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SAZETAK

Sekundarne biljne sirovine predstavljaju biljni ostaci u razlicitim fazama
proizvodnje namirnica biljnoga podrijetla (biljni nusproizvodi), a koji imaju potencijal ponovne
primjene u razli¢itim novim proizvodima dodane vrijednosti. IskoriStenje otpadnih biljnih
materijala u prehrambene svrhe posebno je zanimljiv nacin valorizacije koji slijedi nove
trendove smanjenja otpada u proizvodnji hrane putem zadrzavanja proizvedene biomase u
izravnoj prehrani ljudi u $to ve¢oj mjeri. Potencijal ovih sirovina ocituje se u zanimljivom
kemijskom sastavu, velikoj koli¢ini 1 dostupnosti s istog mjesta, niskoj cijeni i nekonkurentnosti
konvencionalnoj hrani, a ponovnim iskoriStenjem ostvaruju se brojni ekonomski i1 ekoloski
benefiti.

Cilj ovog rada bio je istraZiti mogucnosti iskoriStenja polisaharida biljne stani¢ne stijenke 5
odabranih sekundarnih biljnih sirovina: pulpe Secerne repe (SBP), ljuske oraha (WS), ljuske
kakaovog zrna (CBH), ljuske crvenog luka (OP) i mahune graska (PP) za proizvodnju
funkcionalnih oligosaharida - ksilooligosaharida i pektinskih oligosaharida.

Monomerni sastav polisaharida odreden je novorazvijenom metodom tekucinske
kromatografije visoke uéinkovitosti (HPLC-PDA) s pretkolonskom derivatizacijom 3-metil-1-
fenil-2-pirazolin-5-on reagensom (PMP-derivatizacija). Sukladno udjelima ukupne ksiloze te
galakturonske kiseline i arabinoze, istrazivane sekundarne sirovine podijeljene su u sirovine
bogate ksilanom (WS (~20 % s.tv.), PP (~13 % s.tv.)) i sirovine bogate pektinom (SBP (~15 %
galakturonana i ~18 % arabinana u s.tv.), CBH (~8 % galakturonana u s.tv.), OP (~20 %
galakturonana u s.tv.)).

Optimizacijom ekstrakcije ksilana postignuto je iskoriStenje od priblizno 80 % ksilana izvorno
prisutnog u sirovini za WS i priblizno 94 % za PP, pri ¢emu su primjena delignifikacije i
reducensa u alkalnoj ekstrakciji bili od presudne vaznosti za povecanje ekstraktibinosti i
smanjenje gubitaka ksilana. U optimizaciji ekstrakcije pektina, primjena ekstrakcije
razrijedenom kiselinom rezultirala je zadovoljavaju¢im iskoristenjem galakturonana iz SBP i
CBH (~42 % izvorno prisutnog galakturonana u sirovini za SBP i ~39 % za CBH), dok je za
uspjesnu ekstrakciju istoga iz OP bilo potrebno primijeniti kelirajuce sredstvo (~52 % izvorno
prisutnog galakturonana, u optimalnim uvjetima). Arabinan iz SBP znacajno se degradira
prilikom kiselinske ekstrakcije te ga je potrebno zasebno izdvajati primjenom luZnatog otapala.
Primjenom enzima endo-ksilanaze, ksilan iz WS i PP uspjesno je hidroliziran do
ksilooligosaharida, pri ¢emu je najvisa konverzija izdvojenog ksilana iznosila 71 i 97 % za

topljivi i netopljivi ksilan iz WS (u obliku ksiloze i ksilobioze (~30:70)) te 75 i 85 % za topljivi



i netopljivi ksilan iz PP (takoder u obliku ksiloze i ksilobioze (~30:70)). Hidroliza izdvojenog
pektina do oligogalakturonida primjenom enzima endo-poligalakturonaze pokazala je znacajnu
ovisnost o distribuciji funkcionalnih skupina na molekuli te se pokazala uspjesnom u slucaju
pektina OP (79-88 %-tna konverzija izdvojenog galakturonana u oligomerne oblike, s
dominantnim monomerom i dimerom); za pektin CBH konverzija galakturonana bila je znatno
niza, najvise 22 % (dominantno u obliku monomera), dok je aktivnost enzima na pektinu SBP
bila neznatna. Primjena enzimskog koktela Viscozyme znacajno je poboljsala proizvodnju
oligogalakturonida iz pektina SBP (~75 %-tna konverzija galakturonana u oligomerne oblike,
s dominantnim monomernim i tetramernim oblicima).

Ovim istrazivanjem prikazana je jedna od moguénosti iskoristenja odabranih sekundarnih
sirovina, prvenstveno kao ekonomi¢nog izvora novih prebiotickih oligosaharida. Uklapanje
istih u razli¢ite oblike funkcionalnih konditorskih proizvoda potencijalno predstavlja smjer
popularizacije izvorno nejestivih nusproizvoda biljne biomase u prehrani ljudi, kao i prebiotika
opcenito.

