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1. UuvOoD

Pektin pripada polisaharidima bogatim galakturonskom kiselinom (salinjava oko 70%
pektina) u kojem su jedinice galakturonske kiseline s varijabilnim brojem metil-
esterificiranih karboksilnih skupina medusobno povezane a-1,4-glikozidnim vezama.
Sadrzan je u stani¢nim stijenkama biljaka koje okruzuju rastuce i stanice u diobi, u
stani¢nim stijenkama mekih dijelova biljke, srednjoj lameli, ksilemu i vlaknastim stanicama
u drvenastom tkivu (Mohnen, 2008.). Laka dostupnost, niske cijene proizvodnje i
netoksiCna svojstva omogucuju koridtenje pektina u brojne svrhe. Nalazi Siroku primjenu
u prehrambenoj industriji kao zgusnjiva¢, stabilizator i emulgator te u farmaceutskoj
industriji za smanjenje razine kolesterola i glukoze u krvi, gastrointestinalnih poremecaja i
u terapijama za lije€enje karcinoma. Takoder se moze koristiti i u pripremi jestivih filmova
i premaza ili kao zamjena za papir. Zbog svega navedenog prisutna je potreba za
istrazivanjem novih ili modificiranjem postojecih sirovina sa svrhom dobivanja pektina
zeljenih svojstava i kvalitete. U velikoj se mjeri ekstrahira iz biootpada industrije za preradu
voca (Chandel i sur., 2022).
NajceS¢i izvori pektina za komercijalnu upotrebu su citrusi i jabuke, a u ovom istrazivanju
kao sirovina koristena je kora naran€e kao jedan od nusproizvoda citrusa nakon prerade.
Cilj ovog rada bio je ekstrahirati pektin iz kore naran€e uporabom dviju razli€itih kiselina,
octene i klorovodi¢ne, i usporediti njihov utjecaj na parametre kvalitete pektina.
Provedeno istrazivanje obuhvacalo je slijedece korake:
- ekstrakciju uzoraka kore narance refluksiranjem, filtraciju ekstrakta te izolaciju i
proc¢iS¢avanije pektina
- spektrofotometrijsko odredivanje sadrzaja galakturonske kiseline u pektinu
- odredivanje boje pektina
- odredivanje ekvivalentne tezine, metoksidnog sadrzaja, stupnja esterifikacije i
sadrzaja anhidronskih kiselina u pektinu primjenom kiselinsko-baznih titracija
U teorijskom dijelu rada opisane su pojedine analiticke metode koristene pri karakterizaciji
pektina, metode ekstrakcije, kao i struktura i primjena pektina te kemijski sastav kore

narance.



2. TEORIJSKI DIO

2.1. KORA NARANCE

Citrusi, iz roda Citrus L. i porodice Rutaceae, pripadaju vo¢u uvelike konzumiranom medu
potroSacima diliem svijeta zbog karakteristiCnosti okusa, arome i priviaénih boja. Bogat su
izvor mnogih fitokemikalija poput vitamina A, C i E, flavonoida (hesperidin), fenola (kumarin,
fenolna kiselina), karotenoida (likopen, lutein, B-karoten), pektina, eteri¢nih ulja (d-limonen),
organskih kiselina (limunska, jabucna kiselina) te limonoida (limonin, normilin), koje daju
citrusima antioksidativno, antikarcenogeno i protuupalno djelovanje te doprinose usporavanju
starenja kod ljudi (Sharma i sur., 2019; Zou i sur., 2016). Uzgoj narandi, kao i njihova prerada
u porastu je iz godine u godinu. Organizacija za hranu i poljoprivredu (engl. Food and
Agriculture Organization, FOA) Ujedinjenih naroda je 2018. procijenila svjetsku proizvodnju
narance na 75,54 milijuna tona, od ¢ega je nakon prerade dobiveno 15,1 milijuna tona kore
narance (Ayala i sur., 2021).

Perikarp narance dijeli se na epikarp, unutarnji i vanjski mezokarp i endokarp. Albedo
(unutarnji mezokarp) i flavedo (vanjski mezokarp i epikarp) zajedno tvore koru (slika 1), a
prema literaturnim navodima sadrzava oko 23 % Secera, 22 % celuloze, 25 % pektina i 11 %
hemiceluloze (Adeniyi i sur., 2022; Ayala i sur., 2021). Svi prethodno spomenuti podaci kori
narance pridaju status izvora bogatog spojevima od interesa u prehrambenoj i farmaceutskoj

industriji, $to ujedno doprinosi smanjenju neadekvatnog odlaganja ove vrste biootpada.

Vezikule soka
Jezgra

Flavedo
‘l Mijehurici ulja

Albedo — ‘ wy

Sjemenka Krigka

Stijenka kriske

Slika 1. Prikaz strukturnog sastava narance (Adeniyi i sur., 2022)



2.2. PEKTIN

Pektin je kompleksan heteropolisaharid Ciju primarnu strukturu &ini homogalakturonanska
okosnica sacinjena od linearnih lanaca a-D-galakturonske kiseline povezanih a-1,4-
glikozidnim vezama. Ramnogalakturonan-ll predstavlja najkompleksniji dio strukture
pektina, a rije¢ je o homogalakturonanu supstituiranom s oko 8 ili vise bo¢nih lanaca
sastavljenih od neutralnih Seéera poput ramnoze, ksiloze, arabinoze, galakotoze i €ini oko
10 % strukture pektina. Ramnogalakturonan-I sacinjava 20 - 35 % pektina, a okosnica mu
se sastoji od jedinica galakturonske kiseline i L- ramnoze povezanih $-1,2 i -1,4 vezama,
dok se boc¢ni lanci najéeSce sastoje od arabinoze i galaktoze (Mohnen, 2008).

