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1. UVOD

Raj¢ica (Lycopersicon esculentum) je jedna od najraSirenijih kultiviranih vocki u
mediteranskim zemljama. Znacajne koli¢ine se konzumiraju u obliku preradenih proizvoda
kao Sto su sok od rajcice, pelat, pire, ketchup, umak i salsa. Proizvodnja rajCica na svjetskoj
razini, prema podacima iz 2014. godine (FAOSTAT-FAQO, 2014) iznosila je 170 750 767
tona, a pema podacima Drzavnog zavoda za statistiku (DZS, 2015) tijekom 2015. godine u
Republici Hrvatskoj proizvedeno je priblizno 42 186 tona rajcCice.

Tijekom postupka industrijske prerade raj¢ice dolazi do nakupljanja znacajnih koli¢ina
otpadnih proizvoda, sastavljenih uglavnom od kore, sjemenki i male koli¢ine pulpe. Jedan dio
nastalih nusproizvoda uglavnom se upotrebljava kao dodatak sto¢noj hrani, dok drugi,
neiskoristeni dio ostaje nezbrinut i kao takav predstavlja problem za okoli§ (prikupljanje,
odlaganje i prerada). Biootpad nastao preradom rajéice, poznat pod nazivom komina
predstavlja najvise 4 % mase ploda, a njen sastav (Del Valle i sur., 2006) izrazen na osnovi
suhe tvari ¢ine vlakana (59,03 %), ukupni Seceri (25,73 %), proteini (19,27 %), pektin (7,55
%), ukupna mast (5,85 %) i minerali (3,92 %).

Unato¢ c¢injenici da komina raj€ice predstavlja znacajan izvor visoko vrijednih
funkcionalnih spojeva, njena upotreba kao jeftinog bioorganskog materijala pri izolaciji
biospojeva jo§ uvijek nije dovoljno iskoristena. Nincevi¢ Grassino 1 sur. (2016a) su pokazali
kako se kora raj¢ice moze koristiti kao znacajan izvor izolacije pektina, a potom i njegove
implementacije kao prirodnog inhibitora kositra.

Pektini su polisaharidi koji se Siroko koriste u prehrambenoj industriji kao sredstvo za
geliranje, zguSnjavanje 1 stabilizaciju. Primjena pektina u prehrambenoj industriji je razlicita i
bogata, koristi se u raznim vo¢nim, mlijecnim i pekarskim proizvodima, slatkiSima, razli¢itim
pi¢ima, te raznim namazima. Pektin se sve viSe Koristi i u farmaceutskoj industriji (Brejnholt,
2010) te u proizvodnji raznolikih specijalnih proizvoda, ukljucujucéi jestive i biorazgradive
filmove, ljepila, pjene, plastifikatore, modifikatore povrSine za medicinske proizvode te
materijale za biomedicinsku implantaciju (Mohnen, 2008).

Povijesno gledano, kora jabuke je bila glavni izvor komercijalne proizvodnje pektina,
ali posljednjih godina i kora citrusa dobiva zna¢ajno mjesto u njegovoj proizvodnji (Brejnholt,
2010). Obje sirovine ¢ine biootpad nastao pri industrijskoj proizvodnji soka. Osim navedenih
izvora 1 neki drugi bioorganski materijali upotrijebljeni su za ekstrakciju pektina, kao §to je

komina breskve (Paga'n i Ibarz, 1999), ljuska kakaa (Vriesmann i sur., 2012), komina grozda



(Minjares-Fuentes i sur., 2014), kora lubenice (Petkowicz i sur., 2016), kora banane (Oliveira
i sur., 2016). Takoder, koriStene su i razliite vrste egzoticnog voca poput marakuje (Yapo i
Koffi, 2006), manga (Koubala, i sur., 2008), papaje (Koubala, i sur., 2014) i opuncije (Lira-
Ortiz i sur., 2014).

Medutim, industrijska proizvodnja ovog prehrambenog aditiva i dalje je isklju€ivo ograni¢ena
na ekstrakciju iz kore citrusa i tropa jabuke. U cilju dobivanja maksimalnog prinosa kao i
kvalitete pektina, razvijen je veliki broj ekstrakcijskih metoda. NajSiru primjenu imaju
konvencionalne metode (ekstrakcija refluksiranjem ili Soxhlet ekstrakcija), ¢iji je glavni
nedostatak dugotrajnost ekstrakcijskog procesa, toplinska degradacija uzrokovana
poveéanjem temperature kao i neekonomicénost uslijed koriStenja velikih volumena
ekstrakcijskog sredstva. Stoga, da bi se izbjegli nedostaci konvencionalnih postupaka izolacije
pektina, druge, inovativne tehnike, poput ekstrakcije potpomognute mikrovalovima,
ultrazvukom i visokim hidrostatskim tlakom, zasigurno pruzaju velike i efikasne mogucénosti
(Minjares-Fuentesa, i sur., 2014; Chen, i sur., 2015; Prakash i sur., 2015).

Dakle, osnovni cilj ovog istrazivanja bio je:

e upotrijebiti koru raj¢ice i njene frakcije dobivene postupkom prosijavanja pri izolaciji
pektina,

e primjeniti nekonvencionalnu, utrazvukom potpomognutu ekstrakciju, umjesto
konvencionalne metode refluksiranja, u cilju skrac¢ivanja vremena ekstrakcije te
dobivanja veceg prinosa i bolje kvalitete pektinskog izolata i

e primjeniti analiticku spektrofotometrijsku metodu u ultraljubi¢astom (UV) i vidljivom
(Vis) dijelu elektromagnetskog zracenja pri odredivanju sadrzaja galakturonske
kiseline, ukupnih Secéera i polifenola u dobivenim izolatima pektina, u cilju procjene
njegove kvalitete.

Konaéno, ovim istrazivanjem bi se utvrdilo ¢ine li kora raj¢ice i njene prosijane frakcije
potencijalne izvore izolacije pektina i njegove daljnje implementacije u razli¢ite prehrambene
svrhe. Time bi se znatno doprinijelo razvoju ideja o potencijalnim moguénostima recikliranja

biootpada u skladu s novim trendovima razvoja cirkularne ekonomije.



2. TEORIJSKI DIO

2.1. STRUKTURA PEKTINA

Pektini su prvenstveno polimeri D-galakturonske kiseline (homopolimer [1-> 4] a-D-

galaktopiranoziluronske kiseline s razli¢itim stupnjevima metilesterificiranih karboksilnih
skupina) i ramnogalakturonana (heteropolimer ponavljanja [1-> 2] a-L-ramnozil- [1-L] a-D-
galaktoziluronske kiseline disaharidnih jedinica), $to ga ¢ini a-D-galakturonanom (Lau i sur.,
1985). D-galakturonska kiselina (Slika 1) je uvijek glavna Se¢erna komponenta pektina (~65
%), koja moze biti djelomi¢no metil ili acetil esterificirana na C-6, odnosno O-2 i/ili O-3
polozaju, pri ¢emu stupanj esterifikacije ima znaCajan utjecaj na funkcionalna svojstva
pektina. Osim D-galakturonske kiseline, ponekad mogu biti prisutne i razli¢ite koli¢ine D-
galaktoze, L-arabinoze, L-ramnoze te tragovi drugih Secera, $to ovisi o sirovini kao i uvjetima
koristenim pri izolaciji pektina.
Dakle, pektini su blok kopolimeri (Caffall i Mohnen, 2009), tj. razgranati blokovi koji sadrze
glavni galakturonanski lanac prekinut i savijen Cestim jedinicama ramnoze. U razgranatom
bloku molekule (Slika 2) na ramnozu su [1 -> 4] vezom pri¢vr$¢eni arabinanski i galaktanski
lanci. Osim L-ramnoze, D-galaktopiranoze i L-arabinofuranoze, u bo¢nim lancima pektina
pojavljuju se i drugi neutralni Seceri poput, D-ksilopiranoze, D-glukopiranoze i L-
fukopiranoze, dok se D-apioza, 2-0-metil-D-ksiloza i 2-0-metil-fukoza pojavljuju vrlo rijetko
(Caffal i Mohnen, 2009). Udio neutralnih Secera iznosi 10 do 15 % s obzirom na ukupnu
pektinsku masu (Thibault i Rinaudo, 1986). Duljina lanca neutralnih Secera u rijetkoj regiji
(engl. smooth region) moze biti 9 do 10 ostataka, dok u gustoj (engl. hairy region) 8 do 20 (de
Vries i sur. 1982; Selvendran, 1985).

Slika 1. Prikaz D-galakturonske kiseline kao osnovne strukturne jedinice pektina (Mohnen,
2008).
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Slika 2. Prikaz strukture pektina (Harholt i sur., 2010).

2.2. PROIZVODNJA PEKTINA

Proces komercijalne proizvodnje pektina zapo€inje ekstrakcijom kore citrusa ili
komine jabuke. U cilju postizanja odrzive i kontinuirane proizvodnje pektina, potrebno je
raspolagati dovoljnim koli¢inama sirovine, dobre kvalitete. U mokrom stanju, sirovina moze
biti sklona gljivicama i razvoju pektinskih enzima, poput pektin metilesteraze,
poligalakturonaze, pektin liaze i pektat liaze. Kora citrusa sadrzi znacajne koli¢ine nativne
pektin metilesteraze, pa se ne preporucuje skladistenje mokre sirovine vise od nekoliko sati.
Radi sprije€avanja kontaminacije svjezu sirovinu potrebno je odmah ekstrahirati ili osusiti te
skladistiti nekoliko mjeseci. AKO je sirovina, pogotovo kora citrusa koja sadrzi mnogo
limunske kiseline dobro oprana, a potom i osusena u uvjetima prikladnim za inaktiviranje
enzima i uniStavanja plijesni, bez degradacije pektina, moze se dobiti vrlo kvalitetan proizvod.
Budu¢i da kora citrusa ili komina jabuke nisu dostupni tijekom cijele godine, industrijska
proizvodnja pektina se mora provesti osusenom sirovinom ili zatvoriti proizvodnju van sezone
svjezih plodova.

Nakon prethodne obrade sirovine (susenje i skladiStenje) proces komercijalne proizvodnje

pektina odvija se u nekoliko faza:



ekstrakcija kore citrusa ili komine jabuke s nekom od vrucih razrijedenih otopina
anorganskih kiselina (klorovodi¢na, nitratna i sumporna), pri ¢emu dolazi do
oslobadanja pektina iz stanicne stijenke uslijed kemijskog djelovanja uzrokovanog
niskim pH vrijednostima (1,4 do 2,6) i visokim temperaturama (80 do 100 °C)
(Schemin i sur., 2005).

