pH vrednosti ekstrakcije i precipitacije proteina iznose 11 i 4, respektivno.
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Preciséavanje proteina

Nakon optimizacije pH vrednosti ekstrakcije i precipitacije, drugi deo modifikacije uslova
alkalne ekstrakcije je bilo preciS¢avanje dobijenog taloga. Nakon taloZenja proteina, PI je jo§
jednom rastvoren, profiltriran, a potom opet istaloZen, tako da se $to vise uklone potencijalne
necistoce i da se dobije Sto veéi sadrzaj proteina. Na Slici 37 prikazan je sadrzaj proteina u PI

insektima pre i nakon prec¢is¢avanja taloga.
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Slika 37. Sadrzaj proteina u PI dobijenim iz brasna AD (Acheta domesticus), TM (Tenebrio
molitor) i ZM (Zophobas morio) klasi¢nom i modifikovanom metodom alkalne ekstrakcije,
razlicita slova ukazuju na statisti¢ki znacajnu razliku (p < 0,05)

Sadrzaj proteina u posmatrnim Pl insekata kretao se u vrednostima od 59,85 do 68,88%.
Procesom precis¢avanja PI u svim uzorcima, izuzev PI popaca, povecan je sadrzaj proteina. Tako
da se mofikacijom klasi¢ne metode sadrzaj proteina povecao za 6,6% u slucaju PI crva braSnara
(74,98%), za 5,4% u slucaju PI super crva (65,29%), dok je u sluc¢aju PI popaca sadrzaj proteina
ostao nepromenjen (68,88%). Dobijeni rezultati su bili veéi od prethodno objavljenih. Rumpold 1
Schliiter su objavili da je sadrzaj proteina u Pl popaca iznosio oko 55-65%, dok je u Pl crva

brasnara pronadeno izmedu 47 1 60% proteina (Rumpold i Schliiter, 2013).
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U poredenju sa sadrzajem proteina PI nekog biljnog izvora poput graska, sociva i leblebija,
dobijeni sadrzaj proteina insekata je sli¢an ili ve¢i u odnosu na socivo 1 leblebiju, dok je nesto

manji u odnosu na grasak (Boye i sar., 2010; Stone i sar., 2015).

Dobijeni sadrzaj proteina u PI insekata je verovatno nesto veci u odnosu na realan sadrzaj,
zbog prisustva hitina, hitozana ili prisustva uree i amonijaka (Weihrauch i sar., 2012). Sva ova
jedinjenja u svojoj strukturi sadrze azot, koji se koristi tokom proracuna sirovih proteina, pa moze
da poveca ukupan sadrzaj u odnosu na realan. U telu insekata, hitin se nalazi u kompleksnoj
strukturalnoj vezi sa proteinima i mastima i ne nalazi se samostalno (Finke, 2007). Enzimski ili
neki mehanicki predtretmani bi u buducénosti mogli da se koriste, kako bi se protein oslobodio od
hitina i povecao prinos PI (Laroche i sar., 2019). Na ovaj nac¢in bi Pl insekata mogli da postanu

konkurenti ostalim proteinskim proizvodima u prehrambenoj industriji.

5.13.3 Karakterizacija Pl insekata

5.13.3.1 Aminokiselinski sastav Pl insekata

Aminokiselinski sastav je veoma vazan u ishrani ljudi i Zivotinja. U prehrambenoj i
industriji hrane za zivotinje aminokiselinski sastav je pokazatelj kvaliteta proteina. Jedan od
najznacajnijih parametara je svakako sadrZaj esencijalnih aminokiselina (Puragi¢ 1 sar., 2021).
Ove aminokiseline su od posebne vaznosti, jer telo Coveka i zivotinja nije sposobno da ih sintetise
i zbog toga ih je neophodno nadomestiti unosom proteina, koji se pod dejstvom enzima razgraduju,
a potom oslobadaju (Dzami¢, 1990). Esencijalne aminokiseline sluze kao prekursor ostalih vitalnih
metabolita i po potrebi sluze i kao izvor energije (Cabarello i sar., 2003). Sa druge strane,
neesencijalne amino kiseline poput: glutamina, glutaminske kiselina, asparagina i glicina imaju
ulogu neurotransmitera, a tirozin predstavlja prekursor hormona S§titne zlezde tiroksina i
trijodtironina (Cabarello 1 sar., 2003; Wu, 2013). Na osnovu svega navedenog, veoma vazno je
bilo da se ispita aminokiselinski sastav Pl insekata, kako bi kvalitativno mogli da se uporede sa

komercijalno dostupnim proteinskim proizvodima.

Na Slici 38 prikazani su hromatogrami dobijeni nakon analiziranja amino kiselina iz Pl
insekata. Nakon kisele hidrolize u 6M HCI dolazi do deamidacije asparagina i1 glutamina, Sto
rezultira nastajanjem asparaginske i glutaminske kiseline, respektivno. Sto znadi da nakon

analiziranja aminokiselina, dobijene vrednosti za asparaginsku kiselinu predstavlja zbir asparagin
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i asparaginske kiseline, a za glutaminsku zbir glutamina i glutaminske kiseline. Gubitak triptofana,
asparagina i glutamina tokom kisele hidrolize ograni¢ava kvantifikaciju aminokiselina na 17

aminokiselina. Kao $to se moze videti na Slici 38, sve amino kiseline u uzorcima su detektovane

izuzev fenilalanina.
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Slika 38. Hromatogrami dobijeni nakon razdvajanja aminokiselina jonoizmenjivackom

hromatografijom iz PI: a) crva brasnara; b) super crva; ¢) popaca
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Najveci sadrzaj aminokiselina pronaden je u izolatu super crva (76,55%), dok je najmanji
sadrzaj pronaden u izolatu popaca (44,80%) (Tabela 11). Najveéi sadrzaj esencijalnih
aminokiselina je naden u PI super crva (31,99%), dok je skoro duplo manje pronadeno u Pl popaca
(16,59%). Najzastupljenije neesencijalne amino kiseline su asparaginska i glutaminska u svim
uzorcima, dok je tirozin najzastupljenija u P1 super crva u odnosu na druga dva Pl. Najzastupljenije
esencijalne amino kiseline su valin, leucin, izoleucin i lizin u svim izolatima. Limitiraju¢a amino
kiselina kao 1 u slu¢aju brasna od insekata je metionin. Medutim, za razliku od brasna insekata,
fenilalanin nije detektovan ni u jednom uzorku. S obzirom na to da je u braSnu insekata detektovan
fenilalanin, moze se pretpostaviti da je alkalna ekstrakcija uticala na smanjenje koli¢ine
fenilalanina. Uzimaju¢i u obzir da veéina autora tirozin i fenilalanin prikazuju kao zbir ove dve
kiseline, zbog svojih sli¢nih strukturalnih i bioloskih funkcija, dobijeni rezultati su bili veci u
odnosu na prethodno objavljene (Rumpold and Schluter, 2013; Yi et al., 2016; Myshina i sar.,
2021).

U poredenju sa komercijalno dostupnim izolatima, proteini insekata su visokokvalitetni u
pogledu aminokiselinskog sastava i njihova upotreba moze u potpunosti da zadovolji potrebe za
amino kiselinama u ljudskoj 1 ishrani nekih riba, poput lososa (Ducept i sar., 2016). Koli¢ina
esencijalnih amino kiselina iz proteina crva braSnara i super crva se moZze porediti sa kolicinom
ovih kiselina u proteinima soje, dok je sadrzaj esencijalnih amino kiselina u kazeinu veéi od sva
tri posmatrana Pl (Yi 1 sar., 2013). PI ovih insekata bi mogli u budu¢nosti da se koriste u
suplementaciji ishrane ljudi i Zivotinja. Poznato je da je ishrana na bazi kukuruza siromasna u
sadrZaju triptofana i lizina, suplementacijom PI iz super crva i popaca bi se umnogome poboljSao
kvalitet ove ishrane (Cabarello 1 sar., 2003). Takode, u ishrani Zivotinja se kao proteinsko hranivo
Cesto koristi suncokretova saCma, koja je deficitarna u sadrZaju lizina (Banjac, 2016). Dodatkom
PI insekata bi se poboljSao sadrzaj ove esencijalne amino kiseline. Medutim, treba imati u vidu da
je metionin limitiraju¢a amino kiselina u sva tri PI, te bi zbog ovoga bilo neophodno da se doda

sinteticki metionin (Levic i sar., 2005).

116



Tabela 11. Aminokiselinski sastav Pl insekata

Na 100g proteina AD ™ ZM
(%)

Neesencijalne 28,21 37,54 44 .56
Asparaginska Kis. 5,59 6,86 8,65
Tirozin 2,62 8,25 10,20
Arginin 4,09 4,34 5,44
Serin 2,05 3,29 3,51
Glutaminska kis 4,61 6,49 7,96
Prolin 2,83 0,07 0,24
Glicin 3,16 4,78 4,52
Alanin 3,13 3,33 3,88
Cistin 0,12 0,13 0,15
Esencijalne 16,59 23,24 31,99
Valin 2,64 4,36 5,61
Metionin 1,08 0,91 1,60
Izoleucin 2,39 4,15 5,44
Leucin 3,23 5,25 6,45
Treonin 2,03 2,91 3,97
Fenilalanin ND ND ND
Histidin 1,11 1,77 3,09
Lizin 4,11 3,88 5,83
Ukupne AK 44,80 60,78 76,55

*nd nije detektovana, AD (Acheta domesticus), TM (Tenebrio molitor) i ZM (Zophobas morio)
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Molekulska masa proteina (kDa)

5.13.3.2 SDS gel elektroforeza

Razdvajanjem proteinskih frakcija pomocu SDS-gel elektroforeze rezultovalo je u
formiranju traka ili podjedinica Sirokog opsega molekulskih masa (Slika 39). Kako je dobijeni
opseg molekulsih masa bio Sirok, dva standarda su koris¢ena, kako bi mogli da se identifikuju i
male (Slika 39(a)) i velike proteinske frakcije (Slika 39(b)).