Sinteza pektina u stanicama odvija se u Golgijevom tijelu, a obuhvaéa polimerizaciju (u cis
dijelu Golgijeva aparata), esterifikaciju te supstituciju s bo&nim lancima (u trans dijelu
Golgijeva aparata), nakon €ega se pektin Golgijevim vezikulama izlu€uje u staniénu
stijenku. Esterifikacija metilnim skupinama odvija se na C-6 poloZaju, a acetilnim

skupinama na O-2 i O-3 poloZaju lanca poligalakturonske kiseline (slika 2).

Metilirane karboksilne grupe

Q@@o

COOCHjs COOH

Acetilirane karboksilne grupe

Slika 2. Shema molekule pektina s mogu¢im metiliranim i aectiliranim skupinama (Schmidt
i sur., 2015)

Pektin se prema stupniju esterifikacije dijeli u dvije skupine: visoko metil-esterificirani (engl.
high-methoxyl, HE) ukoliko je stupanj eserifikacije (engl. degree of esterification, DE)
iznad 50 %, te nisko metil-esterificirani pektin (engl. low-methoxyl, LE) u kojem je DE < 50
%. Stupanj esterifikacije smanjuje se porastom zrelosti pomocu enzima pektin metil
esteraze, koja kao produkte reakcije daje slobodne, negativho nabijene karboksilne
skupine i metanol. Za pripremu Zelea i slatkiSa obi¢no se koristi HE pektin koji formira gel
u pH podrucju ispod 3,5, dok se LE pektin primjerice dodaje ekstraktima soje, dijetnim i
mlije€nim proizvodima te formira gel u Sirem pH podrudju (2,0 - 6,0) u prisutnosti kalcijevih

ili drugih viSevalentnih kationa (Chandel i sur., 2022; Freitas i sur., 2021). Osim citrusa i
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jabuke, kao najCescih sirovina za proizvodnju komercijalnog pektina, proveden je Citav niz
istraZivanja usmjerenih prema koriStenju i drugih izvora poput rajice, bundeve,
suncokreta, lubenice, marakuje, banane ili ¢ak mrkve (Robledo i Vazquez, 2020). Pored
ve¢ spomenutih primjena pektina u uvodu ovog rada, u novijim istraZivanjima pokazao se
prikladnim i za primjenu u tkivhom inZenjerstvu, genskoj terapiji te u dizajniranju
biosenzora gdje su hidrogelovi pektina koriSteni za imobilizaciju enzima (Roman-Benn i
sur., 2023).

2.3. EKSTRAKCIJA REFLUKSIRANJEM

Ekstrakcija refluksiranjem ili grijanje u povrat pripada klasi¢nim metodama koridtenih za
ekstrakciju krutina. Aparatura za provedbu refluksiranja sastoji se od vodene kupelji,
tikvice s okruglim dnom, povratnog hladila i magnetne mije3alice (slika 3). Otapalo i kruti
uzorak postavljaju se u tikvicu s okruglim dnom te se Zeljena komponenta ekstrahira
zagrijavanjem otapala. Pare otapala u povratnom hladilu kondenziraju te se vraéaju u
reakcijsku smjesu. Nakon ovakve vrste ekstrakcije potrebno je provesti filtraciju dobivenih

ekstrakata.

Slika 3. Aparatura za refluksiranje (vlastita fotografija)



2.4. KARAKTERIZACIJA PEKTINA ANALITICKIM METODAMA

24.1. UV/Vis spektrofotometrija

UV/Vis spektrofotometrija analiticka je metoda temeljena na mjerenju apsorpcije
elektromagnetskog zra¢enja u podru€ju valnih duljina 200 - 400 nm (podrucje
ultraljubiCastog zracenja, UV zraCenje) te nadalije 400 - 800 nm (podrudje vidljive
svjetlosti, Vis). Ovom metodom mogucée je dobiti informacije i o kvalitativnom i o
kvantitativnom sastavu otopine, iako se naj¢eSce Koristi za odredivanje koncentracije,
odnosno kvantitativnu analizu.

Mijerenje apsorbancije vrsi se spektrofotometrom, uredajem &iji su osnovni dijelovi izvor
svjetlosti, monokromator za odabir Zeljene valne duljine, drza¢ uzorka (kiveta), detektor
i procesor signala. Za odredivanje nepoznate koncentracije analita u otopini potrebna je
kalibracija poznatim koncentracijama analita u istom otapalu kao i u otopinama uzorka
nepoznate koncentracije te konstrukcija bazdarnog pravca koji prikazuje ovisnost
apsorbancije o koncentraciji.

Temeljno nacelo apsorpcijske spektroskopije koje prikazuje odnos izmedu apsorpcije i

koncentracije jest Lambert-Beerova zakona [1] koji glasi:

A=¢-b-c [1]

pri ¢emu A oznacGava apsorbanciju, € molarni apsorpcijski koeficijent (mol L' cm™), ¢
koncentraciju otopine (mol L") te b debljinu sloja otopine (cm). Iz jednadzbe zakona

vidljiv je linearan odnos koncentracije i apsorbancije.

2.4.2. Kiselinsko - bazne titracije

Kiselinsko-bazne titracije svrstavaju se u volumetrijske analiticke metode koristene u
biomedicinskim znanostima i analitickoj kemiji za kvantitativno odredivanje analita u
otopini (Pierre, 2019). Volumetrijske titracije opéenito mjere utroSak volumena reagensa
potrebnog za potpuno reakciju s analitom. Postupak se provodi tako da se iz birete
dodaje titrant (reagens) u otopinu uzorka do zavrSetka reakcije izmedu analita i titranta.
Za uocCavanje promjena, tj. kraja reakcije u otopinu koja se titrira dodaju se indikatori.
Koli¢ina analita u uzorku izraCunava se iz podataka o volumenu otopine uzorka te
volumenu i koncentraciji reagensa (standardne otopine) potroSenog u reakciji sa
analitom.