Tijekom izdvajanja oligosaharida, neizravno su izdvojene i druge bioaktivne komponente -
razli¢iti polifenolni spojevi, te otopljeni lignin 1 prociS¢ena celuloza, koji se takoder mogu
iskoristiti u razliCitim novim oblicima dodane vrijednosti, ¢ime bi se istaknula moguénost

potpune biorafinerije istrazivanih sekundarnih biljnih sirovina.

Kljuéne rije¢i: enzimska hidroliza, ksilooligosaharidi, ljuska crvenog luka, ljuska kakaovog
zrna, ljuska oraha, mahuna graska, pektinski oligosaharidi, PMP derivatizacija, prebiotici,

pulpa Secerne repe



SUMMARY

Plant secondary raw materials are plant residues obtained as by-products at
different stages of the production of foods of plant origin, that hold the reutilization potential in
various new value-added products. Reutilization of waste plant materials for food purposes is
especially interesting way of valorization, in line with new trends of food waste reduction in
general, aiming to keep the produced food biomass in direct human nutrition as much as
possible. The potential of these raw materials is demonstrated by their rich and interesting
chemical composition, abundance, availability from one place and low price. Furthermore,
these materials are non-food competing and their reutilization exerts economic and ecologic
benefits.

The aim of this thesis was to look into the possibilities of reutilizing cell wall polysaccharides
of 5 selected plant secondary raw materials: sugar beet pulp (SBP), walnut shell (WS), cocoa
bean husk (CBH), onion peel (OP) and pea pod (PP) for the production of functional
oligosaccharides - xylooligosaccharides and pectic oligosaccharides.

Monomeric profile of recovered polysaccharides was determined using newly developed
method of high-performance liquid chromatography (HPLC-PDA) with pre-column
derivatization using 3-methyl-1-phenyl-2-pyrazolin-5-one reagent (PMP-derivatization).
Following the contents of total xylose as well as galacturonic acid and arabinose, the evaluated
raw materials were divided into xylan-rich (WS (~20 % dmb), PP (~13 % dmb)) and pectin-
rich (SBP (~15 % dmb of galacturonan and ~18 % dmb of arabinan), CBH (~8 % dmb of
galacturonan), OP (~20 % dmb of galacturonan)).

At optimal extraction conditions approximately 80 % of initially present xylan in WS was
recovered, while appriximately 94 % from PP. Employment of delignification, as well as
reducing agent during alkaline extraction ensured better extractability and reduced losses of
xylan during the recovery procedure. For the optimization of pectin extration, diluted acid
extraction resulted with satisfactory recovery of galacturonan from SBP and CBH (~42 % of
initially present galacturonan in SBP and ~39 % for CBH), while in case of OP, higher recovery
yields were ensured by chelator-mediated extraction (~52 % of initially present galacturonan at
optimal conditions).

Using enzyme endo-xylanase, xylan from WS and PP was successfully hydrolysed to
xylooligosaccharides with maximum conversion of 71 % and 79 % for soluble and insoluble
recovered WS xylan (in a form of xylose and xylobiose (~30:70)), while 75 % and 85 % for

soluble and insoluble recovered PP xylan (also in a form of xylose and xylobiose (~30:70)).



Hydrolysis of recovered pectins to oligogalacturonides using enzyme endo-polygalacturonase
was shown to be highly dependent on the distribution of functional groups along the molecule
and was successful when implemented on OP pectin (79-88 % conversion of recovered
galacturonan into oligomeric forms, dominantly monomer and dimer). For CBH pectin the
conversion was markedly lower, with maximum of 22 % (dominantly as monomer), while the
enzymatic activity on SBP pectin was negligible. Implementation of enzymatic cocktail
Viscozyme significantly improved the production of oligogalacturonides from SBP pectin (~75
% conversion into oligomeric forms, dominating in monomer and tetramer).

This thesis has emphasized one of the many possibilities of reutilizing selected plant secondary
raw materials, primarily as economically feasible source of new prebiotic oligosaccharides.
Their incorporation in different functional confectionery products potentially presents a good
way to popularise originally non-edible by-products of plant origin back into human nutrition,
as well as prebiotics in general. During oligosaccharides recovery, other bioactive components
were indirectly obtained, such as polyphenols, as well as solvatized lignin and purified
cellulose, also possessing the potential for further reutilization in value-added products, which
in turn emphasizes the possibility of complete biorefinery of the evaluated secondary plant raw

materials.