Na liniji 1 mogu se uociti raspored molekulskih masa od 14 do 66 kDa (Slika 39(a)) i od
29 do 200 kDa (Slika 39(b)). U svim uzorcima proteinskih izolata jasno se moze uociti traka ispod
14 kDa i oko 20 kDa. Dobijeni elektroforetski profil je sli¢an PI crva brasnara i super crva, dok se
oba razlikuju od profila PI popaca. Ovo moze da ima veze sa genetskim profilom insekata, jer crv

brasnar i super crv pripadaju istoj familiji Tenebrionidae.
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Slika 39. Elektroforetski profil proteinskih izolata crva brasnara, super crva i popca u opsegu od
14 do 66 kDa (a) i od 29 do 200 kDa (b)
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U uzorku PI crva brasnara mogu se uociti pet intezivnih traka. Prva je ispod 14 kDa, druga
oko 14 kDa, zatim oko 20 kDa, pa izmedu 24 1 29 kDa, dok je peta oko 45 kDa. Proteini molekulske
mase ispod 14 kDa mogu da predstavljaju hemolimfne proteine, koji imaju molekulsku masu oko
12 kDa (Graham i sar., 2001). Od miofibrilarnih proteini, miozin je najzastupljeniji u proteinskoj
frakciji crva brasnara. U zavisnosti od vrste uzorka, molekulse mase miozina se krecu za velike
proteinske lance oko 205, 31 123 kDa, a za krace lance 16 1 17,5 kDa (Prakash, 2006). S obzirom
da je identifikovano da protein molekulske mase od 16,8 kDa predstavlja miozin u Pl crva
brasnara, moze se pretpostaviti da traka oko 14 kDa upravo predstavlja ovaj protein (Yi i sar.,
2016). Proteini molekulskih masa izmedu 14 i 32 kDa su najverovatnije iz kutikule crva braSnara,
poput himotripsina, ¢ija je molekulsa masa 24 kDa (Elpidina i sar., 2005). Proteini oko 45 kDa
mogu biti povezani sa razli¢itim enzimima poput melanizacioni inhibitornih enzima molekulske

mase od 43 kDa (Yi i sar., 2013).

U uzorku PI super crva mogu se uociti takode 5 intenzivnih traka. Prva je oko 14 kDa,
druga je na 20 kDa, treca je izmedu 24 i 36 kDa, Cetvrta je izmedu 45 i 66 kDa. Sa Slike Xa se
moze uociti da su najtamnije trake bile ispod 14 kDa. Ovi proteini niskih molekulskih masa mogu
da imaju niz bioloskih funkcija poput antimikrobnih 1 antioksidativnih (Popovi¢, 2012). Raspored
molekulskih frakcija je veoma sli¢an sa rasporedom u PI crva brasnara. Jedina frakcija koja je

pronadena u PI super crva, a da nije prisutna u PI crva brasnara, je u opsegu izmedu 66 1 97 kDa.

Na Slici 39 se moze uociti da je u PI popaca pronadeno takode pet traka, od kojih je
najintenzivnija bila izmedu 66 1 97 kDa. Sli¢no kao i u PI crva brasnara i super crva, na
elektroforetskom profilu mogu se uociti dve trake ispod 14 kDa i jedna oko 20 kDa. Zatim traka
izmedu 36 149 kDa i izmedu 66 1 97 kDa. Prema Lee i sar. (2000) molekulske mase, koje su vece
od 95 kDa mogu da pripadaju proteinima vitelogenin. Ovi proteini su veoma vazni za oogenezu u

zivotnom stadijumu insekata (Herfelder 1 sar., 2000).

Pored pomenutih proteinskih frakcija i proteina, u telu popaca mogu se naci i proteini
velikih molekulskih masa, preko 400 kDa, koji imaju funckiju gradivnih proteina u misi¢noj
strukturi. Ovi proteini ucestvuju u izgradnji misic¢a ekstremiteta i nazivaju se ketin proteini (Lakey
1 sar., 1990). PI crva brasnara 1 super crva su dobijeni iz stadijuma larve, tako da ovi proteini nisu

pristutni u pomenutim PI.
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5.13.4 Funkcionalne osobine Pl

U okviru ove doktorske disertacije ispitane su slede¢e funkcionalne osobine PI:

rastvorljivost i kapacitet upijanja vode i ulja.

5.13.4.1 Rastvorljivost Pl insekata

Jedna od najvaznijih funkcionalnih osobina proteina je rastvorljivost i predstavlja procenat
rastvorenih proteina pri odredenim uslovima (Popovi¢, 2012). Rastvorljivost proteina zavisi od
mnogobrojnih faktora, koji su povezani sa molekulskom strukturom proteina, ali isto tako i sa
velikim brojem spoljasnjih faktora (Sedlar i sar., 2021). U prehrambenoj industriji, rastvorljivost

proteina utie na praktiénu primenu PI, kao i na njihovu digestiju (Cakarevi¢ i sar., 2019).
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Slika 40. Krive rastvorljivosti za Pl i crva brasnara (TM), super crva (ZM) i popca (AD)

Rastvorljivost proteina iz PI insekata je praceno na pH vrednostima u opsegu od 2-12 i
prikazane su na Slici 40. U kiseloj sredini sva tri PI su, moze se reci, slabo rastvorljiva, dok su u
alkalnoj veoma rastvorljiva. Krive rastvorljivosti za PI crva brasnara i popaca su veoma sli¢ne,
dok je u sluc¢aju popaca kriva rastvorljivosti nesto drugacija. Najveca razlika je u alkalnoj sredini,
gde su proteini super crva manje rastvorljivi. Najmanja rastvorljivost za sva tri PI primecena je u

opsegu vrednosti od pH 3 do pH 5. Pri ¢emu je za vrednosti od pH 3 do pH 4 najmanja
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rastvorljivost za proteine crva brasnara i popca, dok je u opsegu od pH 4 do pH 5 najmanja
rastvorljivost zabelezena za proteine super crva. Slicne rezultate su dobili 1 BuBler i sar. (2016),
koji su objavili da se izoelektricna tacka za vecinu proteina insekata kretala u opsegu od pH 3 do
pH 5. Kada se Sire posmatraju sva tri PI, moze se re¢i da su najmanje vrednosti za rastvorljivost
proteina postignute na pH 4. Znacajno povecanje rastvorljivosti proteina se moze uociti oko pH 8
u slucaju proteina popaca (17,7 mg/ml) i crva braSnara (14,6 mg/ml). U slucaju krive rastvorljivosti
za PI super crva, sa Slike 40 se moze uociti da je na vrednosti od pH 10 doslo do znacajnog
povecanja rastvorljivosti proteina super crva. Najveca rastvorljivost proteina za sva tri PI je
postignuta napH 11 i to 21,50 mg/ml za proteine super crva, zatim 18,15 mg/ml za proteine popaca
i 18,10 mg/ml za proteine crva brasnara. Na rasvorljivost proteina pored mnostva drugih faktora,

izmedu ostalog utice i vrsta insekta (BuBler i sar., 2016).

Dobijeni rezultati su delimi¢no u saglasnosti sa rezultatima objavljenim od strane Zhao 1
sar. (2016) i Zielinska i sar. (2018). Glavna razlika se ogleda u rastvorljivosti Pl u kiseloj sredini,
jer je u prethodno objavljenim rezultatima rastvorljivost proteina u kiseloj sredini bila veéa u
odnosu na dobijene rezultate u ovoj doktorske disertacije. Smanjena rastvorljivost proteina u
kiseloj sredini moZe biti povezana sa prethodnim tehnoloskim procesima dobijanja brasna
insekata. Procesi inaktivacija i suSenje larvi 1 popaca, koji su podrazumevali upotrebu visih
temperatura mogli su da uti¢u na smanjenje prinosa i smanjenu rastvorljivost proteina (Azagoh i
sar., 2016; Stone i sar., 2019). lako je sama inaktivacija larvi brasnara i popaca trajala veoma
kratko (30 s na 100°C), moze se pretpostaviti da je doslo do delimi¢ne denaturacije proteina, §to
je dovelo do smanjenja rastvorljivosti istih (Mishyna i sar., 2021). Medutim, treba naglasiti da je
rastvorljivost sva tri PI bila veoma dobra u alkalnoj sredini 1 da se moze porediti sa rastvorljivos¢u
proteina nekih mahunarki (Mundi i sar., 2012; Wani i sar., 2013). U neutralnoj sredini proteini
insekata imaju manju rastvorljivost u poredenju sa nekim biljnim proteinima i mahunarkama
(Stone i sar., 2016). Ovo se moZe objasniti vrstom proteina koji ulaze u sastav PI, gde su u PI
brasna od insekata mnogo viSe prisutni proteini sa nepolarnim aminokiselinskim grupama (poput
prolamina i glutamina) u odnosu na aloumne i globuline koji su rastvorljivi u vodenim rastvorima

1 rastvorima soli i viSe su karakteristicni za biljne proteine (Popovi¢ i sar., 2011; Stone i sar., 2019).
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5.13.4.2 Kapacitet vezivanja vode i ulja

Kapacitet vezivanja vode i ulja moze da sa definiSe kao sposobnost PI da veze i zadrzi
odredenu koli¢inu vode tj. ulja. U prehrambenoj industriji jedna od vaznih osobina proteina jeste
njihova sposobnost vezivanja vode i ulja, koja velikim delom uti¢e na primenjivost i upotrebu PI
izolata. U industriji hrane za Zivotinje ova osobina je takode veoma vazna. Na kraju proizvodnog
procesa, nakon termiCkih tretmana poput ekstrudiranja i peletiranja (Post Pelleting Liquid
Application), dodaju se razliite vrste te¢nosti kako bi se poboljsao kvalitet gotovog proizvoda
hrane za zivotinje (Puragic i sar., 2012). Ekstrudati su porozne strukture i nakon dodavanja ulja ili
nekih vodenih rastvora poput amino i1 organskih kiselina, aroma i boja moze do¢i do otpustanja i
gubitaka ovih skupih i visokokvalitetnih nutrijenata (Dragojlovi¢ i sar., 2019). Stoga je veoma

vazno nac¢i nacin da ovi nutrijenti ostanu vezani u strukturi ekstrudata.