Kiselinsko - bazne titracije temelje se na reakcijama izmedu kiselina i baza. Kada se

baza titrira standardnom otopinom jake kiseline rije€ je o acidimetriji, dok se pojam
5



alkalimetrija odnosi na titraciju kiseline standardnom otopinom jake baze. Prethodno
opisana vrsta titracija prona$la je primjenu u karakterizaciji pektina jer omoguéuje
istovremeno odredivanje sadrZaja metoksi skupina, uronskih kiselina, ekvivalentne
teZine te stupnja esterifikacije (Nincevi¢ Grassino i sur., 2018).

Stupanj esterifikacije definira se kao postotak karboksilnih skupina D-galakturonske
kiseline koje su proSle proces esterifikacije, odnosno koje su metil-esterificirane. Neki
od faktora koji utje€u na stupanj esterifikacije su zrelost ploda koiji sluzi kao izvor pektina
i vrijeme ekstrakcije. Pretvorbom pektina u protopektin tijekom zriobe, u kiselim uvjetima
i pri poviSenim temperaturama, dolazi do povecanja sadrzaja Secera i mekSanja ploda
Sto rezultira smanjenjem stupnja esterifikacije (Roman-Benn i sur.,, 2023). Sadrzaj
metoksi skupina oznaava molarnu koli¢inu metilnog alkohol u 100 mL galakturonske
kiseline i vazan je &imbenik kod odredivanja uvjeta u kojima pektin formira gelove.
Sadrzaj ukupnih uronskih kiselina (AUA) ukazuje na Cisto¢u ekstrahiranog pektina i
vrijednost ne bi trebala biti niza od 65 % za primjenu u prehrambenoj i farmaceutskoj
industriji (Hossain i sur., 2024).

NajceS¢i postupak titracije za karakterizaciju pektina gore navedenim parametrima
shematski je prikazan na slici 4 te podrazumijeva potpuno otapanje pektina u otopini s
96 % etanolom (5 mL), natrijevim kloridom (1 g) te deioniziranom vodom (100 mL). Zatim
se pristupa prvoj titraciji otopine s 0,1 mol L' natrijevim hidroksidom uz koristenje fenol
crvenog kao indikatora. U titriranu otopinu dodaje se 0,25 mol L' otopina natrijeva
hidroksida kako bi se pektin deesterificirao te se otopina mijeSa 30 minuta. Za
neutralizaciju natrijeva hidroksida dodaje se 0,25 mol L' klorovodi¢na kiselina, nakon
¢ega slijedi druga titracija 0,1 mol L™ natrijevim hidroksidom do promjene boje. Kao
nedostaci ove analiticke metode izdvajaju se zahtjev za visokom Cistoéom pektina i
nerazlikovanje D-galakturonske kiseline od ostalih prisutnih uronskih kiselina u pektinu

(Nin&evi¢ Grassino i sur., 2018).



1. titracijas

osuseni i otapanje u 96 %
usitnjeni EtOH + NaCl + naikator
ektin deion.voda
P fenol crveno

2. titracija s L deesterifikacija
NaOHJ+ neutralizacija dodatkom
indikator dodatkom NaOH i
Incikato HCl-a mijeanje 30

fenol crveno min

Slika 4. Shematski prikaz postupka kiselinsko - bazne titracije za karakterizaciju pektina

(vlastita shema)



3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1.

MATERIJAL

Kao materijal u ovom istraZivanju koriStena je kora zrele narance kupljene u supermarketu.

Do provedbe istraZivanja, nasjeckana kora bila je zamrznuta, a na po€etku eksperimenta

odmrznuta je i dodatno usitnjena elektricnim mlincem za kavu (Tefal S. A. S., Francuska).

3.1.1. Kemikalije

Aceton (Gram-mol, Zagreb, Hrvatska)

Citrusni pektin (Thermo Scientific, Waltham, SAD)
Etanol (96 %) (Gram-mol, Zagreb, Hrvatska)
Galakturonska kiselina (Sigma-Aldrich, St. Louis, SAD)
Jabu¢ni pektin (Sigma-Aldrich, Hong Kong, Kina)
Karbazol (Sigma Aldrich, St. Louis, SAD)
Klorovodi¢na kiselina (Kefo, Zagreb, Hrvatska)
Metil crveno (Kemika, Zagreb, Hrvatska)

Natrijev hidroksid (T.T.T., Sveta Nedjelja, Hrvatska)
Natrijev klorid (Kemika, Zagreb, Hrvatska)
Sumporna kiselina (Kefo, Zagreb, Hrvatska)

Octena kiselina (Kemika, Zagreb, Hrvatska)

3.1.2. Pribor

Automatske pipete (100 uL - 5 mL)
Bireta po Schelbachu

Erlenmeyerove tikvice (250 - 1000 mL)
Filter papir

Kapaljka

Ladice za vaganje

Magnetici

Odmijerne tikvice (25, 100 i 1000 mL)
Pinceta

Plasticne i staklene kivete

Plasti¢ne i staklene laboratorijske ¢ase (150 - 600 mL)
Plasticni i stakleni lijevci

Plasti¢ne i staklene menzure (50, 100 i 500 mL)