Keywords: Enzymatic hydrolysis, xylooligosacchrides, onion peel, cocoa bean husk, walnut

shell, pea pod, pectic oligosaccharides, PMP derivatization, prebiotics, sugar beet pulp
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1. UvOD

Otpad u proizvodnji hrane nastaje u svim fazama proizvodno-distribucijskog lanca. Prilikom
procesiranja biljnih prehrambenih sirovina izdvajaju se razliiti nejestivi dijelovi, odnosno
dijelovi koji su nepogodni za konzumaciju proizvoda u odredenom obliku, poput kostica, kora,
ljuski, stabljika, iscrpljene pulpe i sl. Takvi biljni ostaci €ine neizbjezan dio ukupnog otpada u
proizvodnom lancu hrane, a s obzirom da su obnovljivi, lako dostupni u velikoj koli¢ini i niske
pocetne vrijednosti, postoji velik interes za njithovu ponovnu primjenu. Konvencionalni nacini
upravljanja biljnim ostacima podrazumijevaju kompostiranje, prehranu Zivotinja, dobivanje
energije ili odlaganje na odlagaliStima otpada, §to Cesto veZe dodatne troSkove ili ekoloska
ograni¢enja. Zahvaljuju¢i suvremenim inovativnim strategijama, u novije vrijeme se razliciti
biljni ostaci razmatraju kao vrijedne sekundarne sirovine za biorafineriju i daljnju proizvodnju
razli¢itih bioproizvoda (biomaterijala, bioenergije i biokemikalija). U prehrambenoj industriji
posebno je zanimljiva valorizacija biljnih ostataka izdvajanjem razli¢itih makro- |
mikrosastojaka, s potencijalnim funkcionalnim uéincima, koji su primjenjivi u razvoju novih
prehrambenih proizvoda. S obzirom na biljno podrijetlo, u biljnim ostacima mogu se naci
razli¢iti polifenolni spojevi, koji se u funkcionalnom smislu najcesce isticu kao antioksidansi,
dok medu makrokomponentama uglavnom dominiraju ugljikohidrati, posebice strukturni
polisaharidi - pektin, hemiceluloza i celuloza. Udjel i sastav polifenola i strukturnih polisaharida
ovisi 0 vrsti biljnoga materijala. Polifenolni spojevi relativno su niske molekulske mase te se
izdvajaju primjenom optimiranih ekstrakcijskih postupaka. Strukturni polisaharidi su
makromolekule, sastavni dio biljne stani¢ne stijenke, izrazito sloZenog sastava i strukture te je
njihovo izdvajanje potrebno optimirati s obzirom na povezanost s drugim strukturama u
nativnom matriksu, kao i fizikalno-kemijske karakteristike. IskoriStenje ugljikohidrane frakcije
biljnih ostataka potencijalno doprinosi znacajnoj iskoristivosti materijala, buduci da, ovisno o
vrsti, ista ¢ini i vise od 50 % suhe tvari. Iskoristivost biljnih polisaharida moze se promatrati
kroz biotehnoloSku primjenu, kao izvor fermentabilnih Secera za proizvodnju razlicitih
industrijski vaznih kemikalija, ali i u prehrambenom smislu kao izvor vlakana, S$to
podrazumijeva polimerne i oligomerne ugljikohidratne oblike. Oligosaharidi se mogu izdvojiti
hidrolizom strukturnih polisaharida primjenom enzimskih (najcesce), kemijskih ili fizikalnih
postupaka, odnosno kombinacijom navedenih, $to najée$¢e podrazumijeva hidrolizu pektina
i/ili hemiceluloze, odnosno proizvodnju pektinskih ili hemiceluloznih oligosaharida. U
funkcionalnom smislu, brojna istraZivanja ukazuju na potencijal modifikacije sastava i1

aktivnosti crijevne mikrobiote, odnosno prebioticka svojstva oligosaharida dobivenih iz



Doktorski rad - Aleksandra Vojvodié Cebin Uvod

sekundarnih biljnih sirovina, Sto predstavlja znacajnu dodanu vrijednost u konteksu njihove
primjene u razvoju inovativnih funkcionalnih proizvoda.

U skladu s navedenim, ciljevi ovoga rada su istraziti potencijal ugljikohidratnih frakcija 5
odabranih sekundarnih biljnih sirovina - pulpe Secerne repe, ljuske oraha, ljuske kakavog zrna,
ljuske crvenog luka i mahune graska izdvajanjem prociS¢enih polisaharidnih frakcija i
naknadnom parcijalnom enzimskom hidrolizom istih do potencijalno prebioti¢kih
oligosaharida. Takoder, razvijeni postupci analize ugljikohidrata primjenom suvremenih
instrumentalnih tehnika doprinijet ¢e novim spoznajama o sastavu i strukturi polisaharida
istrazivanih sirovina te ¢e se uspostaviti svojevrsna integrirana analitiCka platforma primjenjiva

u istrazivanju ugljikohidratnih frakcija razli¢itih sekundarnih biljnih sirovina.
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2. TEORIJSKI DIO
2.1 Otpad i gubici u proizvodnji hrane