Tabela 12. Kapacitet upijanja vode i ulja Pl insekata

g/g ™ ZM AD
Kapacitet 0,61 £ 0,07 0,94 £0,05 0,51 £0,02
vezivanja ulja
Kapacitet 1,32 +£ 0,05 2,01 +£0,03 1,51 £ 0,02

vezivanja vode
AD- popci, TM-crv brasnar i ZM- super crv. Rezultati su prikazani kao srednja vrednost +

standardna devijacija (n=3)

Kao $to se moze videti u Tabeli 12 najveéi kapacitet vezivanja ulja ima PI super crva i to
0,94 g/g. Kapacitet vezivanja ulja PI popaca je najnizi i iznosi 0,51 g/g, dok za PI crva brasnara

iznosi 0,61 g/g.

Dobijeni rezultati su manji u odnosu na rezultate dobijene od strane Stone i sar. (2019),
koji su dobili da je kapacitet vezivanja ulja za PI popaca i super crva veci od 1 g/g. Medutim, vazno
je napomenuti da su ti rezultati bili izrazeni na suvu materiju, tako da se moze reci da su dobijeni
rezultati bili uporedivi. Kapacitet vezivanja ulja zavisi od koli¢ine ulja koja ¢e prodreti u strukturu
PI, kao 1 od broja i vrste nepolarnih lanaca proteina (Al Kathani i sar., 1996). Neka istrazivanja su

pokazala da enzimskom hidrolizom moze znacajno do¢i do poboljSanja kapaciteta vezivanja ulja.
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Tokom enzimske hidrolize dolazi do ,,odmotavanja‘“ proteinske strukture, u ¢ijoj unutrasnjosti se
najvise nalaze nepolarni lanci amino kiselina, koji mogu da poboljSaju vezivanje ulja (Mune i sar.,
2015; Leni i sar., 2020). Vrednost za kapacitet vezivanja ulja dobijene za Pl super crva je bolji u
odnosu na neke biljne proteinske sirovine poput nekih leguminoza: soje (0,84 g/g) i sociva (0,93
g/g) (Siddiq 1 sar., 2010). Na osnovu toga moze se reci da upotreba ovih proteina ima potencijala
za primenu u prehrambenoj industriji, kao zamena soje u preradevinama od mesa, ali isto tako 1 u

nekim pekarskim proizvodima (Zielinska i sar., 2018).

Kapacitet vezivanja vode se krece od 1,32 do 2,01 g/g. Kao §to se moze primetiti u Tabeli
12, najvedi kapacitet vezivanja vode zabelezen je za Pl super crva i to 2,01 g/g. Najmanji kapacitet
vezivanja vode je pronaden u P1 super crva 1,32 g/g, dok Pl popaca ima 1,51 g/g. Dobijeni rezultati
su sliéni sa prethodno objavljenim rezultatima u literaturi (Zielinska i sar., 2018; Stone i sar.,
2019). Dok su u poredenju sa rezultatima Bussler 1 sar. (2016), nesto veci (0,8 g/g). Razlike u
rezultatima najverovatnije poti¢u od razlike u procesuiranju insekata i postupku ekstrakcije
proteina (Omotoso i sar., 2015). Povecani sadrzaj hidrofilnih amino kiselina dovode do povec¢anog
kapaciteta vezivanja vode (Zielinska i sar., 2015). U poredenju sa nekim biljnim komercijalnim
proteinima, moze se rec¢i da po vrednostima kapaciteta vezivanja vode sva tri PI mogu da budu
konkurentna komercijalno dostupnim proteinima (Zielinska i sar., 2018). Nasuprot kapacitetu
vezivanja ulja, literaturni podaci govore da enzimska hidroliza nema uticaj na poboljSanje
kapaciteta upijanja vode (Purschke i sar., 2018). Takode termicki tretmani mogu negativno da
deluju na kapacitet vezivanja vode, dok pozitivno uti¢u na kapacitet vezivanja ulja, jer dolazi do

promene u proteinskoj strukturi, gde hidrofobni lanci postaju dominantniji (Myshina i sar., 2021).

Na osnovu dobijenih rezultata za kapacitet vezivanja vode/ulja sva tri PI mogu naci
primenu u prehrambenoj industrij, kao alternativa komercijalnim proteinima. Medutim, u industriji
hrane za zivotinje, neophodno je uzeti u obzir sve faktore i ekonomsku isplativost proizvodnje. Na
osnovu toga se dalje moze zakljuciti da li je ekonomski isplativa upotreba PI, ili pak upotreba
brasna od insekata moze zadovoljiti kvalitativne 1 ekonomske zahteve proizvodnje 1 upotrebu u

industriji hrane za Zivotinje.
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5.13.5 Bioloske osobine PI

Bioloske osobine proteina su osobine koje su visoko cenjene kako u prehrambenoj, tako 1
u industriji hrane za Zivotinje, jer poboljsavaju kvalitet 1 skladiSnu stabilnost proizvoda. U okviru
doktorske disertacije ispitane su dve bioloSke osobine, antioksidativna i antimikrobna aktivnost

PI. Pri ¢emu je antimikrobna aktivnost ispitana i u proteinskim hidrolizatima.

5.13.5.1 Antioksidativna aktivnost Pl insekata

Antioksidansi su jedinjenjanja koja sprecavaju negativno delovanje slobodnih radikala i na
taj nacin produzavaju skladi$nu stabilnost proizvoda. Poznato je da proteini malih molekulskih
masa i peptidi imaju antioksidativnu aktivnost, te da se zbog toga naj¢esce vrsi enzimska hidroliza,
kako bi se proteini velikih molekulskih masa ,,cepali“ na manje (Popovié¢, 2012). Hrana za
Zivotinje je izuzetno bogata nutrijentima, poput masti i proteina koji su skloni oksidaciji (Rakita 1
sar., 2020; Dragojlovi¢ i sar., 2021). Do skoro, u industriji hrane za zivotinje najée$¢e su se
upotrebljavali sinteti¢ki antioksidansi poput butilhidroksitoulen (BHT) i butilhidroksianisol
(BHA), za koje se pokazalo da imaju toksicno dejstvo (Craig, 2021). Stoga je sve veca paZnja
usmerena da se ovi antioksidansi izbace iz upotrebe i da se §to vise upotrebljavaju prirodni

antioksidansi, dobijeni iz razli¢itih biljaka ili drugih sirovina.

Antioksidativna aktivnost Pl insekata je merena primenom ABTS metode, koja se bazira
na merenju sposobnosti PI da ,,hvata“ ABTS " radikal katjone. Vrednosti su izrazene u procentima,

a predstavljaju procenat ABTS™ koji odredena koncentracija (mg/ml) PI moze da neutraliSe.
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Slika 41. Antioksidativna aktivnost PI crva brasnara (Tenebrio molitor). Rezultati su prikazani

kao srednja vrednost merenja (n=3)

Prema rezultatim prikazanim na Slici 41, najveca antioksidativna aktivnost PI crva
braSnara iznosila je 62,56%, pri koncentraciji od 0,25 mg/ml PI crva braSnara. Dobijeni rezultati
su bili sli¢ni rezultatima objavljenim u radu Flores i sar. (2020). U poredenju sa antioksidativnom
aktivnoS¢u PI super crva, mozZe se re¢i da su dobijene vrednosti veoma sli¢ne za oba PI. U
poredenju sa hidrolizatom crva brasnara, antioksidativna aktivnost PI crva brasnara je manja, $to
je 1 ocekivano imajuéi u vidu enzimsku hidrolizu proteina i ve¢i sadrzaj bioaktivnih peptida
(Zielinska 1 sar., 2017). U istrazivanjima sprovedenim Tang 1 sar. (2018) dobijeni rezultati su
ukazivali da je 1Cso u proteinskom izolatu bio oko 10 puta veéi u odnosu na hidrolizate, dobijene
pomocu razli¢itih vrsta enzima. Ovakvi rezultati su u saglasnosti sa dobijenim rezultatima u ovoj

doktorskoj disertaciji.
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Slika 42. Antioksidativna aktivnost PI super crva (Zophobas morio). Rezultati su prikazani kao
srednja vrednost merenja (n=3)

Na osnovu dostupnih informacija, veoma mali broj radova je objavljen na temu
antioksidativne aktivnosti proteinskih hidrolizata insekata, a da na temu antioksidativne aktivnosti
proteinskih izolata gotovo da nema objavljenih radova. Pri ¢emu se mora ista¢i da je najvisSe
istrazivanja radeno na proteinskim hidrolizatima insekata Hermetia illucens i Tenebrio molitor
(Wang i sar., 2013; Zielinska i sar., 2017). Na osnovu dostupne literature antioksidativna aktivnost

proteina super crva do sada nije radena.

Prema dobijenim rezultatima, Pl super crva prikazana na Slici 42, ispoljili su dobru
antioksidativnu aktivnost, s obzirom da jepostignuta vrednost od 60,94%, pri koncentraciji od 0,12
mg/ml PI super crva. Ovo se moze objasniti i elktroforetskim profilom PI super crva (Slika 39),
gde se uocava prisutnost malih molekulskih frakcija proteina, manjih od 14 kDa. Ovakvi molekuli
proteina su poznati po svojoj ,.hvatackoj* sposobnosti slobodnih radikala, odnosno visokoj
antioksidativnoj aktivnosti. U poredenju sa hidrolizatima proteina insekata Tenebrio molitor,
Gryllodes sigillatus, Schistocerca gregaria, posmatrani PI ima ne$to manju antioksidativnu

aktivnost (Zielinska i sar., 2017).
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Medutim imajuéi u vidu da su prikazani rezultati dobijeni iz PI, a ne iz hidrolizata, koji
nakon enzimske hidrolize ima mnogo veci sadrzaj bioaktivnih peptida i proteina (nizih

molekulskih masa) moze se reci da PI super crva je imao znacajnu antioksidativnu aktivnost.