Budu¢i da prinos pektina ovisi o postavljenim uvjetima ekstrakcije, ovaj proces
mozemo smatrati najvaznijom dijelom u dobivanju kvalitetnog pektinskog izolata. U
cilju postizanja s§to veéeg prinosa, ali i kvalitete pektina dokazano je kako se
ekstrakcija ovog polisaharida moze odvijati variranjem temperature i vremena
ekstrakcije, ekstrakcijskog sredstva, materijala za ekstrakciju kao i metode ekstrakcije.
Tako primjerice umjesto uobicajne klorovodicne kiseline za ekstrakciju pektina iz
kore jabuke moze se upotrijebiti i limunska kiselina koja djeluje ucinkovitije od
klorovodi¢ne (Virk i Sogi; 2004; Schemin i sur. 2005). Osim kore limuna i komine
jabuke, pri ekstrakciji pektina koriStene su i neke druge sirovine poput breskve, gdje je
maksimalni prinos ostvaren koriste¢i 70 % dusi¢nu kiselinu, pri temperaturi od 80 °C,
pH vrijednosti 1,2 i vremenu od 60 min (Paga'n i Ibarz, 1999). Faravash i Ashtiani
(2007) utvrdili su da se maksimalni prinos pektina izoliranog iz breskve moze ostvariti
upotrebom klorovodi¢ne kiseline (pH vrijednosti od 2,8 do 3,5) uz vrijeme ekstrakcije
od 120 minuta. Rehmann i sur. (2004) ekstrahirali su pektin iz kore manga sa
sumpornom kiselinom, a maksimalni prinos dobiven je pri 80 °C, pH vrijednosti 2,5 i
vremenu ekstrakcije od 120 min. Nincevi¢ Grassino 1 sur. (2016a) pokazali su kako
porijeklo sirovine ima znacajan utjecaj na sadrzaj galakturonske kiseline, pa je iz kore
rajéice, Sarze A izolirano 52,9 %, a iz Sarze B 39,6 % galakturonske kiseline. Dodatni,
ali manje vazan izvor pektina je 1 pulpa Secerne repe. Unato€ visokom sadrZaju
pektina, dostupnosti 1 relativno niskoj cijeni, Secerna repa se ne koristi kao sirovina za
dobivanje pektina zbog slabe sposobnosti geliranja u usporedbi s pektinom iz jabuke i
citrusa, Sto se uglavnom pripisuje visokom udjelu acetilnih skupina (Renard i Thibault,
1993). Cak i ako se nedostaci, poput niskog stupnja esterifikacije i prisutnosti acetilne
skupine (blokira geliranje) prevladaju kemijskom modifikacijom, pektin iz repe ima
veci udio neutralnih Secera 1 manji galakturonske kiseline, ispod dopusStene norme, pa
njegova upotreba kao prehrambenog aditiva nije moguca (May, 1990). 1z svega
navedenog, moze se zakljuciti da bi se postigao zadovoljavajuéi prinos, ali 1 kvaliteta
pektina, potrebno je prona¢i kompromis kod postavljanja uvjeta ekstrakcije, radi
izbjegavanja de-polimerizacije i de-esterifikacije pektina.
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filtriranje kao druga faza u proizvodnji pektina je potrebna kako bi se odvojio filtrat s
ekstrahiranim pektinom od preostalog netopljivog biljnog tkiva. Filtrirati se moze
pomocu filtera kao Sto su drvena celuloza ili perlit, a ucinkovita filtracija moze se
ostvariti ukoliko suspenzija biljnog materijala u ekstrakcijskom sredstvu pokazuje
relativno nisku viskoznost. Netopljivo biljno tkivo kao otpadna sirovina moze se
koristi kao sto¢na hrana (Brejnholt, 2010).

talozenje kao tre¢a proizvodna faza ukljucuje precipitaciju pektina u filtratu,
dodatkom jednog od organskih otapala (etanol, propanol i aceton) u kojima je pektin
netopiv, ali u kojem su mnoge necistoCe, preostale u ekstraktu topljive (Brejnholt,
2010). Talozenje s etanolom vjerojatno je najstarija poznata metoda i koristi se u
komercijalnoj proizvodnji pektina. Medutim, pri postupku taloZzenja utrosak etanola je
velik, pa se alkohol mora pazljivo obnoviti (postupkom destilacije) ili njegova
upotreba nije isplativa. lako medunarodni standardi hrane (FAO/WHO, 2016)
omogucuju upotrebu etanola ili izopropanola kao organskog otapala, alternativa
taloZenju alkoholom je talozenje aluminijem (Seggiani i sur., 2009).

ispiranje pektinskog ekstrakta etanolom i/ili acetonom radi uklanjanja preostalih
topljivih tvari poput kiselina, Secera i1 polifenola (Shi i sur., 1995).

suSenje i mljevenje, pri ¢eme se dobiva svijetlo-smedi pektinski prah. Vecéina pektina
trenutno prisutnih na trZiStu se prodaje u suhom obliku dobivenom: (a) suSenjem
rasprSivanjem ili suSenjem na valjcima, (b) taloZenjem kao netopljiva sol nakon cega
slijedi ispiranje zakiseljenim alkoholom i susenje, ili (c¢) taloZzenjem s alkoholom i
suSenje. Nacin obrade ekstrakta ovisi o njegovoj konacnoj upotrebi. Najjednostavniji
postupak sastoji se od koncentriranja uparavanjem i stvaranja viskozne, obi¢no vise ili
manje smedkaste tekucine koja se stavlja na trZiSte kao tekuéi pektin. Trgovina ovog

proizvoda smanjuje se prvenstveno zbog vece potraznje visoko procis¢enih proizvoda.



2.3. KOMERCIJALNI PEKTIN I ZAKONSKE NORME

Prema Clanku 4. Pravilnika o prehrambenim aditivima (Narodne novine, 62/2010),
aditivima se ne smatraju proizvodi koji sadrzavaju pektin i dobivaju se od susene pulpe
jabuke ili kore agruma ili dunja, ili iz njihove mjesavine, djelovanjem razrijedene kiseline
koje prati djelomi¢na neutralizacija natrijevim ili kalijevim solima (teku¢i pektin). U skladu s
propisima Svjetske zdravstvene organizacije (WHO, 2016) pektin se smatra sigurnim
prehrambenim aditivom, dodijeljene oznake prihvatljive dnevne doze (engl. acceptable daily
intake - ADI) ,,nije specificirano®, $to znaci da ukupan unos pektina nema posljedica na
ljudsko zdravlje u skladu sa provedenim toksikoloskim, klinickim 1 biokemijskim testovima.
Nadalje, Americ¢ka agencija za hranu i lijekove (FDA, 2017) odobrava pektinu GRAS status
(engl. Generally Recognised as Safe), prepoznat kao siguran. Treba napomenuti da Codex
Alimentarius i americ¢ke specifikacije uklju¢uju amidirani i neamidirani pektin u jednoj klasi,
dok propisi Europske unije (EU regulation No 231/2012) pokazuju razliku medu njima. Ipak,
i amidiranom i neamidiranom pektinu dodjeljena je E440 oznaka prehrambenog aditiva.
Njihova upotreba je identi¢na, osim organske hrane, gdje je dopusteno koriStenje samo
neamidiranog pektina (IPPA, 2017).

Prema direktivi Europske unije (EU regulation No 231/2012) i medunarodnim
standardima (FAO/WHO, 2016) najmanje 65 % pektinske supstance mora biti galakturonska
kiselina kako bi se materijal klasificirao kao komercijalni pektin. Jedinice galakturonske
kiseline mogu ili ne moraju biti esterificirane s metoksil skupinom, a ovisno o stupnju
esterifikacije (veci ili manji od 50 %), pektin je klasificiran u dvije skupine: a) visoko (engl.
high metoxyl, HM > 50 %) i nisko metoksil esterificirani (engl. low metoxyl, LM < 50 %).
Takoder mogu se pripraviti i amidirani nisko esterificirani pektini, kod kojih se jedan dio
esterskih grupa zamijeni amidnim grupama. Deesterifikacija se provodi uz pomo¢ amonijaka.
Sve navedene vrste pektina karakterizira svojstvo Zzeliranja. U nekim izvorima pektina,
ukljucujuéi pulpu Secerne repe, jedinice galakturonske kiseline mogu se O-acetilirati.
Medutim, ova vrsta pektina ne pokazuje svojstvo geliranja, pa se iz tog razloga koristi kao
emulgator ili stabilizator (Renard i Thibault, 1993).

Ovisno o upotrebi, komercijalni pektin se moze mijeSati sa SeCerima, npr. sa
saharozom, kao i s odgovaraju¢im puferskim solima kako bi se kontrolirala pH vrijednost ili
dobile druge pozeljne karakteristike, poput sposobnosti geliranja ili povecanja viskoznosti.
Takoder, za upotrebu u odredenim proizvodima, komercijalni pektin moze se pomijesati i s

drugim odobrenim prehrambenim aditivima (IPPA, 2001).



2.4. PEKTINSKI GELOVI

Najvaznije svojstvo pektina je sposobnost Zeliranja, odnosno stvaranja gela. Zeliranje
pektina predstavlja proces djelomi¢nog talozenja pektina uslijed njegovog prelaska iz
topljivog sol u netopljivo gel-stanje, u kojem su molekule nepokretne i medusobno povezane
vodikovim ili ionskim vezama. Do stvaranja ovih veza dolazi uslijed promjene naboja
molekula pektina, pri ¢emu prisustvo kiselina i Se¢era svakako doprinosi njihovom nastanku.
Komercijalni HM esterificirani pektin standardizira se na klasu zeliranja koja izrazava koliko
kg Se¢era moze biti gelirano 1 kg pektina kako bi se dobio gel sa specificnim sastavom i
¢vrstocom (Brejnholt, 2010). Razli¢ite metode se koriste za mjerenje Cvrstoce gela, no
najéesca je SAG metoda (IFT Committee, 1959). Provodi se tako da se u posebnim ¢asama,
pripremljeni i o¢vrsnuti gel preokrene, a potom mu se izmjeri deformacija.

Dakle, stvaranje HM pektinskog gela predstavlja fizicku povezanost makromolekula uslijed
dodatka vode, Secera i kiseline (pH = 2,9 - 3,2). Kod proizvodnje dZzemova i Zelea bez ili s
niskim udjelom Secera, HM pektin nije u stanju tvoriti gel, tako da se koristi LM pektin, koji
ne zahtijeva dodatak Secera. Uspostavljanje LM pektinskog gela je isklju¢ivo ovisno o
koncentracij dvovalentnih kationa, najéesce kalcija u pektinskoj formuli proizvoda. Za razliku
od HM i LM pektina te amidiranog pektina, demetilirani pektin dobiven djelomi¢nom

deesterifikacijom metoksilnih skupina nema Zelirajuca svojstva.

2.5. UPOTREBA PEKTINA U PREHRAMBENOJ INDUSTRIJI

Pektin ima najvecu upotrebu u proizvodnji dzemova i zelea. Moze se dodati direktno
kao suhi prah, pomijesan sa Secerom ili kao koncentrirana vodena otopina (4 - 8 %).Vrijeme i
naéin dodavanja pektina predstavljaju vazne varijable u procesima proizvodnje dzemova i
zelea. Osim ve¢ tradicionalne upotrebe pri proizvodnji dzemova i Zelea, pektin se koristi i u
jestivim prevlakama za inhibiranje migracije lipida (Brake i Fennema, 1993), u proizvodnji
instant gelova koji se primjenjuju u mnogim pekarskim proizvodima.

HM pektin se upotrebljava pri proizvodnji aromatiziranih slatkisa, a HM i LM pektini
kod poboljsavanja kvalitete voénih proizvoda (sirup bobiCastog vocéa i jagode) koji se
podvrgavaju postupcima smrzavanja i odmrzavanja. LM pektin moze se dodavati i umacima
za rostilj, gdje utjece na njihov okus i teksturu, kao i pri izradi jestivih, prozirnih filmova, koji

sprijeCavaju gubitak hranjvih tvari 1 okusa tijekom skladiStenja.



Pektin ima primjenu i u industriji pica, osobito pri stabilizaciji bezalkoholnih pica.
Takoder, moze se koristiti 1 pri stabilizaciji emulzija eteri¢nih ulja. Trenutno, najveci trend
primjene pektina je u napicima od soje, kao i kiselim i fermentiranim mlije¢nim napicima

(izbjegavanje agregacije mlije¢nih bjelan¢evina i naknadne separacije sirutke).