= Propipeta

= Stakleni stapic

= Spatula

= Tarionik s tu¢kom

= Tikvice s okruglim dnom (500 mL)
= TrbuSaste pipete (2,510 mL)

= Zlice

3.1.3. Aparatura
»= Analiticka vaga (JOBST, Samobor, Hrvatska)
= Kolorimetar CM-3500d (Konica Minolta Sensing, Inc. Osaka, Japan)
= Magnetska mijeSalica (Kefo, Zagreb, Hrvatska)
= Milinac za kavu (Tefal S. A. S., Francuska)
= Sustav za vakuum i mikrofiltraciju Rocker 300-LF30 (Rocker Scientific Co. Ltd,
New Taipei City, Tajvan)
= TehniCka vaga (Mikrotehna, Zagreb, Hrvatska)
=  UV/Vis Spektrofotometar (Perkin Elmer, Lambada 1, Massachusetts, SAD)

= \ortex

3.2.  METODE
U ovom radu provedene su slijede¢e metode:
e Ekstrakcija kore narance refluksiranjem i izolacija pektina
e QOdredivanje L, a i b parametara boje pektina
e Spektrofotometrijsko odredivanje sadrzaja galakturonske kiseline u uzorcima
izoliranog pektina

o Kiselinsko - bazne titracije

3.2.1. Ekstrakcija pektina iz uzoraka kore narance refluksiranjem

Odvagani uzorci usitnjene kore narance od 20 g stavljeni su u tikvice s okruglim dnom
volumena 500 mL. Kao otapalo uzorcima je dodano po 400 mL 0,1 mol L' octene,
odnosno po 400 mL 0,1 mol L™ klorovodi¢ne kiseline te su tikvice postavljene u aparaturu
za refluksiranje (slika 3) u vremenu od 3 h pri 80 °C. Nakon refluksiranja uzorci se hlade
na sobnoj temperaturi te najprije filtriraju preko gaze, a zatim preko obi¢nog filter papira.
Kako bi se uklonili interferenti, otopine su dodatno filtrirane pomoc¢u vakuum filtra (Rocker
Scientific Co. Ltd, New Taipei City, Tajvan) i prenesene u Erlenmeyerove tikvice od 1000
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mL. Koagulacija filtrata postignuta je dodatkom 800 mL etanola (96 %) i mijeSanjem na
magnetnoj mijesalici u trajanju od 3 h. Dobivena suspenzija filtrira se preko obi¢nog filter
papira na kojem zaostaje pektin koji se ispire acetonom i etanolom (96 % ) s ciliem
pro¢iS¢avanja. Pektin se, u Zelatinastoj formi, Spatulom prenese u porculanske posude i
sudi na zraku pri sobnoj temperaturi. OsuSeni uzorci pektina zatim se usitnjavaju u
tarioniku s tu¢kom, vazu na analitikoj vagi i prenose u staklene kivete u kojima se Cuvaju

do daljnje provedbe analize (slika 5).

Slika 5. a) pektin dobiven nakon ekstrakcije i koagulacije etanolom i b) osuseni i usitnjeni

pektin (vlastita fotografija)

3.2.2. Prinos pektina
Prinos pektina (n) raCuna se kao omjer mase usitnjenog i osusenog pektina izvagane na

analitickoj vagi (JOBST, Samobor, Hrvatska) i po¢etne mase uzorka kore narance [2]:

n (pektin) = 2L 400 2]

m (uzorak)

3.2.3. Odredivanje parametara boje pektina
Uzorcima pektina odreduju se parametri boje koriStenjem kolorimetra CM-3500d ¢iji se rad
temelji na trodimenzionalnom prostoru boja CIE L*a*b*, koji objektivho vrednuje boje i
najblizi je vizualnoj percepciji. Kolorimetrom se mjere Hunterovi parametri, odnosno L*, a*

i b* vrijednosti.
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Vrijednost L* (engl. lightness) predstavlja svjetlinu, pri E€emu viSe L* vrijednosti ukazuju na
slabije, svjetlije obojenje, a nize na tamniju obojenost uzorka. Parametar a* predstavlja
odnos crvene i zelene, dok b* parametar oznacava odnos Zute i plave komponente boje
prema idu¢im znacenjima:

= -a*oznacava zelenu, +a* vrijednost crvenu boju

= -hb*oznacava plavu, +b* vrijednost oznaCava Zutu boju
Nakon izmjerenih prethodno opisanih parametara, racuna se ukupna kolorimetrijska
razlika (AE) medu uzorcima prema izrazu [3] u odnosu na jabucni i citrusni pektin, koji su

u ovom istrazivanju koriSteni kao standard, odnosno referentni uzorak [formule 4, 5 i 6].

* * 2 * 2 * 2
AE = \/(AL ) +(Aa') +(Ab) [3]
AL*= I—uzorak - I—standard [4]
Aa* = @yzorak - Astandard [5]
Ab*= buzorak - bstandard [6]

Odstupanije boje ispitivanog od referentnog uzorka tumaci se prema slijedecim kriterijima:
= -AL: uzorak je tamniji od standarda
= +AL: uzorak je svjetliji od standarda
= -Aa: uzorak je zeleniji od standarda
= +Aa: uzorak je crveniji od standarda
= -Ab: uzorak je plavlji od standarda

= +Ab: uzorak je zuéi od standarda

3.2.4. Spektrofotometrijsko odredivanje galakturonske kiseline u uzorcima pektina

Princip spektrofotometrijskog mjerenja opisan je u poglavlju 2.4.1., a postupak odredivanja
udjela galakturonske kiseline sastojao se od pripreme standardnih otopina galakturonske
kiseline pomoc¢u kojih se izraduje bazdarni pravac na temelju izmjerenih vrijednosti
apsorbancije, pripreme uzoraka za mjerenje apsorbancije i u konacnici izracuna

nepoznate masene koncentracije galakturonske kiseline u uzorcima pektina.
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3.2.4.1. Priprema standardnih otopina galakturonske kiseline i izrada bazdarnog

dijagrama

Odvagano je 120,5 mg galakturonske kiseline, kvantitativho preneSeno u odmjernu tikvicu
od 1000 mL, nakon ¢ega je dodano 10 mL 0,05 mol L otopine natrijeva hidroksida,
nadopunjeno s destiliranom vodom do oznake i ostavljeno stajati preko noéi.