Kao $to se vidi na Slici 43, najveca antioksidativna aktivnost PI popaca je 65,6%, pri
koncentraciji od 0,29 mg/ml PI popaca. Postignuta antioksidativna aktivnost je neSto veéa u
poredenju sa druga dva posmatrana PI. Mali broj literaturnih navoda postoji na temu
antioksidativne aktivnosti proteina/hidrolizata popaca. U radu Messeina i sar. (2019) ispitivana je
antioksidativna aktivnost hidrolozovanog brasna popaca pomoc¢u DPPH metode. Dobijeni rezultati
pomenutog istrazivanja su pokazali da je antioksidativna aktivnost hidrolizovanog brasna popaca
znatno niza u odnosu na dobijene rezultate u ovom istrazivanju. Antioksidativna aktivnost braSna
popaca je bila 26,5%, ukoliko se koristila koncentracija od 5 mg/ml ovog hidrolizata. Izneti
rezultati pokazuju da proteinski izolati imaju vecu antioksidativnu aktivnost od hidrolizovanog
brasna popaca, Sto moze da dovede do zakljucka da veca koncentracija proteina i ima znacajniji

uticaj na antioksidativnu aktivnost proteina.
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Slika 43. Antioksidativna aktivnost Pl popaca (Acheta domesticus). Rezultati su prikazani kao

srednja vrednost merenja (n=3)
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Dobijeni rezultati za sva tri Pl dobijena iz insekata pokazuju visoku antioksidativnu
aktivnost. Elektroforetskim profilom je pokazano da sva tri PI sadrze proteine i peptide
molekulskih masa ispod 14 kDa (Slika 39). Ovi proteini i peptidi su poznati po svojim bioaktivnim
osobinama, poput antioksidativne aktivnosti (Thiansilakul i sar., 2007; Raghavan i sar., 2008, Picot
i sar., 2010).

Takode, objasnjenje visoke antioksidativne aktivnosti sva tri Pl se nalzi i u nacinu
procesuiranja samog brasna, a potom 1 izolata. S tim u vezi, u nekoliko istrazivanja pokazano je
da termicki tretmani mogu da pobolj$aju antioksidativnu aktivnost peptida. Zielinska i sar. (2017)
su zakljucili da inaktivacija insekata na viSim temeperaturama dovodi do stvaranja nizih
molekulskih masa proteina, ispod 10 kDa. Takode, u istrazivanjima Wang i sar. (2013) i Zhu i sar.
(2021) pokazano je da viSe temperature dovode do formiranja veéeg sadrzaja hidrofobnih
aminokiselina, a da one imaju veliku ,,hvatacku* sposobnost slobodnih radikala. Odnosno, peptidi
sa hidrofobnim lancima amino kiselina se ponaSaju kao donori elektrona, ¢ime sprecavaju
negativno dejstvo slobodnih radikala (Dong i sar., 2008). U ovim istrazivanjima kori$teni su
termicki tretmani prilikom inaktivacije insekata, kao i tokom suSenja, pa se moze pretpostaviti da

je time doslo do poboljSanja antioksidativne aktivnosti PL.

PI posmatranih insekata imaju znacajniju antioksidativnu aktivnost u poredenju sa nekim
biljnim proteinskim hidrolizatima, dobijenim iz poljoprivrednog otpada, poput lis¢a razli¢itih
biljnih vrsta (Sedlar i sar., 2020). Na osnovu dobijenih rezultata, moze se zakljuciti da visoka
antioksidativna aktivnost Pl svrstava ove insekte u prirodne izvore antioksidativnih proteina i
peptida, koji mogu na¢i Siroku primenu u prehrambenoj, industriji hrane za Zzivotinje, pa 1

farmaceutskoj 1 kozmeti¢koj industriji.
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5.13.5.2 Antimikrobna aktivnost Pl

Na osnovu elektroforetskog profila P1 u sve tri insekatske vrste, zapaza se prisustvo malih
molekulskih frakcija proteina, manjih od 14 kDa (Slika 44). U poslednjih desetak godina, mnoga
istrazivanja su pokazala da proteini i peptidi malih molekulskih frakcija imaju antimikrobnu
aktivnost i da mogu imati Siroku primenu u buducnosti kao alternativa antibioticima (Bulet i sar.,
2004; Hancock i sar., 2006; Vale i sar., 2014). Na osnovu ovih rezultata i uvidom u prethodno
objavljene rezultate, ispitivana je antimikrobna aktivnost P1 na dve bakterije, jednu gram pozitivnu

(Staphilococcus epidermidis) i jednu gram negativnu (Escherichia coli).

Dobijeni rezultati, nisu prikazani u sklopu doktorske disetaicje, ali su pokazali da ni jedan
PI nije ispoljio antimikrobnu aktivnost na bakterije E. colli i S. epidermis. U PI je na osnovu
elektroforetskog profila uoceno postajanje malih molekulskih frakcija proteina, na zalost ova
metoda nam ne daje i kvantitativni uvid. Tako da postoji pretpostavka da iako prisutne, ove male

proteinske frakcije se ne nalaze u dovoljnoj koli¢ini da bi mogle da ispolje antimikrobnu aktivnosti.

5.14 Enzimska hidroliza

Enzimska hidroliza je radena pomoc¢u enzima alkalaze pod kontrolisanim uslovima. Cilj
enzimske hidrolize je bio dobijanje hidrolizata malih molekulskih i peptidnih frakcija. Odnosno
povecanje koncentracije ovih frakcija, kako bi se ispitalo njithovo antimikrobno, tj. antibakterijsko
dejstvo. PI su bili rastvoreni u glicinskom puferu pH 9, tako da rastvorljivost proteina bude
zadovoljavajuca za sve PI, da se postigne optimalna vrednost za delovanje enzima, ali isto tako

da pH vrednost ne utie na rast bakterija.
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Slika 44. Vremenski tok enzimske hidrolize PI crva brasnara (TM), popaca (AD) i super crva

(ZM) pomocu enzima alkalaze na 50°C, pH 9; odnos enzim/supstrat je bio 1:200

Vremenski tok enzimske hidrolize za sva tri Pl je prikazan na Slici 44. Dobijena kriva
enzimske hidrolize izgleda uobicajeno za enzimsku reakciju. Sli¢ne krive su dobijene i za
vremenski tok enzimske hidrolize proteina soje (Meinlschmidt i sar., 2016) i uljane tikve (Popovi¢
i sar., 2011). Na Slici 44 uocava se da se kriva enzimske hidrolize sastoji iz po¢etnog inicijalnog
ubrzavanja, zatim dolazi do usporavanja reakcije, da bi potom usledio period stagnacije sve do

zavrSetka hidrolize. Stepen hidrolize (DH) je kori$¢en u cilju pracenja toka hidrolize.

U sva tri sluc¢aja u nultom vremenu, u kontrolnim uzorcima, bez dodavanja enzima stepen
hidrolize je oko 2%. MoZe da se pretpostavi da je tokom termickih tretmana obrade braSna
insekata, doSlo do delimi¢ne denaturacije proteina i stvaranja malih molekulskih frakcija (Chi 1
sar., 2003). Sli¢an trend na pocetku hidrolize su dobilii Hall 1 sar. (2017) 1 Purschke i sar. (2017).
Najveci DH je postignut za PI super crva i iznosio je 22,4%. U slucaju PI crva braSnara i popaca,
DH se ne razlikuje mnogo i iznosi 7,32 i 9,83%. Razlike u koncentraciji proteina mogu da uti¢u

na DH, ¢ime se moZe objasniti veca vrednost DH za manje koncentracije proteina, to je bio slucaj
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za Pl super crva. Ratvorljivost super crva je najmanja na pH 9 i iznosi 6,25 mg/ml, dok je

koncentracija proteina na istoj pH za PI crva brasnara 17,5mg/ml, a popaca 23,5 mg/ml.

U istrazivanjima Zielinska i sar. (2017) dobijene su vece vrednosti za DH kada je koris¢en
enzim pepsin za dobijanje proteinskog hidrolizata (PH) super crva i popaca (oko 20%). S tim $to
se mora naglastiti da je odnos E/S bio manji 1 iznosio je 1:100. I u istrazivanjima Hall i sar (2017),
vece DH vrednosti (30%) su dobijene kada je za hidrolizu upotrebljen isti enzim, alkalaza, ali veca
koncentracija enzima (E/S 3:100). Sli¢ne vrednosti dobijenim rezultatima za DH su dobijene u
istrazivanjima Purschke i sar. (2017), gde je DH bio oko 9%, pri istoj koli¢ini enzima (E/S 1:200).
Razli¢ite vrednosti u odnosu na prethodno objavljenu literaturu se mogu objasniti time da na
enzimsku hidrolizu uti¢u brojni faktori poput: vrste proteina, tipa i koncentracije enzima,
inicijalnog stanja proteina (stepena denaturacije), temperature, pH vrednosti i jonske jacine

rastvora (Panyam i sar., 1996).
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5.14.1 SDS gel elektroforeza

Nakon enzimske hidrolize, odraden je elektroforetksi profil hidrolizata, kako bi se

detektovale peptidne frakcije prisutne u hidrolizatima.
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Slika 45. Elektroforetski profil P1 (2,3,4) i PH* (5,6,7) super crva (ZM), popaca (AD), crva
brasnara (TM) u opsegu od 29 do 200 kDa (1- standard)
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Na Slici 45 mogu se uociti elektroforetski profili proteinskih izolata i hidrolizata sva tri
insekta. Kako je 1 ocekivano, u PH najintenzivnije trake su ispod 29 kDa, §to ukazuje na enzimsku
razgradnju velikih molekula proteina, koji su prisutni u proteinskim izolatima. Nasuprot PI, u PH
nisu detektovane proteinske frakcije velikih molekulskuh masa, §to ukazuje na uspesnost enzimske

hidrolize.

Dobijeni rezultati su u saglasnosti sa dobijenim rezultatima Hall i sar. (2016) i Yoon i sar.
(2019) gde su nakon enzimske hidrolize (alkalaze) proteina popaca i crva brasnara sve proteinske
frakcije manje od 14 kDa. Na osnovu dobijenih rezultata moze se zakljuciti da je mala koli¢ina
enzima (koncentracije od 0,5%, odnos E/S 1:200) dovoljna za hidrolizu velikih molekulshih
frakcija proteina i stvaranje malih peptida i proteina, koji su svojstveni po svojim bioaktivnim
osobinama. Upotreba malih koncentracija enzima bi mogla da opravda upotrebu ovih hidrolizata

u industriji hrane za zivotinje, sa aspekta ekonomske isplativosti.