2.6. UPOTREBA PEKTINA UFARMACEUTSKOJ INDUSTRIJI

Poznato je kako pektin utje¢e na smanjenje razine kolesterola u krvi, pa njegov unos
od najmanje 6 g/dan ima pozitivan u¢inak na smanjenje koncentracije kolesterola (Brouns i
sur., 2012).

Pektin djeluje kao prirodna profilakticka supstancija protiv trovanja s toksi¢nim
kationima. U¢inkovito uklanja olovo i Zivu iz gastrointestinalnog trakta i respiratornih organa
(Guilherme i sur., 2010). Kada se injektira intravenozno, pektin skracuje vrijeme koagulacije
krvi §to je korisno u kontroli krvarenja (Srivastava i Malviya, 2011). Pektin smanjuje brzinu
probave imobilizacijom sastojaka hrane u crijevima, §to rezultira manjom apsorpcijom hrane.
Ove osobine pektina se koriste u lijeCenju poremecaja povezanih s prejedanjem (Tucker i
Thomas, 2009).

Pektinski hidrogelovi koriste se kao vezujuca sredstva u izradi razli¢itih vrsta tableta, a
kao nosa¢ aktivne tvari upotrebljava se u pripravi ljekova za lijecenje bolesti probavnog
sustava, poput ulceroznog kolitisa, Crohnove bolesti, karcinoma debelog crijeva (Ashford,
1993; Malviya i sur., 2010).

2.7. OSTALA UPOTREBA PEKTINA

Filmovi od prirodnih proizvoda, pa tako i pektina sve su zanimljiviji jer su
biorazgradivi, imaju mogucnost recikliranja i Cak se mogu koristiti u nekim in vivo
farmaceutskim primjenama (Coffin i Fishman, 1993). Pektin se moze koristi i u izradi
biorazgradivih slamki za pice te za pripravu membrana za ultracentrifugiranje i elektrodijalizu
(Thakur i sur., 1997).



2.8.

ULTRAZVUKOM POTPOMOGNUTA EKSTRAKCIJA PEKTINA

Konvencionalne metode ekstrakcije, poput refluksiranja ili Soxhlet ekstrakcije mogu

uzrokovati degradaciju Zeljenih komponenti zbog visokih temperatura i dugog vremena

trajanja. 1z tog razloga upotreba nekonvencionalnih ekstrakcijskih tehnika, poput ekstrakcije

ultrazvukom sve viSe raste, a njene osnovne karakteristike, a ujedno i prednosti u odnosu na

konvencionalne tehnike su: visoka reproducibilnost u vrlo kratkom vremenu ekstrakcije,

jednostavnije rukovanje, nize temperature i manja potro$nja otapala (Caili i sur., 2006;

Chemat i sur., 2008). Navedene karakteristike svakako doprinose sve vecoj primjeni

ultrazvucne ekstrakcije u prehrambenoj industriji, znanosti i tehnologiji, uopce. S obzirom na

primjenu ultrazvuéna ekstrakcija moze se podijeliti u dva glavna polja:

ultrazvuk niskog intenziteta: pri frekvencijama, obi¢no od 2 do 20 MHz postizu se
niski intenziteti, a kreéu se u rasponu od 100 mWem? do 1 Wem? (Leadley i
Williams, 2006). Pri ovim uvjetima ne dolazi do fizickih oSte¢enja materijala, kao ni
do kemijskih promjena ispitivanog sustava.

ultrazvuk visokog intenziteta: prostire se u frekvencijskom rasponu od 20 do 100
kHz uz proSireno podruc¢je do 2 MHz, ovisno o procesnim parametrima (Brn¢i¢ i sur.,
2009). Ultrazvuk visokog intenziteta, u rasponu od 1 do 1000 Wem' stvara dovoljno
energije da moze uzrokovati razdvajanje intermolekularnih veza. Prolaskom
ultrazvuénog vala kroz medij dolazi do nastanka longitudinalnih valova, $to dovodi do
stvaranja podrucja promjenjivih kompresija i ekspanzija tlaka (Sala i sur., 1995, Povey
i Mason, 1998). Dolazi do formiranja milijuna mikroskopskih mjehuri¢a (Supljina),
koji se prosiruju pod utjecajem negativnog tlaka, a potom naglo implodiraju pod
utjecajem pozitivnog tlaka (Patist i Bates, 2008). Kada energija ultrazvuka nije
dovoljna za zadrzavane plinske faze, u mjehuricu dolazi do brze kondenzacije.
Kondenzirane molekule sudaraju se velikom brzinom, stvaraju¢i Sok valove. Takvi
Sok valovi uzrokuju podrucja vrlo visoke temperature i tlaka, koji dosezu do 5500 K 1
100 MPa (Brn¢i¢ i sur., 2009; Bosiljkov i sur., 2011). Ultrazvuéni intenziteti iznad 1
Wem? dovode do stabilnih kavitacija, §to je glavni uzrok nastajanja fizikalnih i
kemijskih promjena u materijalima koji su podvrgnuti ultrazvuc¢nom tretmanu. U
frekvencijskom podru¢ju od 20 do 40 kHz ultrazvuk visokog intenziteta ima
najucinkovitije djelovanje te se iz navedenog razloga vecina istrazivanja temelji na

primjeni tog frekvencijskog podrucja (Patist 1 Bates, 2008).
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Tijekom obrade materijala ultrazvukom, kavitacija uzrokuju bubrenje stanica, te probijanje
stani¢nih stijenki, $to pridonosi lak§em prodiranju otapala u stanice materijala (veca brzina
difuzije otapala) i u¢inkovitijeg otpustanje Zeljenih sastojaka kroz stani¢nu stijenku (Vinatoru,
2001; Brn¢i¢ i sur, 2009).

U cilju postizanja Sto vece efikasnosti ekstrakcije i odvajanja zeljenog analita, nuzno je
poznavati mehanizam i kinetiku procesa ekstrakcije. Pored otapala, temperature i tlaka
potrebno je voditi racuna i o vremenu obrade uzorka kao i o snazi ultrazvuka kako ne bi doslo
do razgradnje kemijskih sastojaka u ekstrahiranom materijalu. Takoder i sam nacin
provodenja ekstrakcije bilo ultrazvu¢nom kupelji ili sa sondom, direktno uronjenom u uzorak
s otapalom moze utjecati na veci/ili manji prinos Zeljenog analita.

Ultrazvu¢ne kupelji su uredaji kod kojih je pretvara¢ vezan na dno spremnika, te
uglavnom rade pri frekvenciji od 40 kHz. Kako bi se omogucéilo podesavanje temperature,
mogu biti izvedene sa izolacijom i hladilom, ili sa kontroliranim grijanjem (Mason, 1998).
Ultrazvu¢ne sonde su uredaji gdje je jedan ili viSe metalnih klinova vezano na pretvarac, na
¢ijoj frekvenciji 1 rezoniraju, pa time i osiguravaju intenzitet visoke snage. Ukoliko je
potrebno povecati unos ultrazvuéne energije, moguce je serijski povezati sonde ili upotrijebiti

tzv. visestruke klinove, nazvane ,,podizaci* (Keil i Swamy, 1999).

2.9. ANALITICKE METODE ODREPIVANJA PEKTINA

Pektin u Cistom obliku lako se identificira na temelju svojih fizi€kih svojstava i
reaktivnosti prema specificnim reagensima. Medutim, u smjesi s drugim gumama ili u hrani,
posebni testovi ili postupci odjeljivanja su obi¢no potrebni kako bi se smanjile smetnje drugih
sastojaka. Karakteristike otapanja, izgled otopine i izgled precipitata dobivenog nakon
dodavanja alkohola korisni su preliminarni testovi za identifikaciju pektina, odnosno
kvalitativnhu analizu. Pektinska kiselina i kalcijev pektat su netopljivi u vodi, dok se
monovalentne soli pektina i pektinske kiseline otapaju zagrijavanjem te se dobije bistra
otopina iz koje se dodavanjem alkohola izdvaja ljepljivi bijeli talog.

I pektin 1 njegovi hidrolizati reagiraju na specifi¢an nacin s bazicnom otopinom olova acetata,
dajuéi crveno obojani talog, a reakcija zasnovana na prisutnosti D-galakturonske kiseline u
hidrolizatu koristi se kao specificni test za pektinske tvari.

Pored identifikacijskih testova, analiza galakturonske kiseline kao i ukupnih uronskih

kiselina (AUA) odreduje se primjenom razli¢itih kvantitativnih analitickih metoda (Slika 3.).
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Sadrzaj ukupnih uronskih kiselina 1 metoksil estera u pektinu obicno se odreduje
volumetrijskom, kiselinsko - baznom titracijom (Ranganna, 1995). Budu¢i da ova metoda
omogucuje istovremeno odredivanje sadrzaja metoksila (MeO), uronskih kiselina (AUA) i
stupnja esterifikacije (DE) jo§ uvijek se koristi pri kvantifikaciji pektina tijekom njegove
komercijalne proizvodnje. Zbog jednostavne, jeftine i brze provedbe koristili su je razli¢iti
autori pri odredivanju pektina izoliranog iz kakaa (Mollea i sur., 2008), jabuke (Kumar i
Chauhan, 2010; Min, i sur., 2011), papaje (Koubala i sur., 2014.), manga (Kauser i sur.,
2015), suncokreta (Kang i sur., 2015) 1 kore raj¢ice (Nincevi¢ Grassino i sur., 2016a; Nincevic¢
Grassino 1 sur., 2016b). Iako jednostavna, ova analiticka metoda zahtijeva proc¢iS¢avanje
pektinskog izolata alkoholom, kako bi se uklonile prisutne necistoce i interferenti koji smetaju
tocnom odredivanju MeO, AUA i DE sadrzaja. Takoder, ovom analitickom metodom ne
moze se izbjeéi problem razlikovanja D-galakturonske kiseline od ostalih uronskih kiselina.

Osim titrimetrijske metode, za kvantifikaciju uronskih kiselina u pektinu primjenjuje
se i spektrofotometrijska metoda, u ultraljubi¢astom i vidljivom podruc¢ju elektromagnetskog
zracenja. Kod ove metode uzorak pektina potrebno je podvrgnuti hidrolizi, uslijed ¢ega dolazi
do oslobadanja galakturonske kiseline, ali i drugih jednostavnih Secera, poput heksoza i
pentoza. Uslijed dodatka kromogenih reagenasa, dolazi do stvaranja obojenih kompleksa, a
njihov intenzitet ovisi 1 proporcionalan je koli¢ini uronskih kiselina u pektinu.

S obzirom na upotrebljeni kromogeni reagens razlikuju se sljede¢e kolorimetrijske
metode odredivanja pektina: karbazol (McComb i McCready, 1952), m-hidroksidifenil
(Blumenkrantz i Asboe-Hansen, 1973), 3,5-dimetilfenol ili ksilenol (Scott, 1979; Walter i
sur., 1993), sulfamat-m-hidroksidifenil (Filisetti-Cozzi i Carpita, 1991), bakar-Folin-
Ciocalteau (Antron i Barrett, 2008) i tioglikolna kiselina (Yapo, 2011). I kod ove analiticke
metode radi se o odredivanju ukupnih uronskih kiselina u uzorku, a u razli¢itim znanstvenim
radovima moze se na¢i udio anhidrogalakturonske Kiseline, anhidrogalakturonata,
anhidrouronske kiseline, galakturonske kiseline, ukupne galakturonske kiseline i galakturona
(Garna i sur., 2006; Kulkarni i Vijayanand, 2010; Min i sur., 2011; Georgiev i sur., 2012;
Kang i sur., 2015; Hosseini i sur., 2016; Miiller-Maatsch i sur., 2016).