Iz pripremljene ishodne otopine galakturonske kiseline priredene su pojedinacne
standardne otopine masenih koncentracija 1,6; 3,2; 6,4; 8,0; 9,6 i 13,0 mg L™ u odmjernim
tikvicama od 100 mL, nadopunjavanjem s destiliranom vodom.

To&no 2 mL pojedine otopine standarda otpipetirano je u odmjerne tikvice od 25 mL, a
potom je dodano 1 ml 0,1 % (w/v) karbazola i 12 ml koncentrirane sumporne kiseline uz
konstantno mijeSanje. Nakon dodatka kiseline, otopina je ostavljena 15 min na sobnoj
temperaturi, kako bi doslo do razvitka ruzi¢astog obojenja, a potom je nastalom kompleksu
izmjerena apsorbancija pri valnoj duljini od 525 nm. Slijepa proba je pripremljena tako da
je umjesto 2 mL standarda i 1 karbazola, upotrijeblieno 2 mL destilirane vode, odnosno 1
mL 96 % etanola. |z izmjerenih vrijednosti apsorbancija i pripadaju¢ih masenih
koncentracija pojedinacnih standardnih otopina galakturonske kiseline (tablica 1) izraden

je bazdarni dijagram (slika 6).

Tablica 1. Masene koncentracije standardnih otopina galakturonske kiseline i pripadajuc¢e

izmjerene vrijednosti apsorbancije mjerene pri valnoj duljini od 525 nm

y (galakturonska kiselina)/((mg L™) AxSD
0,0 0,000 + 0,000
1,6 0,126 + 0,003
3,2 0,249 +£ 0,417
6,4 0,474 £ 0,004
8,0 0,566 + 0,032
9,6 0,670 £ 0,0382
13,0 0,894 + 0,0007
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Slika 6. Bazdarni dijagram galakturonske kiseline

3.2.4.2. Priprema uzoraka za spektrofotometrijsko mjerenje
Odvagano je 100 mg uzorka i otopljeno u 100 mL 0,05 mol L™ otopine natrijeva hidroksida.
Otopina je ostavljena 30 minuta na sobnoj temperaturi kako bi doslo do deesterifikacije
pektina. To¢no 2 mL deesterificirane otopine razrijedeno je s destiliranom vodom u
odmijernoj tikvici od 100 mL. Potom je otpipetirano 3 mL razrijedene otopine, dodano 1 mL
karbazola i 12 mL koncentrirane sumporne kiseline uz konstanto mijeSanje do razvitka
ruziCastog obojenja (slika 7). Nakon 15 min priredenim uzorcima izmjerena je apsorbancija

na valnoj duljini od 525 nm.

Slika 7. Uzorci pripremljeni za mjerenje apsorbancije pri valnoj duljini od 525 nm (vlastita
fotografija)
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3.2.4.3. Odredivanje nepoznate koncentracije galakturonske kiseline u uzorcima
Nepoznate masene koncentracije (mg L™) galakturonske kiseline u otopinama pektina
odreduju se iz prethodno izradenog bazdarnog dijagrama (slika 6), a potom su dobivene
vrijednosti pretvorene u g galakturonske kiseline na 100 g uzorka, uzevsi u obzir odvagu,

volumen otopine pektina i razrijedenje.

3.2.5. Odredivanje ekvivalentne tezine, sadrzaja metoksi skupina, sadrzaja uronskih

kiselina i stupnja esterifikacije u uzorcima pektina

e Ekvivalentna tezina (EW)

Odvaze se 0,25 g pektina u Erlenmeyerovu tikvicu od 250 mL, doda se 5 mL etanola
(96 %), 1 g NaCl i 100 mL prokuhane destilirane vode. Zbog nedostatka uzorka u
ispitivanju koristeno je 0,187 g pektina izoliranog pomocu klorovodi¢ne kiseline.
Otopina se promijeSa te doda indikator metil crveno (crvena boja otopine). Ovako
priredena otopina se titrira sa 0,1 mol L' otopinom NaOH do promjene boje (iz crvene

u zutu). Ekvivalentna tezina (engl. equivalent weight, EW) racuna se iz izraza [7]:

_ m (uzorka)
EW= V4 (NaOH) - ¢ (NaOH) [7]

¢ Metoksilni ostatak (MeO)
Prethodnoj otopini dobivenoj nakon titracije (odredivanje ekvivalentne tezine) doda se
25 mL 0,25 mol L' otopine NaOH. MijeSa se snazno na magnetskoj mjesalici tijekom
30 min, pri éemu dolazi do pretvorbe zute boje otopine u crvenu. Slijedi titracija s
otopinom NaOH koncentracije 0,1 mol L' uz indikator metil crveno do pojave Zute boje

otopine. MeO sadrzaj izracuna se iz formule [8]:

V5 (NaOH) - ¢ (NaOH) - 31
m (uzorak)

w (MeO) = 100 (8]

e Odredivanje sadrzaja uronske kiseline (AUA)

Sadrzaj ukupnih uronskih kiselina racuna se iz formula [9] i [10]:

7= m (uzorak) [9]
- V1 (NaOH) - ¢4 (NaOH) + V5, (NaOH) - ¢, (NaOH)
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AUA = 1762-100 [10]
Zaizraun z vrijednosti koriste se volumeni natrijeva hidroksida utrodenog za 1. titraciju
kod odredivanja ekvivalentne teZine (oznaka V7 u formuli [9] ), odnosno za 2. titraciju

kod odredivanja sadrzaja metoksi skupina (oznaka V>).

e Stupanj esterifikacije (DE)

Stupanj esterifikacije racuna se prema izrazu [11]:

176 -MeO (%)-100

DE = 31 -AUA (%)

[11]

Za izraCun se koriste prethodno dobivene vrijednosti Meo i AUA izraCunate prema

formulama [8]i [10].