5.14.2 Antimikrobna aktivnost PH insekata

Antimikrobna aktivnost PH je posmatrana kao inhibitorno delovanje PH insekata na rast
dve vrste bakterije i to jedna gram negativna (E.coli), a druga gram pozitivna (S. epidermidis).
Nakon vizuelnog opazanja upotrebom mikrotitar ploca i resazurina kao indikatora za antimikrobnu

aktivnost, odreden je stepen redukcije rasta bakterija nakon 24h od perioda inokulacije

5.14.2.1 Vizuelni opazaj antimikrobne aktivnosti PH

Prvi test koji je raden bila je vizuelna metoda, na osnovu koje se mogao steci prvi dojam o
antimikrobnoj aktivnosti. Na osnovu vizuelnog opazanja, uoceno je inhibitorno dejstvo PH,
odnosno minimalna inhibitorna koncentracija (MIC) PH, koja je sprec¢ava prelazak oksidovane u
redukovanu formu resazurina (Cabarkapa i sar., 2019). Odnosno, gde je postojao rast bakterijske

kulture boja resazurina je bila roza, a u odsustvu bakterijskog rasta je bila plava.
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Slika 46. Prikaz mikrotitar ploca nakon perioda inkubacije (n=2) a) Eserichie coli b)
Staphilococcus epidermidis: 1,2,3,4 predstavljaju hidrolizate proteina super crva (ZM); crva
brasnara (TM) i popaca (AD) razli¢itih koncentracija; 5,6 predstavlja kontrolu rasta
mikroorganizma, *MIC- minimalna inhibitorna koncentracija
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Tokom vizuelnog opazanja mikrotitar ploc¢a (Slika 46), zapaza se da kocentracije 1 svih
PH imaju vidljivo inhibitorno dejstvo na rast bakterija E. coli i S. epidermidis. Za koncentaciju 2
inhibitorno dejstvo PH crva brasnara je uoceno na rast bakterije E. coli i inhibitorno dejstvo PH
super crva i crva brasnara na rast bakterija S. epidermidis. U tabeli 13 su prikazane koncentracije

PH koji se nalazio u mikrotitar ploCama.

Tabela 13. Koncentracije PH u bunarimamikrotitar ploce i stepen hidrolize (DH)

PH Oznaka koncentracija u DH

bunari¢u (mg/ml) (%)
ZM 1 5,68 22,4
™ 1 15,91 9,83
AD 1 21,36 7,32
ZM 2 2,84 22,4
™ 2 7,95 9,83
AD 2 10,67 7,32
ZM 3 1,42 22,4
™ 3 3,98 9,83
AD 3 5,34 7,32
ZM 4 0,71 22,4
™ 4 1,99 9,83
AD 4 2,67 7,32

*PH-proteinski hidorlizat

Dobijeni rezultati ukazuju da je u slu¢aju bakterije E. coli MIC super crva iznosio 5,68
g/ml, za PH crva brasnara 7,95 mg/ml, dok je najlo$ije antimikrobno dejstvo postignuto u slu¢aju
PH popaca i to MIC od 21,36 mg/ml. Hidrolizati insekata su pokazali bolju antimikrobnu aktivnost
u slucaju bakterije S. epidermidis. Tako vrednosti za MIC PH za super crva iznose 2,84 mg/ml, za
crva brasnar 7,95 mg/ml, a za PH popaca 10,67 mg/ml. Najbolje antimikrobno dejstvo od sva tri
ispitana hidrolizata imalo PH super crva. U sluc¢aju PH super crva, veoma male koncentracije
ispoljile su antimikrobno dejstvo. Ovo se moze objasntiti time da je najveéi stepen hidrolize
(22,4%) upravo postignut u ovim izolatima, $to dalje ukazuje da je upravo u ovim hidrolizatima

najveca koncentracija malih bioaktivnih peptida i proteina.

Poznato je da se insekti vekovima koriste u kineskoj medicini i to u lecenju prehlade, kaslja,

groznice, epilepsije kod dece, rubele, tetanusa i drugih bolesti (Wgner i Ulrich-Merzenich, 2013).
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S tim u vezi, poslednjih par godina paznja je sve vise usmerena ka antimikrobnim peptidima
(AMP) i njihovim antibakterijskim delovanjem (Xhiuhua i sar., 2009; Long, 2012).

U istrazivanjima Ma 1 sar. (2019) ispitana je antimikrobna aktivnost razlicitih ekstrakata
insekata na visoko rezistente bakterije poput S. aureus i M. tuberculosis. Istrazivanja su pokazala
da ekstrakt popaca dobijen u etilen acetatu i n-butanolu inhibira rast oba bakterijska soja, pri ¢emu
je MIC bio 100 mg/ml. Takode, u istrazivanjima Flores i sar. (2020) pokazano je da PH crva
braSnara ima znacajnu antibakterijsku aktivnost kako na rast gram negativnih bakterija (P.
vulgaris, Shigella flexnerii), tako i na gram pozitivne (Bacillus spp.), sto je u skladu sa dobijenim

rezultatima.

5.14.2.2 Redukcija rasta bakterija

Nakon 24h od perioda inokulacije, doslo je do redukcije broja bakterija E. coli u svim Petri
plocama (Slika 47). Svaka plo¢a koja nije sadrzala PH je imala gusc¢e bakterijske kolonije u odnosu
na ploce koje su sadrzale proteinski hidrolizat. Ovi rezultati ukazuje na inhibitorno delovanje PH

svih posmatranih insekata na rast bakterije E. coli.

Bakterija E. coli je prirodno nastanjena u crevnom traktu ¢oveka i Zivotinja i obi¢no ne
izaziva bolesti kod zivotinja. Medutim, odredeni sojevi E. coli mogu da proizvedu Shiga toksin,
koji na famrmama moze izazvati bolesti endemske vrste kod prasic¢a 1 1 dizenteriju kod teladi
(Fairbrother i Nadeau, 2006). Kod ¢oveka trovanje hranom kontaminiranom E. coli moze izazvati
krvave dijareje 1 bolesti urinarnog trakta (FAO, 2002). Tako da je veoma vazno spreciti

kontaminaciju ovom bakterijom, kako u hrani za zivotinje, tako i u hrani za ljude.

Na Slici 48 prikazan je grafik redukcije rasta bakterije E. coli na hranljivom agaru. Najveca
redukcija rasta je dobijena delovanjem PH popaca i to 6,74%, dok je najmanja dobijena

delovanjem PH super crva i to 2,30%.
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Slika 47. Izgled Petri ploca nakon perioda inokulacije E. coli u 2 koncentracije a) 10* CFU mg/ml i b) 102 CFU mg/ml u periodu od

24h. K-kontrola (bez proteinskog hidrolizata), TM-proteinski hidrolizat crva brasnara, ZM-proteinski hidrolizat super crva, AD-
proteinski hidrolizat popaca
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Slika 48. Redukcija rasta E. coli nakon 24h u hranljivom agaru (n=3) delovanjem proteinskih
hidrolizata crva brasnara (TM), super crva (ZM), i popaca (AD)
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Slika 49. Redukcija rasta S. epidermidis nakon 24h u hranljivom agaru (n=3) delovanjem
proteinskih hidrolizata crva brasnara (TM), super crva (ZM), i popaca (AD)
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Delovanjem PH crva brasnara dolazi do 5,19% redukcije rasta E. coli . Dobijeni rezultati
se poklapaju sa vrednostima koncentracije proteina PH, jer je najveca koncentracija zabeleZzena u
PH popaca (23,5 mg/ml), zatim crva brasnara (17,5 mg/ml), a najmanja u PH super crva (6,25
mg/ml). Jo$ pre nekoliko decenije dokazano je da imuni sistem insekata sadrzi peptid po imenu
cecropin, ¢ija je uloga u zastiti organizma od gram negativnih bakterija poput E.coli (Hultmark i
sar., 1980; Steiner i sar., 1981). Takode, iz nekih insekata je izolovan peptid atacin, molekulske
mase izmedu 20 i 25 kDa, koji takode ima jaku antimikrobnu aktivnost na gram negativne bakterije
(Carlsson 1 sar., 1991). S obzirom da u ovim istrazivanjima nije radena identifikacija dobijenih
peptidnih frakcija, moze se samo re¢i da na osnovu elektroforetskog profila (Slika X), frakcije

manje od 29 kDa imaju antimikrobnu aktivnost na rast E. coli.