Pored navedenih, razvijene su i druge analiticke metode kako bi se odredila Cista
galakturonska kiselina kao i eventualno prisutni neutralni Seceri u pektinima izoliranih iz
razlicitih biljnih materijala. Tako primjerice visokodjelotvoru kromatografiju s anionskom
izmjenom uz pulsirajué¢i amperometrijski detektor (HPAEC-PAD) koriste Garna i suradnici
(2006), te Geerekens i suradnici (2015), a plinsku kromatografiju (GC) s plameno -

ionizacijskim detektorom (FID) i GC s masenom spektrometrijom (MS) koriste Garna i
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suradnici (2007), Koubala i suradnici (2014), Christiaens i suradnici (2015) i Miiller-Maatsch
I suradnici (2016) pri identifikaciji i odredivanju neutralnih Secera.
Medu kromatografskim tehnikama koristena je 1 visokodjelotvorna kromatografija
isklju¢enjem na osnovi veli¢ine ¢estica (HPSEC) za odredivanje molekularne tezine pektina i
raspodjele molekulske mase (Min i sur., 2011; Georgiev i sur., 2012; Koubala i sur., 2014;
Kang i sur., 2015; Geerekens i sur., 2015; Kaya i sur., 2014; Christiaens i sur., 2015).
Spektralne tehnike, poput infracrvene spektroskopije s Fourier-ovom transformacijom
(FTIR) i nuklearne magnetske rezonancije (NMR) koristene su pri karakterizaciji pektinske
strukture (Kurita i sur., 2008; Kumar i sur., 2010; Min i sur., 2011; Gopi i sur., 2014; Hosseini
isur., 2016, Nincevi¢ Grassino i sur., 2016a; Ninc¢evi¢ Grassino i sur., 2016b; Miiller-Maatsch
i sur., 2016).

O Kiselinsko-bazna titracija
Q UV/Vis spektrofotometrija

Visokodjelotvorna tekuéinska kromatografija
s anionskom ionskom izmjenom i pulsiraju¢im anionskim detektorom (HPAEC-PAD)
isklju¢enjem na osnovi veli¢ine cestica (HPSEC)

Q Plinska kromatografija

s plameno - ionizacijskim detektorom (GC/FID)
s maseno - spektrometrijskim detektorom (GC/MS)

Spektroskopija
infracrvena spektroskopija s Furier-ovom transformacijom (FTIR)
nuklearna magnetska rezonancija (NMR)

Slika 3. Prikaz kvantitativnih analitickih metoda koristenih pri odredivanju sastojaka pektina.
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2.10. MJERE CENTRALNE TENDENCIJE

Postoji veliki broj prosjec¢nih ili srednjih veli¢ina kojima mogu biti opisane raspodjele
veli¢ine Cestica. Za danu raspodjelu tri su najvaznije mjere centralne tendencije: mod, medijan
i aritmeti¢ka sredina. Svrha odredivanja centralne tendencije je prikazati sastav Cestica
jednom brojkom i moze posluziti kao koristan vodi¢ u kontroli odredenih procesa. Mod je
veli¢ina koja se najceSce pojavljuje i odgovara piku na krivulji frekvencijske raspodjele
Cestica (monomodalna, Slika 4a). Neke raspodjele mogu imati vise od jednog pika te se
nazivaju multimodalne distribucije, poput bimodalne (Slika 4b), a pokazuju da promatrani

uzorak mozda 1 nije u potpunosti homogen.

fix)

Slika 4. Monomodalna (a) i bimodalna (b) distribucija (Svarovsky, 2000).

Medijan je 50 % - tna veli¢ina od koje je 50 % cestica veée i 50 % Cestica manje [d
(0,5)]. Medijan dijeli povrsinu ispod frekvencijske krivulje na dvije polovice i najlakse se
odreduje kumulativno, iz postotne krivulje, odnosno mjesta koje odgovara iznosu od 50 %.
Aritmeticka sredina je veli¢ina do koje se dolazi racunskim putem na bazi vrijednosti svakog
elementa: [d (0,1)] - 10 % Cestica je manje od navedene vrijednosti; [d (0,9)] - 90 % Cestica je
manje od navedene vrijednosti (Slika 5) (Svarovsky, 2000).

Rezultati mjerenja raspodjele veli¢ine Cestica aproksimiraju se velikim brojem
analitickih funkcija. Bilo koja funkcija predloZena za opis raspodjele, treba biti primjerena
rezultatima mjerenja, te mora postojati slaganje izmedu svojstva stvarne raspodjele veli¢ina

Cestice 1 matematickih svojstava funkcije (Svarovsky, 2000).
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Slika 5. Mod, medijan, srednja vrijednost raspodjele veli¢ine Cestica (Bosiljkov, 2011).

15



3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. MATERIJAL

U ovom istrazivanju je koriStena osusena kora rajcice prikupljena u podrucju Agro
Nocerina (Angri, Salerno), talijanske regije Campania (Italija). Uzorci biootpada (komina)
rajéice su sadrzavali koru, sjemenke i grube necistoce, poput suhih dijelova biljke. Nakon
uklanjanja necisto¢a uzorci su samljeveni pomocu sjeckalice za hranu, a potom su jo§ jednom

fino usitnjeni koristenjem elektricnog mlinca za kavu.

Slika 6 . Osusena kora rajéice.

3.2. KEMIKALIJE

e Aceton (Gram-mol, Zagreb, Hrvatska)

e Etanol (Gram-mol, Zagreb, Hrvatska)

e Fenol (Acros organics, Geel, Belgija)

e Folin Ciocalteu reagens (Kemika, Zagreb, Hrvatska)
e Glukoza monohidrat (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)

e Galna kiselina monohidrat (Sigma-Aldrich, Hong Kong, Kina)

*
Slike izvorno nastale u Laboratoriju za analitiCku kemiju i Laboratoriju za tehnoloske operacije.
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3.3.

Karbazol (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)

Jabu¢ni pektin (Sigma-Aldrich, Hong Kong, Kina)
Natrijev karbonat, bezvodni (Kemika, Zagreb, Hrvatska)
Natrijev hidroksid (T.T.T., Sveta Nedjelja, Hrvatska)
Nitratna kiselina (Kemika, Zagreb, Hrvatska)

Sumporna kiselina (Kefo, Zagreb, Hrvatska)

OTOPINE | NJIHOVA PRIPREMA

U postupku ekstrakcije kore raj¢ice i njenih prosijanih frakcija pomocu ultrazvuéne

kupelji koristena je nitratna kiselina (c = 0,1 M).

Pri odredivanju sadrzaja galakturonske kiseline, ukupnih Secera i ukupnih fenola u

uzorcima pektina koristene su slijedece otopine:

natrijeva hidroksida (c = 0,05 M)

4 g NaOH otopljeno je u destiliranoj vodi, u odmjernoj tikvici od 2000 mL.

karbazola (0,1 %, w/v)

0,1 g karbazola otopljeno je u 96 %-tnom etanolu, u odmjernoj tikvici od 100 ml.
fenola (5 %, w/v)

5 g fenola otopljeno je u destiliranoj vodi, u odmjernoj tikvici od 100 mL.
Folin-Ciocalteu reagensa (c = 0,2 M)

U odmjernu tikvicu od 25 mL otpipetirano je 2,5 mL 2 M Folin-Ciocalteu (FC)
reagensa i do oznake nadopunjeno destiliranom vodom.

bezvodnog natrijeva karbonata, (20 %, w/v)

200 g Na,COs otopljeno je u 800 mL kljucale destilirane vode i nakon hladenja otopina
je prebacena u odmjernu tikvicu od 1000 mL, te je dodano nekoliko kristalica Na,COs.

Otopina je nakon 24 h profiltrirana.
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3.4.

APARATURA | PRIBOR

3.4.1. Aparatura

Aparatura za prosijavanje (Fritsch Analysette 3 PRO, Markt Einersheim, Njemacka)
Analiticka vaga (JOBST, Samobor, Hrvatska)

Kolorimetar CM-3500d (Konica Minolta Sensing, Inc. Osaka, Japan)

Malvern uredaj - Malvern MASTERSIZER 2000 (Worcestershire, UK)
Ultrazvuéna vodena kupelj (ElImasonic, P300H, Elma, Njemacka)

UV/Vis Spektrofotometar (Perkin EImer, Lambada 1, Massachusetts, SAD)

3.4.2. Pribor

3.5.

analizatorom (Malvern Masterseizer 2000, UK). Odredivanje promjera Cestica zasniva se na
principu difrakcije laserske zrake kroz ¢eliju pod kutem od 0,02 - 140°. Kroz radnu ¢eliju
uredaja propusta se uzorak, aodredivanje veliine Cestica suhe kore rajéice temeljilo se na

nedestruktivnoj analizi u rasponu od 0,02 - 2000 um bez posebnog podesavanja optickog

Erlenmayerova tikvica od 1000 mL

Odmjerne tikvice volumena 25, 50 i 100 mL

Pipete volumena 1, 2, 5, 10, 20 i 25 mL

Staklene ¢ase volumena 100, 150, 250, 500, 1000 mL
Staklene epruvete

Staklene kivete

Sita za prosijavanje promjera (d): 1,12; 0,9; 0,71; 0,5; 0,35 um
SusSionik (Instrumentaria, Zagreb, Hrvatska)

Tehnicka vaga (Mikrotehna, Zagreb, Hrvatska)

ODREDIVANJE RASPODJELE VELICINE CESTICA KORE RAJCICE

Osusenoj i1 usitnjenoj kori rajcice odredena je raspodjela veli¢ina Cestica laserskim

sustava (Bosiljkov, 2011).
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3.6. PRIPREMA UZORKA ZA EKSTRAKCIJU

Nakon odredivanja promjera veli¢ine Cestica, osuSena i usitnjena kora rajcice
podvrgnuta je postupku prosijavanja odabirom sita razli¢itih promjera otvora:1,12; 0,9; 0,71,
0,51 0,35 um. Prosijavanje je trajalo 10 min, pri amplitudi od 2 mm i intervalu od 3 sekunde.
Nakon zavrSenog prosijavanja najveca ucestalost Cestica kore rajéice zaostala je na sitima

promjera otvora 1,12; 0,711 0,35 um ¢ije su frakcije upotrebljene u nastavku istrazivanja.

3.7. EKSTRAKCIJA PEKTINA POMOCU ULTRAZVUCNE KUPELJI

Ekstrakcija pektina (Slika 7) ultrazvuénom kupelji je provedena na uzorcima kore
raj¢ice (TP) i njenim frakcijama zaostalim na sitima promjera otvora 1,12; 0,71 i 0,35 (TP -
1,12, TP - 0,711 TP - 0,35). U tu svrhu odvagano je 10 g uzorka u staklenu ¢asu (800 mL), a
potom je dodano 300 mL 0,1 M nitratne kiseline. Ca$a sa uzorcima i nitratnom kiselinom kao
ekstrakcijskim sredstvom stavljena je u ultrazvu¢nu kupelj nakon postavljanja slijedecih
ekstrakcijskih parametara:

e nepromijenjene varijable: temperatura 80 °C, frekvencija 37 kHz i snaga 100 %

e promjenjive varijable: vrijeme 15, 30 i 45 min
Nakon zavrSetka ekstrakcije ¢asa S smjesom uzorak/ekstrakcijsko sredstvo je izvadena iz
ultrazvuéne kupelji, ostavljenja da se ohladi na sobnoj temperaturi, a potom i u hladnoj
vodenoj kupelji.