Proizvodnja hrane u svijetu u stalnom je porastu uslijed porasta svjetske populacije te zahtjeva
slozenog i dinami¢nog trziSta za stalnom dostupnos¢u hrane i novitetima. Procjenjuje se kako
¢e svjetska populacija do 2050. godine dose¢i brojku od 9 milijardi, a sukladno tome
proizvodnja hrane trebala bi porasti za 60-70 % u odnosu na danas (Otles i sur. 2015). Medutim,
potrebu porasta proizvodnje hrane prate brojni problemi, poput smanjenja obradivih povrsina
uslijed Sirenja urbanih sredina i devastacije prirodnih resursa (zemlje, vode, bioloske
raznolikosti) te vezane klimatske promjene (Otles i sur., 2015). Veliki izazov danasnje
proizvodnje hrane ¢ini otpad budu¢i da, prema podacima Organizacije za prehranu i
poljoprivredu Ujedinjenih naroda (Food and Agriculture Organization of the United Nations -
FAO), gotovo jedna tre¢ina mase proizvedene hrane u svijetu Se izgubi, odnosno zavrsi kao
otpad (Gustavsson i sur., 2011; Beausang i sur., 2017). Osim gubitka mase hrane, ovaj podatak
u svojoj pozadini ukljucuje i velike ekonomske gubitke te ekoloSko opterecenje. S druge strane,
i uz povecanu proizvodnju hrane, veliki dio svjetskog stanovnista (oko 850 milijuna ljudi u
periodu 2012. - 2014. godine (FAO, IFAD i WFP, 2014)) pogoden je zna¢ajnim nedostatkom
hrane, odnosno gladu. Uzevsi u obzir sve navedeno, danasnja praksa proizvodnje i distribucije
hrane ¢ini se dugoro¢no neodrzivom te nove strategije proizvodnje hrane u znacajnoj mjeri
ukljucuju i odgovornosti spram otpada, odnosno smanjenje njegovog nastanka te redistribuciju
ili prenamjenu hrane.

Proizvodno-distribucijski lanac hrane (engl. food supply chain) zapocinje primarnom
poljoprivrednom proizvodnjom, iza koje slijede industrijska proizvodnja i prodaja, a zavrsava
potros$njom u domacinstvima. Tijekom ovog tzv. ,zivotnog vijeka hrane, hrana se gubi na
razli¢ite naCine uslijed tehnoloskih, ekonomskih 1/ili drustvenih razloga. Otpad iz proizvodnje
hrane (engl. food waste) nije lako definirati s obzirom na slozenost cjelokupnog proizvodno-
distribucijskog procesa, mnogobrojnih razloga gubitaka te same definicije hrane i otpada.
Pojmovi poput ,,food waste®, ,.food loss®, ,,avoidable food waste®, ,,unavoidable food waste*,
,potentially avoidable food waste* 1 sl. Cesto se mogu naci u literaturi koja se bavi ovom

tematikom, medutim definicije isth se razlikuju (Ostergren. i sur., 2014, Tablica 1).



Tablica 1. Odabrane definicije otpada i gubitaka u proizvodnji hrane za sektore proizvodnje i procesiranja (Ostergren i sur., 2014).

Pojam

Definicija

Reference

Otpad iz proizvodnje hrane
(engl. food waste)

1) cjeloviti jestivi materijal namijenjen za ljudsku konzumaciju koji je umjesto toga odbacen, izgubljen ili unisten od
strane nametnika, te moze nastati u bilo kojoj fazi proizvodno-distribucijskog lanca,

2) kao (1), ali ukljucuje i jestivi materijal koji se s namjerom koristi za prehranu zivotinja ili nusproizvod procesiranja
hrane preusmjeren iz namjene prehrane ljudi,

3) kao (1) i (2), ali uklju¢ujudi i raskorak izmedu konzumirane energije po glavi ¢ovjeka te potrebne energije.

Parfitt i suradnici (2010)

Otpad iz proizvodnje hrane
(engl. food waste)

Gubici hrane (engl. food losses) koji se dogadaju na kraju proizvodno-distribucijskog lanca (prodaja i konzumacija) te se
povezuju s ponasanjem prodavaca i kupaca.

Gustavsson i suradnici
(2011)

Otpad iz proizvodnje hrane
(engl. food waste)

Otpad koji nastaje tijekom industrijske prerade hrane, distribucije i krajnje konzumacije. Ukljucuje i svjesne izbore
temeljem kojih se jestiva hrana baca.

BCFN (2012)

Otpad iz proizvodnje hrane
(engl. food waste)

Bilo koji organski otpad koji nastaje u fazama poslije berbe ili konzumacije hrane.