S. epidermidis je bakterija prirodno nastanjena na koZzi ¢oveka i sluzokozi nosa. Njeno
patogeno dejstvo se najcesce ispoljava u bolnicama, jer kolonije ove bakterije stvaraju biofilmove
na plasti¢noj opremi, poput katetera i druge medicinske potro$ne opreme i ih uredaja (Rogeres i
sar., 2009). Na farmama S. epidermidis moze da izazove mastitis kod krava u periodu laktacije,
S§to predstavlja veliki problem za muzu i zahteva primenu antibiotika (Roy i Keefe, 2012).
Poslednja istraZivanja su pokazala da ova bakterija moZze da prouzrokuje i niz bolesti koje su
povezane sa oSte¢enjem bubrega, jetre i crevnog trakta coveka i zivotinja (Akinkunmi i sar., 2012;
Akinkunmi i sar., 2014). Izneto ukazuje na poterbu sreCavanjem Sirenja ove paterije, kao za

iznalaZenjem novih efikasnih i ekonomi¢nih metoda kontrole.
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Redukcija rasta gram pozitivne bakterije S. epidermidis je jace izrazena delovanjem sva tri
PH (Slika 49). Prema rezultatima, prikazanim na Slici 49 i 50, najjacu antimikrobnu aktivnost
imao je PH popaca i to 11,20%, zatim po intenzitetu sledi delovanje PH crva brasnara i to u
vrednosti od 10,20%, dok je antimikrobno delovanje PH super crva bilo najslabije i iznosilo je
6,90%. U prethodnim istrazivanjem izolovani su pojedini AMP, za koje se ispostavilo da imaju
antimikrobno delovanje na gram pozitivne bakterije. Ovi AMP su identifikovani kao sarkotoksin,
hifancin i enboncin (Poppel i sar., 2015). S obzirom da u ovom istrazivanju nije izvrSena
identifikacija AMP, moze se samo pretpostaviti da su mozda upravo ovi AMP imali ulogu u
redukciji rasta S. epidermidis. U poredenju sa antimikrobnim dejstvom na E. coli, sva tri PH
ispoljila su jace antimikrobno delovanje na S. epidermidis. S obzirom da je gradacija delovanja
ista kao i u slucaju E. coli, moze se zakljuciti da ukupna koncentracija proteina ima veliki uticaj

na antimikrobno delovanje hidrolizata.
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Slika 50. Izgled Petri plo¢a nakon perioda inokulacije S. epidermidis u 2 koncentracije a) 10* CFU mg/ml i b) 10 CFU mg/ml u periodu
od 24h. K-kontrola (bez proteinskog hidrolizata), TM-proteinski hidrolizat crva brasnara, ZM-proteinski hidrolizat super crva, AD-

proteinski hidrolizat popaca
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Poznato je da bakterija Staphylococcus aureus patogena i moze da izazove razli€ite vrste
infekcija i bolesti ¢oveka i zivotinja (Stengler i sar., 2011; Snyder i sar., 2014; Shah, 2016). Isto
tako, poznato je da je ova bakterija razvila rezistentnost na gotovo sve poznate komercilajne
antibiotike (Ma i sar., 2019). Nau¢nici Sirom sveta se susrecu sa pritiskom javnosti da se $to pre
otkriju adekvatne zamene za sinteticke antibiotike, koji nece razvijati rezistentnost kod bakterija.
Imajuci u vidu sve veéu rezistentnost bakterija na Siroki dijapazon antibiotika u svetu, primena
insekata u prehrambenoj, industriji hrane za zivotinje i farmaceutskoj industriji bi moglo da bude
jedno od potencijalnih reSenja u buduénosti. Na osnovu rezultata dobijenih u ovoj doktorskoj
disertaciji PH crva brasnara, super crva i popaca bi potencijalno u buduénosti mogli da se koriste
u prehrambenoj, industriji hrane za zivotinje, farmaceutskoj 1 kozmeti¢koj industriji ne samo u
svojstvu hranljivih i nutritivno bogatih sirovina, ve¢ i zbog svojih antibiotskih svojstava u cilju

redukcije rasta nepozeljnih bakterijskih sojeva.
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0. Zakljucak



Cilj ove doktorske disertacije je bio da se ispita uticaj uzgoja razli¢itih vrsta insekata na
nutritivni sastav ineskatskog brasna i potencijalnu primenu u ishrani Zivotinja. Na osnovu

dobijenih rezultata, doneti su slede¢i zakljucci:

e Najveci prinos u toku uzgoja insekata je postignut za larve crva brasnara i iznosio je
178,41-323,68 g. Uzgoj super crva je bio komplikovaniji u odnosu na crva brasnara,
usled specifi¢nih uslova koji zahteva, te je bilo potrebnouloziti dodatni manuelni radi,
kako bi se nastavio proces razmnoZzavanja ovih insekata, . Najkrac¢i period za uzgoj
odraslih jedinki bio je potreban u slu¢ju popaca, ujedno uz najmanje ulozenog
manuelnog rada tokom samog uzgoja. Na osnovu rezultata moze se zakljuciti da je
najbolji prinos postignut za larve crva brasnara u periodu od 104 dana gajenja. Najbolji
prinos popaca se postize kada se popci hrane meSavinom Sargarepe, kupusa i semena
lana u periodu od 67 dana.

e Brasno od crva brasnara, super crva i popaca predstavlja bogatu proteinsku sirovinu.
Sadrzaj proteina u brasnu crva brasnara i super crva se kretao od 44,57 do 56,22%, dok
je sadrzaj proteina u brasnu popaca bio iznad 70%. Na osnovu navednog, moze se
zakljuciti da se sve tri vrste brasna mogu koristiti u razli¢itim formulacijama u ishrani
Zivotinja kao izvor alternativnih proteina, gde u potpunosti mogu da zamene sojinu
sa¢mu 1 delimi¢no riblje brasno.

e Dodatak kupusa u ishrani super crva u periodu gajenja od 97 dana, znac¢ajno moze da
poveca sadrzaj proteina u braSnu super crva. Dodatak Sargarepe 1 meSavine Sargarepe,
lana i kupusa u periodu gajenja od 74 dana imao je pozitivan uticaj na sadrzaj proteina
u brasnu popaca.

e Svarljivost proteina u sve tri vrste brasna je bila iznad 80%, ¢ime Se ova brasna
svrstavaju u veoma pogodna hraniva u ishrani Zivotinja. Suplementacija kupusom u
ishrani popaca (period gajenja od 74 dana) i super crva (period gajenja od 90 dana)
pozitivno utiCe na svarljivost proteina u braSnu dobijenog od ovih vrsta insekta.

e Brasno popaca sadrzalo je najmanju koli¢inu masti i to od 17,05 do 24,44%. U brasnu
crva braSnara sadrzaj je iznosio od 24,83 do 33,54%, dok je najveéi sadrzaj masti

zabeleZen u brasnu super crva i to u udeu od 32,35 do 44,48%. Veéi sadrzaj masti u
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braSnu super crva i crva braSnara ¢ini ove insekte pogodnom sirovinom za dobijanje
ulja u industriji hrane za Zivotinje, jer im se sadrzaj krec¢e od 24,83 do 44,48%.
Dodatak Sargarepe u ishranu crva brasnara u periodu uzgoja od 104 dana, uticao je na
smanjenje sadrzaja masti u brasnu ovog insekta. Ishrana popaca obogacena kupusom
povecala je sadrzaj masti u brasnu ovog insekta.

Sadrzaj sirovih vlakana u sve tri vrste brasna insekata je nizak te se zbog toga hitin,
koji je najvise zastupljen u okviru sirovih vlakana ne moze posmatrati kao antinutrijent.
Suprotno, u malim koli¢inama, zbog njegovih prebiotskih osobina moze imati
pozitivna svojstva na digestivni trakt i zdravlje Zivotinja.

Ishrana bogata semenom lana, Sargarepe i kupusa imala je pozitivan uticaj na sadrzaj
sirovih vlakana u brasnu popaca bez obzira na starost popaca. U slucaju braSna super
crva i crva braSnara, ishrana obogaéena Sargarepom u periodu od 97 dana pozitivno je
uticala na sadrzaj sirovih vlakana u oba brasna.

U sve tri vrste insekatskog brasna sadrzaj pepela je bio nizi u odnosu na sadrzaj pepela
u sojinoj saémi i ribljem brasnu, i bio je u okvirnim granicama je propisanim
Pravilnikom o kvalitetu hrane za Zivotinje (SI. glasnik RS 4/2010, 113/2012, 27/2014,
25/2015 i 39/2016) i Evropska Regulative EC No 767/2009.

Smanjen sadrzaj pepela u brasnu super crva je zabelezen kada su larve super crva
hranjene meSavinom lana, Sargarepe i kupusa u periodu od 104 dana gajenja, dok je
negativan uticaj na sadrzaj pepela u brasnu popaca imala suplementacija Sargarepe u
ishrani popaca u periodu od 60 dana gajenja.

Sva tri brasna insekata imala su pozeljan aminokiselinksi sastav. Sadrzaj esencijalnih
amino kiselina u ukupnim amino kiselinama u brasnu crva bra$nara i super crva se
kretao od 38,52 do 40,04%, dok je sadrzaj u brasnu popaca od 34,14 do 35,15%.
Najzastupljenije esencijalne aminokiseline u sva tri brasna su bile leucin, lizin i valin.
Metionin je bio limitiraju¢a amino kiselina za sve tri vrste brasna i bila bi neophodna
suplementacija ove aminokiseline u toku izrade receptura u ishrani Zivotinja.

Dodatak sargarepe u ishrani crva brasnara pozitivno je uticao na sadrzaj treonina,
metionina, lizina i tirozina, dok negativno uti¢cao na sadrzaj valina, leucina, izoleucina
1 histidina u brasnu crva brasnara. Pozitivan uticaj na sadrZaj leucina, histidina, valina

i izoleucina u brasnu super crva imala je suplementacija kupusom u periodu od 97 dana

145



gajenja. Ishrana bogata Sargarepom u periodu od 60 dana gajenja popaca, imala je
pozitivan uticaj na sadrzaj valina, leucina, lizina i fenilalanina, a negativan na sadrzaj
histidine u brasnu ovog insekta u period od 67 dana gajenja.

e Mineralni sastav brasna sve tri vrste insekta je pogodan u ishrani Zivotinja sa
zadovoljavaju¢im sadrzajem fosfora u koli¢ini od 547,17 do 1024 mg/100g i malim
sadrzajem gvozda, cinka, mangana i bakra. Sva tri braSna od insekata su deficitarna u
pogledu sadrzaja kalcijuma. Najveci sadrzaj kalcijuma imalo je brasno popaca i kretalo
se se u vrednostima od 66,09 do 98,21 mg/100g. Dodatak kupusa u ishrani super crva
povecalo je sadrzaj kalcijuma u brasnu ovog insekta. Suplementacijamesavine semena
lana, Sargarepe i kupusa u ishrani popaca pozitivno je uticala na sadrzaj kalcijuma,
magnezijuma i fosfora u brasnu ovog insekta u periodu gajenja od 60 1 67 dana.

e Na osnovu osnovnih hemijskih analiza moze se izvesti zakljucak da sva tri brasna mogu
u potpunosti da zamene sojinu saému i delimi¢no riblje brasno u formulacijama za
ishranu zivotinja.

e Ulje larvi sva tri insekata je bogato esencijlanom linolnom kiselinom. Dodatkom
semena lana u ishranu sve tri insekatske vrste znacajno je povecalo sadrzaj linolenske
kiseline, i do 10 puta. Samim tim i odnos n6/n3 je bio manji od 4 $to se smatra veoma

pogodnim za ljudsko zdravlje.