3.3. STATISTICKA ANALIZA
Za statistiCku analizu podataka koristen je program Microsoft Excel 2020. Rezultati su

prikazani kao srednje vrijednosti triju paralelnih mjerenja (n = 3) uz pripadajuce standardne
devijacije (SD).
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4. REZULTATI I RASPRAVA

4.1. PRINOS PEKTINA

Prinos izoliranog pektina ovisi o izvoru pektina, metodi i uvjetima ekstrakcije, vrsti i
koncentraciji ekstraktanta te koli€ini etanola koristenog za talozenje i prociS¢avanje
(Twinomuhwezi i sur., 2023; Leong i sur., 2015 ). Buduc¢i da su u ovom istraZivanju izvor
pektina, metoda i uvjeti ekstrakcije (vrijeme i temperatura) bili jednaki za oba uzorka, faktor
koji utje€e na prinos je ekstrakcijsko otapalo.

U prilozenom grafu (slika 8) prikazani su ostvareni prinosi pektina ekstrahiranog

koriStenjem dviju razlicitih kiselina. U sluc€aju octene kiseline ostvaren je prinos od 1,35 %,
a kod ekstrakcije klorovodi¢nom kiselinom 2,25 %.

2.5

15

n (pektin) / %

0.5

octena kiselina klorovodi¢na kiselina

ekstrakcijsko sredstvo

Slika 8. Prinosi pektina dobivenog ekstrakcijom octenom i klorovodi¢nom kiselinom

Rezultati usporedeni medu uzorcima u skladu su s oc€ekivanjima da cCe viSi prinos biti
postignut ekstrakcijom jakom anorganskom nego li slabom organskom kiselinom.
Twinomuhwezi i suradnici (2023) u svom istrazivanju postigli su prosje¢an prinos pektina
izoliranog iz kore narance u iznosu od 14,08 % dodatkom klorovodi¢ne kiseline (pH = 1,27).
Duwee i suradnici (2022) istrazivali su utjecaj organskih i anorganskih kiselina na prinos
pektina iz kore naranCe i jednake prinose postigli ekstrakcijom limunskom i dusi¢nom
kiselinom (3,82 %), a zatim octenom (1,95 %). Najslabiji rezultat dobiven je ekstrakcijom
klorovodiénom (1,57 %) Sto su objasnili ¢injenicom da zbog svoje jakosti dovodi do

djelomicne hidrolize pektina i nemogucénosti taloZenja. Nin€evi¢ Grassino i suradnici (2020)
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ekstrakcijom pektina refluksiranjem (3 h) iz kore raj€ice postizu prinos pektina od 7,9 %
koristenjem dusi¢ne kiseline kao ekstraktanta, dok najveéi prinos (9,2 %) postiZu
primjenom ekstrakcije potpomognute visokim hidrostatskim tlakom u trajanju od 45 min.
Sve navedeno potvrduje da vrsta i uvjeti ekstrakcije, otapalo te izvor pektina doista utjecu
na prinos. lako je u ovom istraZivanju nesto slabiji prinos pektina ostvaren koristenjem
octene kiseline, ipak bi trebala imati prednost u daljnjim istrazivanjima pred klorovodi¢nom

zbog manje toksi¢nosti i Skodljivosti prema okoliu.

4.2. BOJAPEKTINA

Mijerenje parametara boje pektina vaznost pronalazi u €injenici da upravo boja izoliranog
pektina utjeCe na izgled finalnog proizvoda koji ga sadrzi u svom sastavu. Pozeljniji su
svjetliji, odnosno $to manje obojeni pektini zbog manjeg utjecaja na boju konaénog
proizvoda (Leong i sur., 2016).

U Tablici 2 prikazani su rezultati mjerenja parametara boje kolorimetrom po CIE L, ai b
sistemu kako je opisano u poglavlju 3.2.3.

Rezultati pokazuju da je uzorak pektina dobiven ekstrakcijom s octenom kiselinom svjetliji
u odnosu na oba standarda, dok je pektin ekstrahiran klorovodi¢nom kiselinom svjetliji u
odnosu na jabuéni, a tamniji u odnosu na citrusni pektin. Nadalje, negativhe Aa te Ab
vrijednosti u slu€aju obje vrste uzoraka ukazuju na zeleniju i izrazenije plavlju obojenost
naspram referentnih uzoraka. Ukoliko se usporeduju uzorci medusobno, pektin ekstrahiran
octenom nesto je svijetliji (L = 81,62) i ima nizu a vrijednost (a=0,57) od onog ekstrahiranog
klorovodi€nom (L = 78,13 i a = 3,12) pa bi zbog navedenog bio u vecoj prednosti za
primjenu u prehrambenoj industriji. ViSu a vrijednost pektina u uzorku 2 (tablica 2) moguce
je obrazloziti Cinjenicom da je tijekom ekstrakcije, provodene u istim uvjetima vremena i
temperature s obje kiseline, klorovodi¢na kao jaka anorganska kiselina koekstrahirala
fenole ili druge topive pigmente, kako u svom radu navode Nincevi¢ Grassino i suradnici
(2016). Ukupna kolorimetrijska razlika (AE) u odnosu na jabucni pektin veca je u slu¢aju
uzorka 1 (octena kiselina), dok je u odnosu na citrusni pektin ta vrijednost u slu¢aju oba

uzorka podjednaka (za octenu 15,28; za klorovodi¢nu 15,81).
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Tablica 2. Parametri boje uzoraka pektina ekstrahiranih octenom i klorovodiénom kiselinom