Mason i suradnici (2001)

Otpad iz proizvodnje hrane
(engl. food waste)

Otpad koji se sastoji od sirove ili pripremljene hrane te ukljucuje dijelove hrane koji su odbaceni prije, tijekom ili nakon
pripreme hrane u postupcima proizvodnje, distribucije, prodaje ili usluznih djelatnosti povezanih s hranom te ukuljucuje
ostatke od ¢iS¢enja povréa, mesa, pokvarenu hranu, suvisak ili pripremljenu hranu.

Reisinger i suradnici
(2011)

Otpad iz proizvodnje hrane
(engl. food waste)

Podvrsta gubitaka u proizvodnji hrane koja se potencijalno moze izdvojiti za ponovnu ljudsku konzumaciju.

Hodges i suradnici
(2011)

Gubitak u proizvodnji hrane
(engl. food loss)

Gubici koji nastaju u tzv. ,,upstream‘* procesima proizvodno-distribucijkog lanca hrane, najvise tijekom berbe,
procesiranja i primarne agro-transformacije.

BCFN (2012)

Gubitak u proizvodnji hrane
(engl. food loss)

Odnosi se na smanjenje jestive mase hrane u dijelovima proizvodno-distribucijskog lanca u kojima nastaje isklju¢ivo
jestiva hrana za ljudsku konzumaciju, a nastaju tijekom proizvodnje, nakon berbe te prilikom procesiranja.

Gustavsson i suradnici
(2011)

Jestivi otpad iz proizvodnje hrane
(engl. edible food waste)

Hrana koja je u nekoj fazi prije odlaganja bila prikladna za konzumaciju te ukljucuje otpad koji se moze izbjeci (pr.
narezani kruh, jabuke, meso) i otpad koji se mozda moze izbje¢i (pr. korica kruha, kora krumpira).

Reisinger i suradnici
(2011)

Otpad iz proizvodnje hrane koji je
moguce izbjeéi
(engl. avoidable waste)

Jestiva ili moguce jestiva hrana.

Mason i suradnici (2011)
BCFN (2012)

Otpad iz proizvodnje hrane koji
nije moguce izbjeci
(engl. unavoidable waste)

Nejestivi dijelovi hrane (pr. kore banane).

Mason i suradnici (2011)
BCFN (2012)

Gubitak nejestive mase u
proizvodnji hrane
(engl. inedible food loss)

Sastojci ili proizvodi koji nisu namjenjeni konzumaciji prema danas$njim standardima hrane (pr. kosti, kore).

Moller i suradnici (2012)
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Ipak, prema novijoj definiciji proizasloj iz FUSIONS europskog projekta (Ostergren i sur.,
2014), otpad iz proizvodnje hrane moze se definirati kao bilo koja hrana ili nejestivi dio hrane
koji se iz proizvodno-distribucijskog lanca hrane uklanja (izgubi se ili preusmjerava) u obliku
otpada ili se namjenjuje ponovnoj uporabi (kompostiranje, zaoravanje, anaerobna digestija,
proizvodnja bioenergije, spaljivanje, odlaganje u kanalizaciju, na odlagalista otpada ili u more).
U pojednostavljenom smislu, otpad u proizvodnji hrane predstavlja nekonzumirani, odbaceni
ili izgubljeni dio proizvoda u nekoj od 4 osnovne faze proizvodnje i distribucije hrane: uzgoju
1 procesiranju, upravljanju i skladiStenju, prodaji na trzistu 1 konzumaciji od strane potroSaca
(Kumar i Longhurst, 2018). Sli¢nu definiciju predlaze i Europska komisija u strategiji i
ciljevima za kruznu ekonomiju i upravljanje otpadom, kako navode Otles i suradnici (2015), a
odnosi se na hranu (ukljucujuci i nejestive dijelove) izgubljenu u proizvodno-distribucijskom
lancu, osim hrane koja je namijenjena za proizvodnju bio-proizvoda, Zivotinjsku prehranu ili
redistribuiranu hranu (pr. donirana hrana). Takoder, svaki od pojmova koji opisuju otpad i
gubitke u proizvodnji hrane ima svoje specifi¢nosti s obzirom na pojedinu fazu proizvodno-
distribucijskog lanca u kojem otpad nastaje te se moze interpretirati s masenog (najcesce),
ekonomskog ili nutritivnog aspekta (Ostergren. i sur., 2014).