Po zavrSetku hladenja uzorci su ruc¢no stijeSnjeni koristenjem najlonske tkanine, jos
jednom procijedeni kako bi se uklonili evantualno zaostali dijelovi kore 1 potom filtrirani kroz
obic¢ni filter papir. Tako priredeni uzorci ostavljeni su u hladnjak na +4 °C 24 h, kako bi se
postiglo taloZenje onih sastojaka koji bi mogi utjecati na ¢isto¢u pektinskog ekstrakta. Nakon
24 h stajanja, uzorci su jo§ jednom profiltrirani u Erlemayerovu tikvicu od 1 L 1 potom
podvrgnuti postupku talozenja (precipitacije).

TaloZenje pektina provedeno je upotrebom 96 % etanola, pri ¢emu je volumni omjer
ekstrahiranog uzorka i alkohola iznosio 1:3. Erlenmayerova tikvica sa filtratom uzorka i
etanolom stavljena je na mjesalicu 3 h kako bi doslo do postepene koagulacije pektina. Nakon
tog vremena precipitirani pektin sa etanolom stavljen je u hladnjak 24 h, ¢ime je nakon
stajanja taloga u mati¢noj otopini provedena filtracija upotrebom obi¢nog filter papira, a zatim
je koagulirani pektin kvantitativno prenesen na filter papir dodatkom malih volumena 96 %

etanola.
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Ekstrakt pektina zaostao na filter papiru je ispran s 70 % etanolom, a zatim i s
acetonom. Tako vlazan ekstrakt prebacen je u porculanske posudice te osusen U vakuum
susnici na 40 °C.

Osuseni pektin je usitnjen u tarioniku, izvagan, a zatim je izracunat prinos pektina (7)

s obzirom na odvagu uzorka kore rajéice, odnosno njenih prosijanih frakcija:

m (pektin)

1 (%) = 100 [1]

m (Kora raj€ice)
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1) Ekstrakcija kore rajéice (TP) 11,12, 0,71 0,35 frakcija (10 g)

|

Ekstrakcija 0,1 M nitratnom kiselinom u vremenu od 15, 30 i 45 min

a. Filtracija upotrebom najlonske tkanine | e—- Filtrat 1

|

b. Filtracija upotrebom obicnog filter papira

|

Stajanje filtrata u hladnjaku 24 h € Filtrat 2
c. Filtracija upotrebom obic¢nog filter papira — Filtrat 3
2) Precipitacija i proc¢iS¢avanje pektina
Filtrat 3

Precipitacija pektina dodatkom etanola (96 %)
Filtracija upotrebom filter papira - crna vrpca

Pranje precipitata etanolom (70 % i 96 %) i acetonom

Pektin
Vakum susenje (40 °C) TP

3 —  Tp.112
. 4 TP-0,71
TP - 0,35

Slika 7. Shematski prikaz ekstrakcije pektina iz kore raj¢ice i njenih prosijanih frakcija

pomocu ultrazvuéne kupelji (1) 1 prociS¢avanja pektinskih izolata (2).

21



3.8. ODREDIVANJE PARAMETARA KVALITETE PEKTINA

U uzorcima pektina dobivenim ekstrakcijom kore rajcice (TP) i njenih prosijanih
frakcija (TP - 1,12, TP - 0,71 i TP - 0,35) ultrazvu¢nom kupelji odreden je udio vlage, boja,
maseni udio ukupne galakturonske kiseline, ukupnih Secera i ukupnih fenola.

Sadrzaj vlage odreden je gravimetrijskom analitickom metodom suSenjem uzoraka na
temperaturi od 105 °C do konstantne mase.

Odredivanje boje uzoraka pektina se zasniva na kolorimetrijskom, kvantitativnom
odredivanju vrijednosti svjetline (L), udjela crvene (a) i udjela Zute boje (b) po CIE L, a, b
sistemu.

Sadrzaj galakturonske kiseline, ukupnih Secera i ukupnih fenola odreden je UV/Vis
spektrofotometrom (Perkin Elmer, Lambada 1, Massachusetts, SAD). Nakon dodatka
kromogenih reagenasa (karbazol, fenol i Folin-Ciocalteu), galakturonska kiselina, Seceri i
polifenoli prevode se u derivate koji apsorbiraju elektromagnetsko zraenje na valnim
duljinama od 400 - 800 nm (Vis podru¢je). Funkcijski odnos apsorbancije analita, odnosno
derivata i njegove koncentracije daje Lambert-Beerov zakon:

A=¢gbc [2]

gdje je A apsorbancija, ¢ molarni apsorpcijski koeficijent (L cm™ mol™), ¢ mnoZinska
koncentracija (mol L™) i b debljina sloja otopine (cm). Iz Lambert-Beerovog zakona je
vidljivo da je apsorbancija linearno ovisna o koncentraciji analita Sto omogucuje jednostavno
raunanje koncentracije iz izmjerene apsorbancije.

Odredivanje galakturonske kiseline temelji se na reakciji galakturonske kiseline s
karbazolom u prisutnosti koncentrirane sumporne kiseline, a intenzitet obojenja (ljubicasto)
ovisan o koncentraciji galakturonske kiseline, izmjeren je pri valnoj duljini od 525 nm
(Ranganna, 1979).

Odredivanje ukupnih Secera temelji se na reakciji hidrolize polisaharida, oligosaharida
i disaharida koncetriranom sumpornom Kkiselinom na monosaharide. Produkti hidrolize
reagiraju s fenolom pri ¢emu se razvija zuto-zlatna boja, a njen intenzitet ovisan o
koncentraciji ukupnih Secera u ekstraktu, izmjeren je pri valnoj duljini od 492 nm (Dubois i
sur., 1956).

Odredivanje ukupnih fenola temelji se na reakciji polifenola s Folin-Ciocalteu
reagensom kojeg ¢ine smjesa fosfovolframove 1 fosfomolibdenove kiseline (Singleton 1 Rossi,
1965). Pri oksidaciji fenolnih spojeva u blago alkalnim uvjetima, fosfomolibdenska i

fosforvolframova kiselina, reduciraju se u molibdenov oksid i volframov oksid koji su plavo
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obojeni, a njihov intenzitet, ovisan o koncentraciji polifenola u ekstraktu, izmjeren je pri

valnoj duljini od 760 nm.

3.8.1. Odredivanje vlage

Uzorci pektina (TP, TF - 1,12, TF - 0,71 i TF - 0,35) odvagani u suhe aluminijske
posudice stavljeni su u suSionik na 105 °C 4 h. Nakon suSenja posudice s uzorkom su
ohladene u eksikatoru 1 h, a zatim su ponovno vagane. Postupak suSenja i vaganja ponavljan
je vise puta, sve dok nije dobivena konstantna, nepromijenjena masa (ms). Udio vlage u

uzorku izraCunat je prema:

my - m3

w (%) -100 [3]

- my - my
gdje je m; - masa prazne aluminijske posudice (g), m, - masa aluminijske posudice s uzorkom

prije susenja (g) i mz - masa aluminijske posudice s uzorkom nakon susenja (g).

3.8.2. Odredivanje boje

Odredivanje boje je provedeno kolorimetrom CM-3500d (Konica Minolta Sensing,
Inc. Osaka, Japan) po CIE L, a, b sistemu. Hunter-ove L, a i b vrijednosti podudaraju se sa
sljede¢im rasponima boja:
e a* vrijednost: zeleno (-a*) ili crveno (+a*)
e b* vrijednost: plavo (-b*) ili zuto (+b*)
e L* vrijednost: svjetlo -bijelo (L* = 100) ili tamno-crno (L* = 0)
Dobivene vrijednosti uzoraka pektina usporedene su Sa vrijednostima izmjerenim za jabucni

pektin (referentni uzorak). Ukupna promjena boje (AE) izracuna se na temelju izmjerenih

vrijednost boje uzorka (L*a*b) prema:

AE

AL*+ Ad*+ Ab? [4]

gdje je:
AL = Lyzorak - Lstandard

-AL - uzorak je tamniji od standarda
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+AL- uzorak je svjetliji od standarda

A& = Qyzorak - Bstandard

-Aa- uzorak je zeleniji od standarda

+Aa- uzorak je crveniji od standarda
AD = Dyzorak - Dstandard

-Ab - uzorak je plaviji od standarda

+ Ab- zorak je Zu¢i od standarda

3.8.3. Odredivanje galakturonske kiseline, ukupnih Secera i ukupnih fenola

Postupak odredivanja sadrzaja galakturonske kiseline, ukupnih Secera i ukupnih
fenola u uzorcima pektina UV/Vis spektrofotometrijom sastojao se iz izrade bazdarnog
dijagrama, pripreme uzoraka za mjerenje apsorbancija (A) i izraGunavanja nepoznatih masenih
udjela (w) ukupne galakturonske kiseline(UGA), ukupnih $e¢era (US) i ukupnih fenola (UF) u

uzorcima pektina.

3.8.3.1. Odredivanje ukupne galakturonske kiseline

e Izrada bazdarnog dijagrama: odvagano je 120,5 mg galakturonske Kiseline,
kvantitativno preneseno u odmjernu tikvicu od 1000 mL, nakon ¢ega je dodano 10 ml 0,05 M
otopine natrijeva hidroksida, nadopunjeno s destiliranom vodom do oznake i ostavljeno stajati
preko no¢i. Iz pripremljene ishodne otopine galakturonske kiseline priredene su pojedina¢ne
standardne otopine masenih koncentracija 1,6, 3,2, 6,4, 8,0, 9,6 i 13,0 pg L™ u odmjernim
tikvicama od 100 mL, nadopunjavanjem s destiliranom vodom. To¢no 2 mL pojedine otopine
standarda otpipetirano je u staklene epruvete, 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 ruziCastog
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,
upotrijebljeno 2 mL destilirane vode, odnosno 1 mL 96 % etanola. 1z izmjerenih vrijednosti
apsorbancija i pripadaju¢ih masenih koncentracija pojedinacnih standardnih otopina

galakturonske kiseline nacrtan je bazdarni dijagram.
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e Priprema uzoraka za mjerenje apsorbancija: odvagano je 100 mg uzorka i otopljeno u
100 mL 0,05 M otopine natrijeva hidroksida. Otopina je ostavljena 30 minuta na sobnoj
temperaturi kako bi doSlo do deesterifikacije pektina. Tocno 2 ml deesterificirane otopine
razrijedeno je s destiliranom vodom u odmjernoj tikvici od 100 mL. Potom je otpipetirano 2
ml razrijedene otopine, dodano 1 mL karbazola i 12 mL koncentrirane sumporne Kiseline uz
konstanto mije$anje. Nakon 15 min priredenim uzorcima izmjerena je apsorbancija na valnoj
duljini od 525 nm.

o Nepoznate masene koncentracije (ug L™) galakturonske kiseline u otopinama pektina
odredene su iz regresijskog pravca (bazdarni dijagram), a potom su dobivene vrijednosti
pretvorene u g galakturonske kiseline na 100 g uzorka, uzevsi u obzir odvagu, volumen

otopine pektina i razrijedenje.