PARAMETRI  JABUGNI  CITRUSNI  UZORAK 1 UZORAK 2
BOJE PEKTIN PEKTIN (OCTENA)  (KLOROVODICNA)
L 70,86 80,35 81,62 £ 2,74 78,13 £ 4,41
a 6,56 3,6 0,57 + 0,38 3,12+ 0,66
b 19,33 26,21 11,29 £ 2,24 10,57 + 1,86
AL (9) / / 10,76 + 2,74 7,27 + 4,41
Aa (J) / / -5,99 + 0,38 -3,45 + 0,66
Ab (J) / / -8,04 + 2,14 -8,77 + 1,86
AE (J) / / 14,71 £ 3,21 11,91 £ 4,21
AL (C) / / 1,27 £ 2,74 2,22 + 4,41
Aa (C) / / -3,03 + 0,38 -0,49 + 0,66
Ab (C) / / 14,92 £ 2,24 15,65 + 1,86
AE (C) / / 15,28 + 2,52 15,81 + 1,22

J - vrijednosti izraCunate u odnosu na jabucni pektin, C - vrijednosti izraCunate u odnosu na citrusni

pektin

4.3. SADRZAJ GALAKTURONSKE KISELINE U UZORCIMA PEKTINA

Nepoznate vrijednosti masenih koncentracija ukupne galakturonske kiseline u izoliranim
uzorcima pektina odredene su iz regresijskog pravca (slika 6), a potom su dobivene
vrijednosti pretvorene u g galakturonske kiseline na 100 g uzorka (tablica 3).

Rezultati prikazani u tablici 3 pokazuju visoke udjele galakturonske kiseline u slu¢aju oba
uzorka, za uzorak 1 (octena kiselina) maseni udio iznosi 75,48 % te 96,10 % za uzorak 2
(klorovodi¢na kiselina). Oba uzorka zadovoljavaju kriterij prema kojemu bi sadrzaj
galakturonske kiseline trebao biti vec¢i od 65 % (FAO, 2009) za primjenu pektina kao
prehrambeng aditiva. Pektini izolirani u intezivno Kiselim uvjetima, poput ekstrakcije
klorovodicnom kiselinom, opcenito su bogati galakturonskom kiselinom $to je posljedica
hidrolize neutralnih SecCera prisutnih u ramnogalakturnoskim dijelovima pektina. Veze
izmedu galakturonskih jedinica stabilnije su i otpornije na kiselinsku hidrolizu u odnosu na
veze izmedu ramnoze i galakturonske kiseline i na veze izmedu neutralnih Seéera (Vakilian
i sur., 2023). Yapo (2009) je istrazio utjecaj ekstraktanta na prinos i parametre kvalitete

pektina izoliranog iz marakuje te je pokazao kako pektin izoliran limunskom kiselinom
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sadrzi 64,9 %, dok onaj ekstrahiran sumpornom kiselinom 77,3 % galakturonske kiseline.
Pektin s visokim udjelima galakturonske kiseline (68,52 - 93,64 %) ekstrahiraju i Zanella i
Taranto (2015) iz suSene kore naran€e, dok rezultat vrlo sliCan ovom istraZivanju za
ekstrakciju pektina octenom kiselinom iz jabuke dobivaju Luo i suradnici (2019) u iznosu
od 75,90 %.

Tablica 3. Maseni udio galakturonske kiseline u uzorcima pektina dobivenim ekstrakcijom

octenom i klorovodiénom kiselinom.

A+SD w (galakturonska kiselina)/ % = SD
Uzorakl (OCTENA) 0,206 + 0,005 75,48 + 1,874
Uzorak 2
(KLOROVODléNA) 0,258 + 0,011 96,10 + 4,031

4.4. EKVIVALENTNATEZINA, SADRZAJ METOKSI SKUPINA, URONSKE KISELINE

| STUPANJ ESTERIFIKACIJE
Ekvivalentna tezina, sadrzaj metoksi skupina, uronske kiseline te stupanj esterifikacije
odredeni su kiselinsko - baznim titracijama opisanim u poglavljima 2.4.2. i 3.2.5., a sluze kao

parametri odredivanja kvalitete pektinskih uzoraka.

Tablica 4. Rezultati odredivanja parametara karakterizacije pektina.