Razlozi nastanka otpada tijekom Zivotnog vijeka hrane mnogobrojni su i raznovrsni, ali se
najces¢e povezuju s potrosackim i otpadu-orijentiranim ponaSanjem potroSaca-konzumenata
(Parfitt i sur., 2010; Gustavsson i sur., 2011; Beausang i sur., 2017), narocito u krajnjim fazama
proizvodno-distribucijskog lanca, poput prodaje na veliko i malo ili potro$nje u domacinstvima.
Medutim, izvjesna koli¢ina otpada u proizvodnji hrane neizostavno nastaje od pocetka
proizvodnje, u ranim fazama, prilikom uzgoja, berbe, skladistenja i industrijske obrade, Sto se
u literaturi jo§ naziva i gubitkom hrane (engl. food loss), a odnosi se na kvantitativne i
kvalitativne gubitke hrane uslijed kojih ista viSe nije pogodna za ljudsku konzumaciju (Parfitt i
sur., 2010; Gustavsson i sur., 2011; Beausang i sur., 2017) te podrazumijeva gubitak kalorijske
vrijednosti, nutritivnih svojstava i jestivosti u kvalitativnom smislu te jestive mase u
kvantitativnom smislu. Tablica 2 prikazuje primjere otpada iz proizvodnje hrane tipi¢nog
proizvodno-distribucijskog lanca nekog prehrambenog proizvoda.

Jedan dio gubitaka i otpada u proizvodnji hrane, u $irem smislu, moze se izbjeéi, tj. moze se
sprijeciti njihov nastanak promjenom ponaSanja, poboljSanjem tehnologije, paZljivijim
planiranjem proizvodnje, boljim pra¢enjem potraznje trZista i sl., dok drugi dio neizbjezno
nastaje te ga najces¢e Cine nejestivi dijelovi hrane (nepovratna promjena kvalitete nekog
prozvoda, u konvencionalnom smislu nejestivi dijelovi, izvorno nejestivi dijelovi), ali su

sastavni dio sirovine.
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Tablica 2. Genericki prikaz proizvodno-distribucijskog lanca hrane i otpada koji nastaje
u razli¢itim fazama istoga (Parfitt i sur., 2010).

Faza proizvodno-distribucijskog lanca

Primjeri krakteristika otpada iz proizvodnje
hrane

(1) Berba - postupanje sa sirovinom tijekom
berbe

Jestivi usjevi ostavljeni na polju, zaorani u zemlju,
pojedeni od strane ptica i glodavaca, loSe optimirano
vrijeme berbe, gubitak kvalitete hrane, usjevi
osteceni tijekom berbe zbog loSe tehnike branja/zZetve

(2) Vridba

Gubici uslijed lose tehnike

(3) Susenje - transport i distribucija

Losa transportna infrastruktura, gubici uslijed
kvarenja i oSte¢ivanja plodova

(4) Skladistenje

Nametnici, bolesti, kvarenje, kontaminacija, prirodno
isuSivanje hrane

(5) Primarno procesiranje - ¢is¢enje,
kategorizacija, ljuStenje, usitnjavanje,
potapanje, susenje, prosijavanje, mljevenje

Procesni gubici, kontaminacija tijekom procesiranja
koja uzrokuje gubitak kvalitete hrane

(6) Sekundarno procesiranje - mijeSanje,
kuhanje, prZenje, kalupljenje, rezanje,
ekstruzija

Procesni gubici, kontaminacija tijekom procesiranja
koja uzrokuje gubitak kvalitete hrane

(7) Kontrola proizvoda - kontorola kvalitete

Odbaceni proizvodi

(8) Pakiranje - vaganje, oznaCavanje

Neprikladno pakiranje oStecuje proizvod, gubitak
zrna iz vreca, glodavci

(9) Marketing - prodaja, distribucija

Ostecivanje tijekom transporta, kvarenje, loSe
postupanje na trznici, gubici uslijed nedostatka
hladnog lanca

(10) Post-konzumentna razrada recepata:
tradicionalna jela, evaluacija novih jela,
edukacija konzumenata

Lose skladiStenje/planiranje zaliha u domadinstvima,
losa tehnika pripreme hrane - jestiva hrana bac¢ena s
nejestivom, ostaci na tanjuru, odba¢ena zapakirana
hrana - krivo tumacenje trajnosti hrane

(11) Kraj ,,zivotnog vijeka hrane“ - bacanje
hrane u razli¢itim fazama distribucijskog
lanca

Odbacena hrana mozZe se zasebno tretirati, sluziti za
prehranu zivotinja, mijeSati s ostalim otpadom i
odlagati na odlagaliStima otpada

2.1.1 Otpad u primarnoj prozvodnji i industrijskoj preradi biljnih sirovina

Industrijska proizvodnja hrane u stalnom je porastu uslijed promjena potroSackih navika i

potraznje za hranom koja udovoljava specijalnim namjenama i interesima, kao Sto je,

primjerice, tzv. brza hrana, instant hrana ili op¢enito hrana koja se odmah moze konzumirati

(Chandrasekaran, 2013). Industrijska proizvodnja hrane generira velike koli¢ine otpada koji

predstavlja problem na nekoliko razina; ekonomskoj, ekoloskoj i drustveno-odgovornoj, te se

danas ulazu veliki napori kako bi se ostaci u proizvodnji hrane iskoristili na najbolji moguéi

nadin.