3.8.3.2. Odredivanje ukupnih Secera

e Izrada bazdarnog dijagrama: odvagano je 100 mg glukoze i otopljeno u destiliranoj
vodi, u odmjernoj tikvici od 50 mL. Iz pripremljene ishodne otopine glukoze su priredene
individualne standardne otopine masenih koncentracija 5, 10, 20, 40, 60 i 80 mg L™ u
odmjernim tikvicama od 100 mL, nadopunjavanjem s destiliranom vodom. Nakon toga je iz
svake tikvice otpipetirano po 1 mL otopine standarda u staklene epruvete, a zatim je dodano 1
mL 5 % (v/v) fenola i 5 mL koncentrirane sumporne kiseline. Nakon mijesanja, zagrijavanja
(5 minuta na vodenoj kupelji uz kljucanje) i hladenja u posudi s ledom, smjesa je ostavljena
na tamnom mjestu 30 minutra, kako bi doslo do stvaranja zuto-zlatno obojenog kompleksa.
Potom je izmjerena apsorbancija pri valnoj duljini od 492 nm. Slijepa proba je pripremljena
tako da je umjesto 2 mL standarda upotrijebljena destilirana voda. |1z izmjerenih apsorbancija
1 pripadajucih vrijednosti masenih koncentracija je konstruiran bazdarni dijagram.

e Priprema uzoraka za mjerenje apsorbancija: Odvagano je 20 mg uzorka i otopljeno u
25 mL destilirane vode, u odmjernoj tikvici. Iz te otopine je otpipetirano 2 mL alikvota i
razrijedeno s destiliranom vodom u odmjernoj tikvici od 25 mL. Potom je u staklenu epruvetu
otpipetirano 1 mL razrijedenog uzorka, 1 mL 5 % (v/v) fenola i 5 mL koncentrirane sumporne
kiseline. Daljnji postupak je identican onom opisanom za izradu bazdarnog dijagrama.

e Nepoznate vrijednosti masenih koncentracija (mg L™) ukupnih $eéera u otopinama
pektina odredene su iz regresijskog pravca (bazdarni dijagram), a potom su dobivene
vrijednosti pretvorene u g ukupnih Secera na 100 g uzorka, uzevsi u obzir odvagu, volumen

otopine pektina i razrijedenje.
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3.8.3.3. Odredivanje ukupnih fenola

e Izrada bazdarnog dijagrama: odvagano je 0,25 g galne Kkiseline te kvantitativno
preneseno U odmjernu tikvicu od 100 mL dodatkom 10 mL 99,9 %-tnog metanola, koja je
potom nadopujena destiliranom vodom do oznake. Iz pripremljene ishodne otopine galne
kiseline su priredene individualne standardne otopine masenih koncentracija 10, 30, 50, 80 i
120 mg/L u odmjernim tikvicama od 100 mL, nadopunjavanjem s destiliranom vodom. Za
odredivanje njihovih apsorbancija je otpipetirano po 1 mL otopine standarda u odmjernu
tikvicu od 25 mL, dodano 1,3 mL 0,2 M otopine FC reagensa, 10 mL destilirane vode i nakon
5 min 3,75 mL 20 % (w/v) otopine natrijeva karbonata, a potom je tikvica nadopunjena s
destiliranom vodom do oznake. Ovako pripremljeni uzorci su ostavljeni na tamnom mjestu 2
sata, na sobnoj temperaturi, a nakon toga im je izmjerena apsorbancija pri valnoj duljini od
760 nm. Slijepa proba je pripremljena na isti nacin, ali umjesto 1 mL standarda upotrijebljena
je destilirana voda.

e Priprema uzoraka za mjerenje apsorbancija: otopljeno je 20 mg uzorka u odmjernoj
tikvici od 25 mL dodatkom destilirane vode. Od toga je otpipetirano 2 mL alikvota i
razrijedeno s destiliranom vodom na volumen od 25 mL. Daljnji postupak je identican onom
opisanom za mjerenje apsorbancije standarda.

e Nepoznate masene koncentracije (mg L™) ukupnih fenola u otopinama pektina
odredene su iz regresijskog pravca (bazdarni dijagram), a potom su dobivene vrijednosti
pretvorene u g ukupnih fenola na 100 g uzorka, uzevsi u obzir odvagu, volumen otopine

pektina i razrijedenje.

3.9. STATISTICKA ANALIZA

Statisticka analiza je napravljena pomocu programskog paketa Statistika 12 (StatSofft,
Tulsa, OK, USA). Koristena je multivarijantna analiza varijance (engl. multivariate analysis
of variance, MANOVA), a rezultati su prikazani 3D dijagramima (linearni model). Statisticka
znacajnost utjecaja pojedinih varijabli (vrijeme ekstrakcije i vrsta frakcije) na sadrzaj
galakturonske kiseline, ukupnih Seera i ukupnih fenola prikazana je p vrijednostima sa

znacajnoscu (p < 0,05).
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4. REZULTATI | RASPRAVA

Istrazivanje Nincevi¢ Grassino i suradnika (2016a) je pokazalo da se ekstrakcija
pektina iz kore rajcice primjenom konvencionalne metode odvija tijekom 24 h (prvi stupanj
ekstrakcije), odnosno 12 h (drugi stupanj ekstrakcije). U cilju skraé¢ivanja vremena
ekstrakcije, ali i istovremenog dobivanja kvalitetnog pektinskog izolata, upotrijebljena je
ultrazvukom potpomognuta ekstrakcija, kao jedna od mnogobrojnih nekonvencionalnih
ekstrakcijskih tehnika.

Dakle, ekstrakcija pektina iz kore raj¢ice (TP) i njenih frakcija (TP - 1,12, TP - 0,71 i
TP - 0,35) dobivenih prosijavanjem, provedena je upotrebom nitratne kiseline (¢ = 0,1 M) kao
ekstrakcijskog sredstva, pri temperaturi od 80 °C i vremenu od 15, 30 i 45 minuta, pomoc¢u
ultrazvucéne kupelji. U¢inkovitost vremena ekstrakcije kao i postupka prosijavanja, odnosno
neprosijavanja kore raj¢ice na kvalitetu i Cisto¢u pektinskih izolata iz TP i TP - 1,12, TP -
0,71 i TP - 0,35 uzoraka proucavan je odredivanjem boje te sadrzaja ukupne galakturonske
kiseline, ukupnih Secera i ukupnih fenola.

Buduc¢i da postoji vrlo mali broj dostupnih literaturnih podataka s tematikom izolacije
pektina iz kore rajCice, a narocito onih koje se odnose na ekstrakciju pektina uporabom
ekstrakcije potpomognute ultrazvukom, usporedba literaturnin podataka s rezultatima

dobivenim u ovom radu bila je samo djelomi¢no moguca.

4.1. ODREDPIVANJE RASPODJELE VELICINE CESTICA KORE RAJCICE

Odredivanje raspodjele veli¢ine Cestica usitnjene kore rajcice (TP) provedeno je
metodom laserske difrakcije (poglavlje 3.5.) na temelju koje je izvrSen odabir sita za
prosijavanje uzorka. Dobivena frekvencijska krivulja (Slika 8) pokazuje sljede¢u raspodjelu
veli¢ine Cestica s pripadaju¢im vrijednostima: d (0,1) = 280,31 um, d (0,5) = 662,37 um i d
(0,9) = 1245,45 um.
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Slika 8. Dijagram ovisnosti relativne uéestalosti o promjeru ¢estica kore rajcice.

4.2. PROSIJAVANJE KORE RAJCICE

Nakon odredivanja veli¢ine Cestica laserskom difrakcijom provedeno je prosijavanje
usitnjene kore rajcice, odabirom sita promjera otvora 1,12; 0,9; 0,71; 0,5 i 0,35 um. Uslijed
konstantnog protresanja sita u vremenu od 10 min dolazi do prolaska Cestica kore rajéice i
njihova zadrzavanja na sita, ovisno o veli¢ini (promjeru, d) pora. Koli¢ina kore rajcice
zaostala na sitima promjera otvora 1,12; 0,9; 0,71; 0,51 0,35 um prikazuje Slika 9, a Tablica 1
vrijednosti prinosa kore raj¢ice prije i nakon postupka prosijavanja. Frakcije promjera 1,12;
0,71 i 0,35 um su koristene u daljnjem radu, a njihov odabir temeljen je na dobivenim

vrijednostima prinosa od 12,47 %, 17,24 % i 18,81 %.

28



A ~ —

d=112 d=0,90 d=0,71 d=0,50 d=0,35

Slika 9. Prikaz frakcija dobivenih nakon prosijavanja kore raj¢ice (TP) kroz sita razli¢itih veli¢ina otvora (promjera, d = um).
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Tablica 1. Prinos kore rajéice (TP) ostvaren nakon postupka prosijavanja na sitima promjera

1,12;0,9; 0,71; 0,51 0,35 [um]

d (sita)/um m (sita)/g m (sita s uzorkom)/g n (TP)/%
1,12 298,54 311,01 12,47
0,90 296,48 306,73 10,25
0,71 440,44 457,68 17,24
0,50 418,68 437,32 18,64
0,35 406,64 425,45 18,81
0,00 421,60 444 17 22,57

4.3. EFIKASNOST EKSTRAKCIJE

Nakon provedene ekstrakcije i suSenja pektina (Slika 7), odredena je efikasnost
ekstrakcije, odnosno prinos pektina () s obzirom na odvaganu koru raj¢ice (10 g). Dobivene
vrijednosti kre¢u se u rasponu od 1,1 do 2,9 % (Tablica 2). U usporedbi s komercijalnim
pektinima izoliranim iz jabuke i citrusa konvencionalnim metodama, prinos pektina iz
ekstrahirane kore raj¢ice je vrlo nizak. Ziari i suradnici (2010) su pokazali da se prinos
pektina ekstrahiranog iz jabuke kre¢e u rasponu od 10,1 do 15,2 %, ovisno o vremenu
ekstrakcije, temperaturi i pH - vrijednosti. Khule i suradnici (2012) za pektin ekstrahiran iz
citrusa dobivaju vrijednosti izmedu 5,29 i 18,21 %, ovisno o pH vrijednosti i omjeru
pektinskog ekstrakta i etanola. Ninc¢evi¢ Grassino i suradnici (2016b) dobivaju vrijednosti od
16,3 do 18,5 % za pektin ekstrahiran iz kore raj¢ice, primjenom ekstrakcije potpomognute
ultrazvukom pri temperaturi od 80 °C, uz oksalnu kiselinu/natrijev oksalat kao ekstrakcijsko
sredstvo.

Promatrajuéi utjecaj vremena ekstrakcije (Slika 10) na prinos pektina jasno se vidi kako udio
pektina u TP i TP - 0,71 uzorcima ostaje gotovo nepromijenjen. Dobivene vrijednosti krecu se
od 2,2 -2,4% (TP)i1,1-1,2 % (TP - 0,71). Medutim, kod TP - 1,12 i TP - 0,35 uzoraka
mozemo uoditi porast udjela pektina s pove¢anjem vremena ekstrakcije. TP - 0,35 prosijani
uzorak daje najveci prinos pektina (2,6 i 2,8 % u vremenu od 30 i 45 min) u usporedbi s
ostalim prosijanim frakcijama kao i neprosijanom korom rajc¢ice. Kod TP - 0,71 frakcije
dobiva se najmanji prinos pektina.

Na temelju dobivenih rezultata moze se zakljuciti da ekstrakcija potpomognuta ultrazvukom

dovodi do smanjenog prinos pektina u usporedbi s konvencionalnim metodama. Medutim,
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razlozi ovako niskog iskoriStenja mogu se povezati i s ucestalim fazama provedenog
filtriranja zbog kojih zasigurno dolazi do gubitka jedne odredene koli¢ine pektina, kao i vrste
upotrijebljenog ekstrakcijskog sredstva.