Na osnovu optimizacije uslova gajenja insekata moze se zakljuciti da je:

e Optimalan sastav brasna od larvi insekata dobijen u slu¢aju kada je super crv hranjen
smeSavinom kupusa, Sargarepe i semena lana u periodu od 104 dana gajenja.
e Optimalan sastav braSna od popaca dobijen je u slucaju kada su popci hranjeni

mesSavinom kupusa, Sargarepe i semena lana u periodu od 60 dana gajenja.

Drugi deo doktorske disertacije je imao za cilj da optimizuje proces izolacije proteina i da utvrdi
njihove tehno-funkcionalne i bioaktivne osobine kako bi se ispitala moguca primena u

prehrambenoj i industriji hrane za Zivotinje. Na osnovu rezultata moze se zakljuciti sledece:

e pH vrednost je imala uticaj na prinos dobijenog proteinskog izolata. Optimalnim

podesavanjem pH vrednosti, prinosi proteinskog izolata su povecani za 50-70%.
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Optimalne vrednosti pH ekstrakcije i precipitacije proteina za izolaciju proteina iz
brasna crva brasnara, super crva i popaca iznosi 11 i 4, respektivno.

Sadrzaj proteina u PI insekata se kretao u vrednostima od 59,85 do 68,88%. Procesom
prec¢is¢avanja PI u svim uzorcima, izuzev PI popaca, povecan je sadrzaj proteina.
Modifikacijom klasi¢éne metode sadrzaj proteina je povecan za 6,6% u slu¢aju PI crva
brasnara (74,98%), za 5,4% u slucaju PI super crva (65,29%), dok je u slucaju PI

popaca sadrzaj proteina ostao nepromenjen (68,88%).

Na osnovu karakterizacije proteinskih izolata mogu se izvesti slede¢i zakljucci:

Proteinski izolat super crva sadrzaop je najvecu koli¢inu aminokiselina (76,55%), dok
je najmanji sadrzaj utvrden u izolatu popaca (44,80%). Najveci sadrzaj esencijalnih
aminokiselina je utvrden u proteinskom izolatu super crva (31,99%), dok je skoro duplo
manje utvrdeno u Pl popaca (16,59%). Najzastupljenije esencijalne aminokiseline u
svim proteinskim izolatima su bile valin, leucin, izoleucin i lizin. Limitirajuc¢a
aminokiselina kao i u slu¢aju brasna od insekata je bila metionin. Medutim, za razliku
od brasna insekata, fenilalanin nije detektovan ni u jednom uzorku. S obzirom na to da
je u braSnu insekata detektovan fenilalanin, moZe se pretpostaviti da je alkalna
ekstrakcija uticala na smanjenje koli¢ine fenilalanina. Najzastupljenije neesencijalne
aminokiseline su bile asparaginska i glutaminska u svim uzorcima, dok je tirozin nesto
zastupljenija bio u PI super crva u odnosu na druga dva PI.

Proteinski profil super crva i crva brasnara je bio veoma sli¢an, $to ukazuje na njihovu
slicnu genetiku. Za sva ti elektroforetska profila PI karakteristi¢ne su bile linije koje
prikazuju proteine male molekulske mase (ispod 14 kDa ), poznate po svojim

bioaktivnim osobinama.

Na osnovu funkcionalnih osobina proteinskih izolata mogu se izvesti sledeci zakljucci:

U kiseloj sredini sva tri PI su, slabo rastvorljiva, dok su u alkalnoj veoma rastvorljiva.
Krive rastvorljivosti za PI crva brasnara 1 popaca su veoma sli¢ne, dok se u slucaju

popaca Kkriva rastvorljivosti razlikovala. Najveca razlika je pronadena u alkalnoj
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sredini, gde su proteini super crva bili manje rastvorljivi u odnosu na druga dva
proteinska izolata.

e Naosnovu dobijenih rezultata za kapacitet vezivanja vode/ulja sva tri Pl insekata mogu
nac¢i primenu u prehrambenoj industriji, kao alternativa komercijalnim proteinima.
Medutim, u industriji hrane za Zzivotinje, neophodno je uzeti u obzir sve faktore i
ekonomsku isplativost proizvodnje. Na osnovu toga se dalje moze zakljuciti da li je
ekonomski isplativa upotreba PI, ili pak upotreba brasna od insekata moze zadovoljiti

kvalitativne i ekonomske zahteve proizvodnje i upotrebu u industriji hrane za Zivotinje.
Na osnovu bioloskih osobina proteinskih izolata i hidrolizata mogu se izvesti sledeci zakljucci:

e Dobijeni rezultati za sva tri Pl dobijena iz insekata pokazuju visoku antioksidativnu
aktivnost. Elektroforetskim profilom je pokazano da sva tri PI sadrze proteine i peptide
molekulskih masa ispod 14 kDa, koji su poznati po svojim bioaktivnim osobinama,
poput antioksidativne aktivnosti. Na osnovu dobijenih rezultata, moze se zakljuditi da
visoka antioksidativna aktivnost Pl svrstava ove insekte u prirodne izvore
antioksidativnih proteina i peptida, koji mogu na¢i Siroku primenu u prehrambenoj,
industriji hrane za zivotinje, pa i farmaceutskoj i kozmeti¢koj industriji.

e Ni jedan PI nije ispoljio antimikrobnu aktivnost na bakterije E. colli i S. epidermis.
Moze se pretpostaviti da iako prisutne, male proteinske frakcije se ne nalaze u
dovoljnoj koli¢ini da bi mogle da ispolje antimikrobnu aktivnosti.

e Primenom enzima proteaze, najveci stepen hidrolize je postignuz za Pl super crva i
iznosio je 22,4%. U slucaju PI crva brasnara i popaca, DH se nije razlikvao u mnogome
i iznosio je 7,321 9,83%.

e Na elektroforetskom profilu nakon enzimske hidrolize uo¢avaju se trake ispod 29 kDa,
gde se ne primecuju trake ve¢ih molekulskih masa proteina, Sto ukazuje na enzimsku
razgradnju velikih molekula proteina i uspeSnost enzimske hidrolize.

e PH sva tri insekta pokazuju inhibitorno delovanje na rast bakterija E. coli i S.
epidermidis. Najveca redukcija rasta bakterije E. coli je dobijena delovanjem PH
popacaito 6,74%, dok je najmanja dobijena delovanjem PH super crvaito 2,30%.
Dok je u sluc¢aju PH crva brasnara redukcija rasta 5,19%. Redukcija rasta gram

pozitivne bakterije S. epidermidis je bila jace izrazena delovanjem sva tri PH. Najjacu
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antimikrobnu aktivnost imao je PH popaca i to 11,20%, zatim PH crva brasnara i to u
vrednosti od 10,20%, dok je antimikrobno delovanje PH super crva bilo najslabije i
iznosilo je 6,90%.

Na osnovu rezultata dobijenih u ovoj doktorskoj disertaciji PH crva brasnara, super
crva i popaca bi potencijalno u buducnosti moglo da se koriste u prehrambenoj,
industriji hrane za zivotinje, farmaceutskoj i kozmetickoj industriji ne samo u svojstvu
hranljivih i nutritivno bogatih sirovina, ve¢ i zbog svojih antibiotkskih svojstava u cilju

redukcije rasta nepozeljnih bakterijskih sojeva.
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Osaj Obpazay uuHu cacmasHu 0eo OOKMOpcKe oucepmayuje, O0OHOCHO
O00KMOPCKO2 YMEeMHU4K02 npojekma Koju ce opanu Ha Ynusepzumemy y Hosom
Caoy. Ilonywen Obpaszay yxopuuumu uza mexcma OOKMopcKe oucepmayuje,
0OHOCHO OOKMOPCKO2 YMEMHUUKO2 NPOjeKmad.

[Inan TpeTrMana nojaraka

Ha3uB npojexra/mcrpaxknBama

[MoTenmujan OpaniHa o pa3NUUUTHX BPCTa HHCEKAaTa Kao alTepHATHBHUX M3BOPA MPOTEHUHA Y HCXPAHU
KUBOTHIHA

Ha3uB nHCTUTYLMje/MHCTUTYIMja Y OKBHPY KOjHX ce CIIPOBOIH MCTPA’KMBaIbe

a) Yuusepsuret y HoBom Cany, TexHomomiku ¢pakynrer Hosu Can

0) Yuusep3uretr y HoBom Cany, Hayunu uncTHTYT 32 mpexpambOene Texnonoruje y Hoom Cany

Ha3uB nporpama y OKBHpPY KOI' ce peajiu3yje HCTPaKuBambe

1. Onuc nogaraka

‘ ‘ w
N—

1.1 Bpcra cryauje

Yxpamko onucamu mun cmyouje y oxeupy Koje ce nooayu npuxynwvajy

JlokTopcka nucepraiyja

1.2 Bpcre nonataka

a) KBAHTUTATHBHU

0) KBAJIUTATUBHU

1.3. Haunn npukymbama nojaTaxka
a) aHKeTe, YITUTHULH, TECTOBU
0) KIMHUYKE IPOLIEHE, MEIUIIMHCKH 3aIMCH, EIeKTPOHCKH 3[PaBCTBEHH 3alTUCH

B) TEHOTHITOBH: HABECTH BPCTY

T') aAMUHUCTPATUBHY TIOJJAIN: HABECTH BPCTY

I[) Y30pLH TKHMBA: HABCCTH BPCTY: JApBEC LpBa 6pan1Hapa X CyHICp [pBa ¥ 0ApacCIux iCHHHKI/I monana

h) CHUMIIH d)OTOI’Dad)HiCZ HaBCCTH BPCTY: CJIMKC y30paKa y TOKY paaa

Hanmonanuu nopTaj OTBOPEHE HayKe — Open.ac.rs



C) TCKCT, HABCCTH BPCTY: JUTCPATYpa

’K) Mara, HaBeCTH BPCTY

3) OCTaJI0: OnMMcCaTH:. CKCICPUMCHTAJIHN PE3YJITaTH

1.3 ®opmar noparaka, ynorpedpeHe CKale, KOMUYHHA MogaTaKa

1.3.1 YnorpebsbeHu copTBep U PopMat JaTOTEKE:

a) Excel daja, natorexa .xIsx

b) SPSS ¢ajn, natorexa

¢) PDF daja, naroreka .pdf

d) Tekcr daja, natoreka .docx

e) JPG daja, naToreka .jpeg

f) Ocramo, maToreka

1.3.2. Bpoj 3anmca (koa KBaHTUTATHBHUX MOJaTaKa)

a) Opoj Bapujabmu

0) 6poj Mepema (MCIUTaHWKA, TIPOIIEHA, CHUMAaKa U CII.)