EW/(gmol') w(MeO)/% w(AUA)/% w (DE) / %

Uzorak 1 (OCTENA) 41%66%7 T 0744£000 183+000 23,08 +0,00
Uzorak 2 468 44 +
(KLOROVODIENA) o 663+025 4806+125 78.26+088

Ekvivalentna tezina (EW) odnosi se na skupine galakturonske kiseline u pektinskim lancima
koje nisu esterificirane. Ekstrakcijom klorovodi¢nom kiselinom dobivena vrijednost
ekvivalentne teZine iznosi 468,44 g mol™ (tablica 4) i ¢ak je oko 9 puta manja nego kod
ekstrakcije octenom (4166,67 g mol™), $to dovodi do zakljucka da otapalo znacajno utjece na
rezultate. Maulani i suradnici (2024) u svom radu navode kako jaka kiselina, poput
klorovodi¢ne, dovodi do polimerizacije i elongacije pektinskih lanaca ¢ime se smanjuje udio
slobodnih kiselina. Utjecaj jake anorganske kiseline vidljiv je i u istrazivanju Kute i suradnika

OJI SU Koristenjem dusicne Kiseline postgll vrijeanost o mg mL"'. barailya I
(2019) koji su koristenjem dusicne kiseli tigli vrijednost od 381 mg mL"'. Baraiya i
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suradnici (2023) ekstrakcijom pektina iz kore naranCe deioniziranom vodom i pri sobngj
temperaturi postizu EW od 10 000 g mol™". NiZe vrijednosti dobivene su ekstrakcijom pektina
iz pomela (987 mg mol™') i jabuke (803,67 mg mol™') klorovodi¢nom kiselinom (Rahman i sur.,
2023). Visoke vrijednosti EW u uzorcima izoliranim octenom kiselinom sugeriraju da pektin
ima dobra svojstva formiranja gela zbog puno neesterificirane galakturonske kiseline koja
omogucuje visokoznost i vezanje vode (Baraiya i sur., 2023), iako je vrijednost iznad IPPA
(2002) propisanih standarda (600 - 800 mg).

Sadrzaj metoksi skupina (MeOQ) ili stupanj metilacije takoder ukazuje na sposobnost formiranja
gelova. Pektin se prema sadrzaju metoksi skupina dijeli na visoko metoksi (Meo > 7,12 %) i
nisko metoksi pektin (2,5 - 7,12 %), ¢ime se osigurava koridtenje pektina Zeljene teksture i
kvalitete u razli€¢itim proizvodima (Rahman i sur., 2023; Mamiru i Gonfa 2023). Iz rezultata
(tablica 4) je vidljivo da se oba uzorka pektina svrstavaju u nisko-metoski pektin.
Twinomuhwezi i suradnici (2023) izolacijom iz limuna, naran€e i tangerine postizu MeO u
postotku od 11,49, 14,94 te 12,02 % . U istrazivanju Ukiwe i Alinnor (2011) koriStenje organskih
kiselina (limunske, octene i oksalne) za izolaciju pektina iz ananasa rezultira sadrzajem
metoksi skupina u rasponu 2,80 - 3,89 %, dok upotrebom anorganskih varira u rasponu 2,40
- 5,60 %.

Kako je ve¢ napomenuto u poglavlju 2.4.2. sadrzaj ukupnih uronskih kiselina (AUA), kao
pokazatelja Cistoce pektina, ne bi smio biti nizi od 65 %. Iz rezultata u tablici 4 ocito je da
uzorci ne zadovoljavaju postavljene standarde (18,3% za octenu, 48,06 % za klorovodi¢nu
kiselinu).

Stupanj esterifikacije (DE) postignut u ovom istrazivanju za pektin izoliran octenom kiselinom
iznosi 23,08 % i svrstava se u nisko esterificirani pektin koji za formiranje gela zahtijeva
prisutnost dvovalentnih kationa (poglavlje 2.2.). U sluc€aju klorovodi¢ne kiseline postignut je
stupan;j esterifikacije od 78,26 %, €ime se svrstava u visoko esterificirani pektin (DE > 50 %).
Sli¢ne iznose (75,58 % - 77,56 %) dobivaju i Kamal i suradnici (2021) ekstrakcijom pektina iz
kore naranCe upotrebom klorovodi¢ne kiseline kao ekstraktanta za postizanje razli¢itih pH
vrijednosti. Azad i suradnici (2014) istrazivali su utjecaj stupnja zrelosti limuna i vrste
ekstrakcije na prinos, AUA, MeO i stupanj esterifikacije te utvrdili da se vrijednosti prethodno
navedenih parametara snizavaju starenjem ploda, dok se sadrzaj Secera povecava. Od
provedenih metoda, najvecdi prinos (13,13 %) postignut je ekstrakcijom destiliranom vodom pri
100 °C u trajanju od 1 h. Sveukupni rezultati takoder su pokazali da, s obzirom na stupan;
zrelosti, ekstrakcija pektina iz nezrelog limuna u odnosu na zreli i prezreli daje najvisi prinos,
ima visok sadrzaj metoksi skupina (10,25 %), uronskih kiselina (73,22 %) i visok stupanj
esterifikacije (79,51 %).
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5. ZAKLJUCCI
Na temelju rezultata dobivenih u ovome radu, mogu se donijeti slijedeci zakljucci:
1. Vedi prinos pektina postignut je ekstrakcijom klorovodiénom kiselinom.
2. Pektin ekstrahiran octenom svjetliji je od onog ekstrahiranog klorovodi¢énom kiselinom.
3. Oba uzorka zadovoljavaju kriterij po pitanju sadrzaja galakturonske kiseline (octena
75,48 % i 96, 10 %) za primjenu pektina kao prehrambenog aditiva.
Oba uzorka pektina svrstavaju se u nisko-metoski pektin.
5. Velike razlike u vrijednostima ekvivalentne teZine dovode do zakljuCka da otapalo
znacajno utjeCe na rezultate.
6. Uzorci ne zadovoljavaju postavljene standarde za sadrzaj ukupnih uronskih kiselina.
Pektin ekstrahiran octenom kiselinom po stupnju esterifikacije (23,08 %) svrstava se u
nisko esterificirani, dok se pektin izoliran pomocu klorovodicne kiseline kategorizira

kao visoko esterificirani (78,26 %).
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