Na kraju moze se zakljuciti da iako postoji razlika u prinosu pektina s obzirom na vrijeme
trajanja ekstrakcije, kod nekih uzoraka kore raj¢ice (TP i TP - 0,71) ona nije znacajna te se
moze provoditi u trajanju od 15 minuta, $to znatno smanjuje vrijeme ekstrakcije u usporedbi s

konvencionalnim metodama.

=TP mTP-112 =»TP-071 ~TP-0,35
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Slika 10. Prinos pektina dobiven nakon ekstrakcije kore raj¢ice (TP) i njenih prosijanih
frakcija (TP - 1,12, TP - 0,71 i TP - 0,35) pomocu ultrazvu¢ne kupelji.
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4.4. ODREPIVANJE SADRZAJA VLAGE

U Tablici 2 prikazani su rezultati odredivanja sadrzaja vlage u TP, TP - 1,12, TP - 0,71
i TP - 0,35 uzorcima pektina, dobivenim nakon ekstrakcije kore rajcice i njenih prosijanih

frakcija pomocu ultrazvucne kupelji.

Tablica 2. Udio vlage u TP, TP - 1,12, TP - 0,71 i TP - 0,35 uzorcima pektina dobivenim

nakon ekstrakcije kore rajcice i njenih prosijanih frakcija pomocu ultrazvuéne kupelji.

Pektin t (ekstrakcije)/min w (vlaga)/%

15 9,78

TP 30 10,86

45 11,12

15 12,64

TP-1,12 30 13,56
45 13,72

15 12,67

TP-0,71 30 14,26
45 16,08

15 6,37

TP-0,35 30 6,54
45 15,88

Dobivene vrijednosti kre¢u se u rasponu od 6,37 do 16,08 %. U usporedbi sa
sadrzajem vlage odredenim u pektinima izoliranih iz drugih sirovina, ove dobivene vrijednosti
su neznatno vece. Tako Kurita i suradnici (2008) dobivaju vrijednosti u rasponu od 8 do 9 %
za pektin izoliran iz citrusa, a Iglesias i Lozano (2004) u rasponu od 7 do 11 % za pektin
izoliran iz suncokreta.

Promatrajuci utjecaj vremena ekstrakcije na sadrzaj vlage u uzorcima pektina, moze se
zakljuciti kako je pri kracem vremenu ekstrakcije (15 min) dobiven i nizi udio vlage. Takoder,
jasno se vidi da pektini izolirani iz kore raj¢ice (TP) i njene TP - 0,35 frakcije sadrzavaju

skladiStenja.
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45. ODREDIVANJE BOJE

Kontrola parametara boje pektina dobiva na sve veem znacenju zbog primjene
pektina pri proizvodnji gelova. Poznato je da razli¢iti uvjeti ekstrakcije utje¢u na boju pektina,
pa tako jako obojeni pektini mogu sadrzavati polifenole ili razli¢ite pigmente, koprecipitirane
u postupka talozenja pektina (Baississe i sur., 2010).

U Tablici 3 prikazani su rezultati odredivanja parametara boje u uzorcima pektina (TP,
TP -1,12, TP - 0,711 TP - 0,35) dobivenim ekstrakcijom pomocu ultrazvuéne kupelji iz kore
raj¢ice i njenih prosijanih frakcija. U usporedbi s rezultatima dobivenim za referentni, jabucni
pektin, uzorci pektina ekstrahirani iz kore rajCice i njenih frakcija su tamniji, neznatno
crveniji, te zu¢i u odnosu na referentni uzorak (L = 69,55, a = 6,52 i b = 19,13). Dobiveni
rezultati upuéuju na zakljucak da ekstrakcija potpomognuta ultrazvukom potice koekstrakciju
polifenola, likopena (Anese i sur., 2013), kao i drugih spojeva prisutnih u kompleksnoj
strukturi kore rajéice (Caffall i Mohnen, 2009). Dakle, u vecoj ili manjoj mjeri izrazena ko-
ekstrakcija ovih spojeva, kao i njihovo nepotpuno uklanjanje postupkom ispiranja (Slika 7)
moze dovesti do izolacije tamnijih (63,9 za TP - 0,35 pri 45 min ), ali i svijetlih (49,5 za TP -
0,71 pri 30 min) uzoraka pektina.

33



Tablica 3. Parametri boje odredeni u TP, TP - 1,12, TP - 0,71 i TP - 0,35 uzorcima pektina dobivenim nakon ekstrakcije kore raj¢ice i njenih

prosijanih frakcija pomocu ultrazvuéne kupelji.

Parametri boje*

Pektin t (ekstrakcije)/min
L a b AL Aa Ab AE
15 53,1 +0,9 6,9+0,9 253+0,1 -16,4 + 0,9 0,3+0,1 16,2 +0,1 -16,5+ 0,9
TP 30 58,6 + 0,4 76+04 26,4+ 0,6 10,9+ 0,4 1,1+04 17,2 +0,6 -10,9+ 0,4
45 55,3 +0,3 73+0,7 259+0,7 -14,3+0,3 0,9+0,1 16,6 +0,7 -14,3+0,3
15 58,3+ 0,5 71+072 25,0+ 0,8 -11,2+0,5 0,6+0,3 15,9+ 0,8 -11,2+0,5
TP-112 30 50,6 + 0,3 8,2+0,6 26,3 +0,0 19,0+ 0,3 1,7+0,6 17,2 +0,0 -19,0+0,3
45 58,1+ 0,1 76+05 240+0,8 15,4 +0,1 15+05 158+0,8 15,4 +0,1
15 56,1 + 0,4 73+05 248+0,1 13,5+ 0,4 0,8+0,1 15,6 + 0,0 -135+ 04
TP-0,71 30 63,9+ 0,4 5,6+0,8 22.6+0,4 15,7+ 0,4 09+0,2 135+ 0,4 57+04
45 56,4 + 0,2 6,7 +0,4 228+0,3 -132+0,2 1,4+05 13,6 +0,0 -132+0,2
15 55,8 + 0,9 8,0+0,5 27,0+0,9 -18,4+0,1 15+05 17,9+0,9 -13,8+0,9
TP-035 30 51,2405 80+04  275+04  -138+05 15+04 183+0,1  -184+05
45 495+0,2 9,0+0,1 29.0+0,9 -20,0+0,2 25+0,1 19,6 +0,9 -20,0+0,2
JABUCNI
PEKTIN / 69,55 6,52 19,13 / / / /
*N =2, +SD
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4.6. ODREDIVANJE UKUPNE GALAKTURONSKE KISELINE

U cilju odredivanja masenog udjela ukupne galakturonske kiseline u uzorcima pektina
ekstrahiranih iz kore rajéice i njenih prosijanih frakcija bilo je potrebno izraditi bazdarni
dijagram galakturonske kiseline. Tablica 4 prikazuje masene koncentracije galakturonske
kiseline s pripadaju¢im vrijednostima apsorbancija na temelju kojih je konstruiran bazdarni

dijagram (Slika 11).

Tablica 4. Masene koncentracije individualnih standardnih otopina galakturonske kiseline i

pripadajucih vrijednosti apsorbancija izmjerenih spektrofotometrom pri valnoj duljini od 525

nm.
Standardna otopina broj  y(galakturonska kiselina)/(ug L) A
0 0 0
1 1,6 0,099
2 3,2 0,195
3 6,4 0,335
4 8,0 0,447
5 9,6 0,500
6 13,0 0,730
0.8
y = 0,056x + 0,0013
07
R® = 0,9975

0 2 4 6 8 10 12 14
v (galakturonska kiselina)/(ng L)

Slika 11. Bazdarni dijagram galakturonske kiseline.
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Nepoznate vrijednosti masenih koncentracija ukupne galakturonske Kkiseline u
uzorcima pektina (TP, TP - 1,12, TP - 0,71 i TP - 0,35) odredene su iz regresijskog pravca
(Slika 11), a potom su dobivene vrijednosti pretvorene u g galakturonske kiseline na 100 g
uzorka (Tablica 5). Maseni udjeli galakturonske kiseline kre¢u se u rasponu od 13,53 do 31,80
%, ovisno o uzorku pektina i vremenu ekstrakcije (15, 30 i 45 min).

Dobiveni rezultati (Tablica 6, Slika 12) su pokazali da povecanje vremena ekstrakcije
znacajno utjece (p < 0,05) na sadrzaj galakturonske kiseline u uzorcima pektina ekstrahiranih
iz kore rajcice i njenih prosijanih frakcija. Najvece vrijednosti (25,19, 27,74 i 31,80 %)
nadene su kod uzoraka pektina ekstrahiranih iz TP - 0,35, TP - 1,12 i TP - 0,71 frakcija, pri
vremenu od 45 min. Dobiveni maseni udjeli ukupne galakturonske kiseline su u skladu s
istrazivanjem Nincevi¢ Grassino i suradnici (2016b), koji dobivaju vrijednosti od 25,92 do
32,99 % kod pektina ekstrahiranog iz neprosijane kore raj¢ice uz oksalnu kiselinu 1 amonijev
oksalat kao ekstrakcijsko sredstvo.

Medutim, rezultati ovog istrazivanja su pokazali da postupak prosijavanja, odnosno
frakcije dobivena tim prostupkom ne utje¢u na izolaciju pektina, a time i na prinos
galakturonske kiseline. Najveéi udio od 31,80 % dobiven je kod uzorka pektina ekstrahiranog
iz TP - 0,71 frakcije, pri vremenu od 45 min.

Na temelju dobivenih rezultata moze se zakljuciti da je vrijeme ekstrakcije od 15 min
sasvim dovoljno za izolaciju pektina iz neprosijane kore s sadrzajem galakturonske kiseline

od 23 %, §to je u skladu s istrazivanjem Ninéevi¢ Grassino i suradnici (2016Db).
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Tablica 5. Maseni udio galakturonske kiseline u TP, TP - 1,12, TP - 0,71 i TP - 0,35
uzorcima pektina dobivenim nakon ekstrakcije kore raj¢ice i njenih prosijanih frakcija

pomocu ultrazvucne kupelji.

Pektin  t (ekstrakcije)/min A+SD w (galakturonska kiselina)/% + SD*
15 0,138 = 0,002 22,93 + 0,58
TP 30 0,141 + 0,002 23.82 + 1,29
45 0,125 = 0,009 21354035
15 0,087 = 0,003 13.53 + 0.40
TP-112 30 0,158 + 0,001 25.55 + 0,23
45 0,172 % 0,002 27.74 + 035
15 0,108 = 0,002 17.26 + 0.35
TP-0.71 30 0,116 + 0,001 18,51 0,11
45 0,196 = 0,002 31,80 + 0,35
15 0,107 + 0,003 17.09 + 0,40
TP-035 30 0,137 + 0,000 22,124 0,06
45 0,156 = 0,003 25.19 4 0.47

*vrijednosti ukupne galakturonske kiseline odnose se na ekvivalent galakturonske kiseline

Tablica 6. Statisticka znaCajnost frakcije (prosijana/neprosijana) kore raj¢ice i vremena

ekstrakcije na maseni udio galakturonske kiseline u uzorcima pektina

p - vrijednost

Kora raj¢ice* t (ekstrakcije)/min
w (galakturonska Kiselina)/% 0,944703 0,000804

p < 0,05 = statisti¢ki znacajno

*prosijana (TP - 1,12, TP - 0,71 i TP - 0,35) i neprosijana (TP) i kora rajcice
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Slika 12. Utjecaj frakcije (prosijana/neprosijana kore rajéice) i vremena ekstrakcije na maseni
udio galakturonske kiseline u uzorcima pektina.