1.3.3. IloHoBIbEHA MEpPEHA

a) na
0) HE

YKONHKO je 0JroBOp /a, OJIrTOBOPUTH Ha ciefeha nurama:

a) BPEMEHCKH pa3MakK I/I3MChV ITOHOBJHCHUX ME€pa ie OJ1 HCKOJIMKO MUHYTA 10 HCKOJHMKO JaHa

0) BapujabJie Koje ce BUIIE ITyTa MEPE OJTHOCE CE HA CBA EKCIEPMMEHTAIHA MEPEHA

B) HOBe Bep3Hje (ajiioBa KOju cajipke MOHOBJbEHA MEpEHha Cy IMEHOBAHE Kao

Hanomene:

Ja au gpopmamu u cogpmeep omozyhasajy oemerve u 0y20poury 6aiuOHOCH nooamaxa?

a) Jla
6)He
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Axo je 002060p He, 0bpaznodcumu

2. [lpukynbame mogaTaka

2.1 Meronornoryja 3a IpUKyIUbambe/ TeHEprCahe MoIaTaka

2.1.1. Y okBHpY KOT HCTPAXKUBAUKOT HAIPTA Cy HOJAIN NPUKYTLHEHH?

a) eKCIIEPUMEHT, HABECTH THII. Y3I0] HHCEKATA, EKCTPAKIIM]a ¥ M30JIalija IPOTEUHA, EH3UMCKa
XUAPOAM3a IPOTEUHCKHUX CYIICTPATa, UCIUTUBAKE DU3NYKUX, MOPGOIOMIKUX U OMOJIOMIKUX OCOOMHA

y30paka

0) KOpenaIroHO UCTPAKUBAE, HABECTH THIT

II) aHaJIM3a TCKCTAa, HABECTU THII . IPUKYIIJbAC JIUTCPATYPHUX TToAAaATaKa MU VHODChI/IBaI—BC ca
CKCIICPUMCHTAJIHHUM IToJaliuMa

1) OCTaJI0, HABECTH 1T

2.1.2 Hagecmu 8pcme MepHUX UHCMPYMEHAMA Uil CManoapoe nooamaxka cneyupuunux 3a oopeheny
HAy4Hy OUCYUNIUHY (aKo nocmoje).

2.2 Kpanurer mojataka u CTaHAapId

2.2.1. Tperman HepocTajyhux nojaTaka

a) /la mn matpuna canpxu Henocrajyhe nogartke? [la He

AKO je 0JIrOBOp 112, OJTOBOPHUTH Ha cieneha nurama:

a) Konuku je 6poj HemocTajyhnx momaraka?

0) Ja mu ce KOpUCHUKY MaTpHIIe TIPEropydyje 3aMeHa HelocTajyhux
noxaraka? Jla He

B) AKO je 0roBOp Ja, HABECTH CyrecTHje 3a TPeTMaH 3aMeHe HelocTajyhux
nojaraka

2.2.2. Ha Koju Ha4MH je KOHTPOJIMCaH KBanuTeT nojaraka? Omucatu

Kpamurer nozlaTaKaje KOHTPOJIMCAaH IMOHABJbalkbEM CKCIICPUMCHTATHUX MEPCH:A.

Hanwmonanxau nopran oTBopeHe Hayke — OPen.ac.rs



2.2.3. Ha xoju Ha4MH je U3BpIlIeHa KOHTPOJIA YHOCA MT0/IaTaka y MaTpHILy?

KonTtpona yHoca nofaraka je KOHTPOJIMCaHA BUXOBUM yHopehHBameM ca eKCIIepUMEHTATHIM U
JUTEepaTypHUM IoJaluMa.

3. Tperman nogataka u npareha nokymenranuja

3.1. TperMaH u uyBam€ nojgaTaka

3.1.1. llooayu he bumu denonosanu 'y HaPoYc — Hayuonannom penosumopujymy oucepmayuja y
Cpouju u'y penozumopujymy Unpopmayuonoe cucmema nayune oenamuocmu Ynugepumemay
Hosom Caoy.

3.1.2. URL aopeca https://nardus.mpn.gov.rs/, http://www.uns.ac.rs/index.php/univerzitet/javnost-
rada-2/javni-uvid-doktorske

3.1.3. DOI

3.1.4. Jla nu he nodayu bumu y omeopeHom npucmyny?

Cl2 ga

6) Ha, anu nocre embapea xoju he mpajamu 0o

8) He

Axo je 002060p He, Hagecmu pazioe

3.1.5. llooayu nehe 6umu 0enonosanu y peno3umopujym, aiu fie oumu uyearu.

Obpasnoocerve

3.2 Meranosiany u JOKyMEHTaIlMja TojaTaka

3.2.1. Koju cranapx 3a meranojarke hie Outu npumermen?

3.2.1. HaBectn mMeTanoaaTke Ha OCHOBY KOjUX CY HOAAIU JETIOHOBAHH Y PETIO3UTOPHjYM.
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Axko je nompebno, nasecmu memooe Koje ce Kopucme 3a npey3umaroe no0amaxd, aHatumuyKe u
npoyedypanne uHghopmayuje, pUxo80 Koouparse, OemabHe onuce 8apujabnu, 3anuca umo.

3.3 Crpareruja u cTaHIapy 3a YyBame MojaTaKa

3.3.1. 1o xor mepuoza he moganm OWTH IyBaHU y PENIO3UTOPUjyMY?

3.3.2. Jla 1 he monmaru Outl nenonoBanu mox mudpom? la He

3.3.3. Jla iu he mmdpa 6utu noctymHa oapehenom kpyry ucrpaxkusaua? Jla He

3.3.4. ]la nu ce momaim Mopajy YKJIOHHUTH M3 OTBOPESHOT MIPUCTYIIA MOCIe U3BECHOT BpeMeHa?
Ma He

O0pa3noxuTi

4. Be30eHOCT MOJATAKA M 3ALUTHTA NMOBEP/bUBUX HHPOPMaLHja

Ogaj onesbak MOPA OuTH MOIyHEH aKo BalllM [TOJall YKJbYYYyjy JHUYHE TOJaTKe KOjU Ce OJHOCE Ha
YUYECHHUKE y UCTPKUBamy. 3a Ipyra HCTpaxuBarmba Tpeda Takole pa3sMOTPUTH 3AITUTY U CHUTYPHOCT
nojiaTaka.

4.1 dopmaiiHu cTaHAapAM 3a CUT'YPHOCT HH(pOpMaIija/mogaTaka

HcTpaknBaum Koju CIIPOBOJIE HCIIMTHBAA C JbYJMMa MOPajy Ja ce MpHUIpKaBajy 3aKoHa O 3aIUTUTH
noxaraka o nuunoctu (https://www.paragraf.rs/propisi/zakon o _zastiti podataka o licnosti.html)
onaropapajyher HHCTUTYLIMOHAIHOT KOJIEKCa O aKaJIEMCKOM HHTETPUTETY.
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4.1.2. Jla nu je uctpaxkupame 0100peHO 0] cTpaHe eThuke komucuje? [la He

Ako je ogrosop /la, HaBecTH 1aTyM U Ha3WB €THYKE KOMICH]j€ KOja je 0100pHiIa HCTPaKUBAbE

4.1.2. Jla v mojany yKJby4yjy JIMYHE TIOJaTKEe YUCCHUKA y ucTpaxkuBamy? Jla He

Axo je OATOBOp [1a, HABEAUTEC HA KOjI/I Ha4YuH CTC OCUTYpaJik MMOBEPJbUBOCT U CUT'YPHOCT I/IH(I)OpMaI_II/Ija
BC3aHUX 3a UCIIMTAHUKE:

a) [Momamu HUCY y OTBOPEHOM NIPHUCTYILY
0) [Tomany cy aHOHUMU3UPAHU
1) Ocraino, HaBeCTH 1ITa

5.1. Ilooayu he bumu

a) jasHo docmynHu

0) 0OCMYNHU CAMO YCKOM KpYey ucmpanicusaya y oopehenoj Hayunoj ooiacmu

y) 3ameoperu

AKo ¢y nooayu 00CmynHu camo YCKoM Kpyay UCmpanicugayd, Hagecmu noo Kojum Ycio8uma mozy 0a ux
Kopucme:

Axo cy nooayu 00CmMynHu camo YCKOM Kpyey UCIpaxtcueayd, Hagecmu Ha KOju HA4uH Mozy
npUCMynUmu nOOayUMa:

5.4. Hasecmu nuyenyy noo kojom he npukynmenu nooayu Oumu apxusuparu.

Hanwmonanxau nopran oTBopeHe Hayke — OPen.ac.rs m



6. YJjiore u 0AroBOpHOCT

6.1. Hagecmu ume u npesume u Meji aopecy 61acHUKa (aymopa) nooamaxa

Hanxka [parojnosuh, danka.dragojlovic@fins.uns.ac.rs

6.2. Hasecmu ume u npesume u mejn aopecy ocobe Koja o0paicasa Mmampuyy ¢ nooayuma

Hanxka Jparojnosuh, danka.dragojlovic@fins.uns.ac.rs

6.3. Hasecmu ume u npesume u mejn aopecy ocobe koja omozyhyje npucmyn nooayuma opyaum
ucmpasxcueauuma

Hanxka Jlparojnosuh, danka.dragojlovic@fins.uns.ac.rs
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