Tijekom industrijske prerade hrane, neizbjeZzno nastaju i nusprozvodi (nusprodukti,

koproizvodi) za koje proizvodac¢i nemaju primarni interes, medutim, neki od njih mogu imati

potencijalni znacaj te trziSnu vrijednost (Chandrasekaran, 2013). Nusproizvodi u kontekstu

industrijske proizvodnje hrane mogu se definirati kao ostaci nakon izdvajanja zeljenog dijela
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hrane za daljnje procesiranje, formulaciju proizvoda ili izravnu konzumaciju (Chandrasekaran,
2013), odnosno kao dio sirovine koji nije usmjeren nastanku primarnog proizvoda (Murugan i
sur., 2013). Prema Waste Framework Direktivi Europske komisije (2008/98/EC), nusproizvod
se moze definirati kao tvar ili predmet koji nastaje proizvodnim procesom ¢ija primarna svrha
nije proizvodnja istih, a podlijezu sljede¢im standardima:
a) izvjesna je njihova daljnja primjena,
b) mogu se izravno primijeniti bez daljnje industrijske obrade, osim uobicajene
industrijske prakse,
c) sastavni su dio proizvodnog procesa,
d) daljnja primjena podlijeze zakonskim standardima, tj, nusproizvod ispunjava
zdravstvene 1 ekoloske standarde te standarde proizvoda za specificnu namjenu te nece
imati ukupni negativni utjecaj na zdravlje ljudi ili okolis (Ostergren, i sur., 2014).
Iz ovakve definicije teSko je jasno razaznati je li nusproizvod otpad. Prema nekim
interpretacijama, nusproizvodi industrijske proizvodnje hrane mogu se smatrati otpadom iz
proizvodnog procesa (Tablica 1), dok prema drugima, a s obzirom na daljnju primjenu
(primjerice u prehrani zivotinja), nusproizvode bi trebalo razmatrati u zasebnom kontekstu
(Ostergren, i sur., 2014). Stoga se moze zakljuéiti da je pojmove otpada i nusproizvoda mozda
najbolje koristiti u kontekstu moguénosti njihove daljnje primjene. Prema tome, ostaci
industrijske prerade neke sirovine (agro-industrijski ostaci) imaju potencijal postati
nusproizvod ili otpad ovisno o tome na koji nacin ¢e se istima dalje upravljati. Galanakis (2012)
takoder navodi da se u novije vrijeme sve viSe koristi pojam ,,nusproizvodi prehrambene
industrije (engl. food by-product) umjesto ,,otpad* za materijale koji imaju potencijal ponovne
primjene kao izvor funkcionalnih komponentata te u razvoju novih proizvoda.
Struktura i sastav agro-industrijskih ostataka mogu biti vrlo razli¢iti te se Cesto radi o
specificnim ostacima uvjetovanima vrstom primarne sirovine, na¢inom tehnoloSke obrade,
odnosno Zeljenim oblikom i svojstvima glavnog proizvoda (Murugan i sur., 2013). U kontekstu
hrane biljnoga podrijetla, ostatke ¢ine razli¢iti nejestivi dijelovi koji se izdvajaju prilikom
specifiénog nacina prerade sirovine nekim tehnoloskim postupkom. Konkretno, najéesce se u
iste ubrajaju posije zitarica, slama, ostaci iz mlinova; zatim ljuske, melasa, iscrpljena pulpa u
sluaju prerade korjenastog bilja i gomolja; zatim ljuske sjemenki, pogace, dijelovi biljke u
slu¢aju uljarica i mahunarki te kora, ljuske, koZice, sjemenke, kostice, vegetativni dijelovi biljke
(stabljika, liS¢e), komina, iscrpljena pulpa, kod prerade voca i povréa (Galanakis, 2012;

Chandrasekaran, 2013). Takoder, osim nekonzumnih djelova, ostatke iz prerade biljnih sirovina
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mogu ¢initi i cijeli plodovi koji zbog narusenih mikrobioloskih ili senzorskih svojstava nisu
prikladni za proizvodnju. Moze se zakljuciti da glavninu ostataka iz industrijske proizvodnje
hrane neizbjezno nastaje, §to se ne moze zna¢ajno mijenjati promjenom ponasanja proizvodaca
prema sirovinama.

Biljni agro-industrijski ostaci slozenog su i zanimljivog sastava u kojem se, ovisno o sirovini,
mogu naci znacajni udjeli razli¢itih nutritivnih makro- i mikrokomponenata. Potencijal
upravljanja ovakvim materijalom upravo je u kemijskom sastavu, bilo da se isti koristi cjelovito
ili kao sirovina za daljnju obradu. Cjelovito koriStenje uglavnom je u kontekstu
konvencionalnih na¢ina prenamjene otpadnih biljnih materijala iz industrijske proizvodnje
hrane, dok su s inovativnog aspekta agro-industrijski ostaci potencijalno vrijedne sirovine za
proizvodnju novih sekundarnih proizvoda (sekundarne biljne sirovine) ili alternativa (dodatak)
primarnim sirovinama.