TP-1,12, TP-0,71i TP - 0,35 = prosijana i TP = neprosijana kora rajcice
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4.7. ODREDIVANJE UKUPNIH SECERA

Nepoznate masene koncentracije ukupnih Secera odredene su iz regresijskog pravca,
nakon izrade bazdarnog dijagrama (Tablica 7, Slika 13), a potom su dobivene vrijednosti

pretvorene i izrazene kao g ukupnih Secera na 100 g uzorka (Tablica 8).

Tablica 7. Masene koncentracije individualnih standardnih otopina glukoze i pripadajucih

vrijednosti apsorbancija izmjerenih spektrofotometrom pri valnoj duljini od 492 nm.

Standardna otopina broj 7 (glukoza)/(mg L™) A
0 0 0
1 5 0,041
2 10 0,134
3 20 0,195
4 40 0,447
5 60 0,642
6 80 0,846

y = 0,0106x + 0,0026
R?=0,9973

0 20 40 60 80 100
y(glukoza)/(mg L)

Slika 13. Bazdarni dijagram glukoze.
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Tablica 8. Maseni udio ukupnih Sec¢era u TP, TP - 1,12, TP - 0,71 i TP - 0,35 uzorcima

pektina dobivenim nakon ekstrakcije kore rajéice i njenih prosijanih frakcija pomocu

ultrazvucne kupelji.

Pektin t (ekstrakcije)/min A+ SD W (ukupni Seéeri)/% = SD*

15 0,137 = 0,001 13,73+ 0,14

Lis 30 0,141 + 0,002 1423 + 021

45 0,158 + 0,004 15.99 + 0,36

15 0,207 = 0,007 20,99 + 0,73

TP-1,12 30 0,193 = 0,021 20,08 + 0,00
45 0,180 = 0,001 18,19 + 0,00

15 0,185 = 0,009 18.54 + 0.87

TP-0.71 30 0,168+ 0,016 1715 + 1,61
45 0,103 0,019 11,76 + 0,00

15 0,149 = 0,003 15,14 + 0.24

TP-0.35 30 0,162 + 0,002 16,32+ 0,22
45 0,152 = 0,007 15,00 + 0,00

*vrijednosti ukupnih Secera odnose se na ekvivalent glukoze

Dobivene vrijednosti masenih udjela ukupnih Secera u uzorcima pektina krecu se u
rasponu od 11,76 do 20,99 % ovisno o uzorku, kao i vremenu ekstrakcije. Najnize vrijednosti
(13,73 - 15,99 %) dobivene su kod TP (neprosijana kore rajéice) uzoraka ekstrahiranih u
vremenu od 15 do 45 min. TP - 1,12 frakcija daje najvece, dok TP - 0,71 i TP - 0,35 najnize
vrijednosti, $to je u suprotnosti s njihovim, ve¢im izmjerenim vrijednostima galakturonske
kiseline. Dakle, moze se zaklju€iti da postoji izvjesna negativna korelacija izmedu udjela
galakturonske kiseline i ukupnih Secera u uzorcima pektina, tj. ve¢i sadrzaj galakturonske
kiseline povezan je s nizim sadrzajem ukupnih $ecera.

Promatraju¢i utjecaj vremena ekstrakcije (Slika 14) na sadrzaj ukupnih Secera u
uzorcima pektina, moze se zakljuciti kako vrijeme ekstrakcije ne utjece znacajno (p < 0,05,
Tablica 9) na njihov prinos. Nadalje, ako promatramo utjecaj frakcije (Slika 14), moze se
zakljuciti da svakoj dobivenoj frakciji (neprosijana/prosijana kora rajcice) pripadaju i razlicite
vrijednosti masenih udjela, Sto znaci da ovaj parametar znacajno utjece (p < 0,05, Tablica 9)
na prinos ukupnih Sec¢era u uzorcima pektina.

Za razliku od prethodnog istrazivanja Nincevi¢ Grassino i suradnika (2016b), gdje su

dobivene nize vrijednosti ukupnih Secera (od 2,70 do 3,80 %), u ovom radu maseni udjeli veéi

40



od oko 5 % dovode do zakljucka kako kutikula raj¢ice sadrzava znacajne koli¢ine ukupnih

SeCera, koje nije bilo dovoljno ukloniti niti ucestalim ispiranjem pektinskog izolata s
etanolom, odnosno acetonom.

Tablica 9. Statisticka znacajnost frakcije (prosijana/neprosijana) kore raj¢ice i vremena

ekstrakcije na maseni udio ukupnih Secera u uzorcima pektina.

p - vrijednost

Kora rajéice* t (ekstrakcije)/min
w (ukupni Seéeri)/% 0,000181 0,064974

p < 0,05 = statisticki znacajno

*prosijana (TP - 1,12, TP - 0,711 TP - 0,35) i neprosijana (TP) kora raj¢ice

oSN

Il > 20
Il <20
Bl <18

<16
. <14
<12

Slika 14. Utjecaj frakcije (prosijana/neprosijana kore rajice) i vremena ekstrakcije na maseni

udio ukupnih Secera u uzorcima pektina.

TP-1,12, TP-0,711 TP - 0,35 = prosijana i TP = neprosijana kora rajcice
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4.8. ODREDIVANJE UKUPNIH FENOLA

S obzirom na Cinjenicu da se tijekom postupka ekstrakcije pektina iz kore rajice
mogu ko-ekstrahirati i polifenoli (Peschel i sur., 2006), u ovom radu odreden je i njihov
sadrzaj primjenom UV/Vis spektrofotometrije. Nepoznate masene koncentracije ukupnih
fenola odredene su iz regresijskog pravca, nakon izrade bazdarnog dijagrama (Tablica 10,
Slika 15), a potom su dobivene vrijednosti pretvorene i izrazene kao g ukupnih fenola na 100

g uzorka (Tablica 11).

Tablica 10. Masene koncentracije individualnih standardnih otopina galne kiseline i

pripadajucih vrijednosti apsorbancija izmjerenih spektrofotometrom pri valnoj duljini od 760

nm.
Standardna otopina broj 7 (galna kiselina)/(mg L™) A
0 0 0
1 10 0,037 + 0,000
2 30 0,112 +£ 0,001
3 50 0,161 + 0,000
4 80 0,289 + 0,001
5} 120 0,376 + 0,000
0,5
y = 0,0032x + 0,0079
R2 = 0,9902
0,4
L 2
0,3 .
<
0,2
0.1 b2
0
0 20 40 60 80 100 120 140

7 (galna kiselina)/(mg L)
Slika 15. Bazdarni dijagram galne kiseline.
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Tablica 11. Maseni udio ukupnih fenola u TP, TP - 1,12, TP - 0,71 i TP - 0,35 uzorcima

pektina dobivenim nakon ekstrakcije kore rajéice i njenih prosijanih frakcija pomocu

ultrazvucne kupelji.

Uzorak t (ekstrakcije)/min A +SD w (ukupni fenoli)/% ) £ SD*

15 0,093 + 0,003 4114 + 137

TP 30 0,083 + 0,000 37.76 + 0,00

45 0,086 + 0,000 38,13+ 0,00

15 0,090 + 0,001 39,89 + 069

TP-112 30 0,071 + 0,001 30,26 + 0,35
45 0,062 + 0,001 2631 + 0,35

15 0,067 % 0,002 28.19 + 1,02

TP-0,71 30 0,066 + 0,000 28,51 + 0,00
45 0,069 + 0,001 2974 + 0,35

15 0,080 £ 0,000 34.96 + 0,35

TP-0,35 30 0,071 % 0,000 31,30 + 0,00
45 0,069 + 0,000 29.83 + 0,00

*vrijednosti fenola odnose se na ekvivalent galne kiseline

Rezultati odredivanja udjela ukupnih fenola u uzorcima pektina pokazuju da se
dobivene vrijednosti kre¢u u rasponu od 26,31 do 41,14 % ovisno o uzorku i vremenu
ekstrakcije. Najveci maseni udjeli ukupnih fenola (37,76 - 41,14 %) nadeni su kod uzoraka
dobivenih ekstrakcijom neprosijane kore rajcice (TP). Nesto nize vrijednosti daju TP - 1,12
(26,31 - 39,89 %), TP - 0,71 (28,19 - 29,74 %) i TP - 0,35 (29,83 - 34,96 %) uzorci
ekstrahirani iz prosijane kore raj¢ice. Dakle, moZemo zakljuciti da vrsta frakcije (prosijana/
neprosijana kora rajcice) znacajno utje¢e (p < 0,05, Tablica 12, Slika 16) na smanjenje
ukupnih fenola u pektinskim izolatima.

Isto tako, promatrajuci utjecaj vremena ekstrakcije (Slika 16) na sadrzaj polifenola u uzorcima
pektina jasno se moze uociti da povecanje vremena ekstrakcije znacajno utjece (p < 0,05,
Tablica 12) na smanjenje udjela polifenola.

Peschel i suradnici (2006), koriste¢i etanol kao ekstrakcijsko otapalo, dobivaju slicne masene
udjele (42,00 + 6,19 %). Navedeno dovodi do zakljucka da se kora raj¢ice moze Korisiti i kao

dobar izvor fenolnih spojeva.
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Tablica 12. Statisticka znacajnost frakcije (prosijana/neprosijana) kore raj¢ice i vremena
ekstrakcije na maseni udio ukupnih fenola u uzorcima pektina.

p — vrijednost

Kora rajéice* t (ekstrakcije)/min
w (ukupni fenoli)/% 0,023433 0,000755

p < 0,05 = statisti¢ki znacajno

*prosijana (TP - 1,12, TP - 0,711 TP - 0,35)i neprosijana (TP) i kora raj¢ice

oflatl M\

N > 38
Il <37
Il <35

<33

< 31
Bl <29
<27
B <25

Slika 16. Utjecaj frakcije (prosijana/neprosijana kore rajéice) i vremena ekstrakcije na maseni
udio ukupnih fenola u uzorcima pektina.

TP-1,12, TP-0,711 TP - 0,35 = prosijana i TP = neprosijana kora rajcice
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5. ZAKLJUCCI

Na osnovu dobivenih rezultata moze se zakljuciti:

1.

Ultrazvucna ekstrakcija pektina iz kore rajéice pokazala se efikasnom tehnikom s
obzirom na smanjeno vrijeme ekstrakcije (15 - 45 min), no uzimajuci u obzir dobiveni
prinos pektina mozemo ju smatrati manje u¢inkovitom.

Postupak prosijavanja kore rajéice utjeCe na prinos ukupnih Secera i ukupnih fenola,
ali ne i ukupne galakturonske kiseline u pektinskim izolatima.

Krace vrijeme ekstrakcije (15 min) daje pektinske izolate s nizim udjelom vlage, pa ¢e
takvi pektinski pripravci biti stabilniji tijekom duzeg skladiStenja, te povoljni za
odgovarajuce specificne primjene.

Boja pektinskih izolata pokazuje da je tijekom ekstrakcije pektina doslo i do
koekstrakcije drugih spojeva prisutnih u kutikuli kore rajice, poput likopena i
polifenola.

S obzirom da pektini sadrze i koekstrahirane polifenole, potrebno je u budué¢im
postupcima ekstrakcije kore rajCice 1 izolacije pektina poboljsati postupke
prociS¢avanja i ispiranja.

Buduci da pektini osim galakturonske kiseline (w < 65 %), sadrZe i relativno visok
udio ukupnih Secera i fenola, pektinski izolati dobiveni u ovom radu mogli bi se
koristiti kao izvor, smjesa triju funkcionalnih sastojaka. Sukladno tome, i kora rajcice

kao obecavajuéi izvor recikliranja istih.
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