Za primarnu fazu proizvodnje hrane vrlo je teSko procijeniti ukupnu koli¢inu nastalog otpada s
obzirom na heterogenost tog sektora te poteSkoce u prikupljanju relevantnih podataka. Ipak,
dostupni podaci ukazuju da u Europi ¢ak do jedna tre¢ina ukupnog otpada hrane nastaje u
primarnoj proizvodnji (Brautigam i sur. 2014). Opcenito, proizvodnja voca i povréa te
korjenastog povrca i gomolja generira najviSe otpada u proizvodnji od svih drugih proizvoda
(Gustavsson i sur., 2011; Brautigam i sur., 2014). Prema podacima FUSION projekta za 2012.
godinu (Stenmarck i sur., 2016), u Europskoj Uniji (EU-28) ukupno 30 % nastalog otpada iz
proizvodnje hrane (ukljucujuéi hranu i nejestive dijelove povezane s hranom) odnosilo Se na

primarnu proizvodnju (11 %) i procesiranje (19 %).

2.2 Nadini upravljanja i valorizacije agro-industrijskog otpada

Velika koli¢ina, organski sastav i relativno visok udjel vode (pogotovo u ostacima iz prerade
voca i povrca), glavni su problemi odlaganja biljnog agro-industrijskog otpada zbog velike
podloZnosti istoga mikrobioloskom i oksidacijskom kvarenju te visokim troSkovima transporta
i odlaganja. Uc¢inkovito upravljanje ovakvim materijalom od velikog je ekonomskog i
ekoloskog znacaja. Istrazivanja pokazuju da s aspekta najpovoljnijeg utjecaja na okoli§ iz LCA
(engl. life cycle assesment) perspektive, izbor upravljanja otpadom iz proizvodnje hrane slijedi
hijerarhiju piramide (Slika 1).

Prema navedenoj hijerarhiji, prioritet uspjeSnog upravljanja ¢ini prevencija nastanka otpada u
proizvodno-distribucijskom lancu, a slijede preraspodjela hrane prema potrebitima, koriStenje
u prehrani Zivotinja, industrijska prenamjena u obliku energije te na kraju odlaganje (Beausang

i sur., 2017).
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Slika 1. Piramida upravljanja otpadom iz proizvodnje hrane (Beausang i sur., 2017).

U literaturi se mogu nac¢i modifikacije navedene piramidalne hijerarhije (Otles i sur., 2015;
Matharu i sur., 2016) kojima je zajednicko da se otpad iz proizvodnje hrane nastoji §to duze
zadrZati u prehrambenom lancu te svi naéini koji vode tome su visokoprioritetni. Politika
Europske unije uglavnom je usmjerena ovakavom pristupu, s obzirom na razvoj odgovarajuc¢ih
legislativa, teZe¢i ponovnoj primjeni, odnosno recikliranju otpada i smanjenju koli¢ine otpada
koja se odlaze na odlagalistima otpada (Otles i sur., 2015).

Osim piramidale hijerarhije, u literaturi se, u kontekstu upravljanja otpadom iz proizvodnje
hrane, spominje i koncept tri R - Reduce, Reuse and Recycle koji u sebi sadrze segmente

prethodno navedene piramidalne hijerarhije (Murugan i sur., 2013).

2.2.1 Konvencionalni naéini

Konvencionalni nac¢ini upravljanja agro-industrijskim otpadom obuhvacaju odlaganje na
odlagaliStima otpada te recikliranje organske tvari za dobivanje hrane (gnojidba tla, uzgoj

zivotinja, uzgoj gljiva) i dobivanje energije.
2.2.1.1 Odlaganje na odlagaliStima otpada

Odlaganje na odlagalistima otpada metodom ukapanja u zemlju (engl. landfilling) koristi se za
zbrinjavanje ¢vrstog otpada te je jedan od najées$¢ih nacina zbrinjavanja agro-industrijskog
otpada u zemljama gdje je dostupno dovoljno povrsine za takvu djelatnost (Murugan i sur.,
2013). lako se radi 0 organskom materijalu podloznom razgradnji te se odlaganje u zemlju ¢ini
kao logican slijed, ovakav na¢in odlaganja ne podlijeZe suvremenim ekoloSkim principima koji
nastoje zatvoriti LCA (engl. Life Cyce Assesment) koncept-sustav pojedinih prirodnih resursa
(Murugan i sur., 2013). U skladu s time, Europska unija kroz svoje direktive (European Landfill
Directive (1999/31/EC) i Waste Framework Directive (2008/98/EC)) nastoji smanjiti koli¢inu
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otpada iz proizvodnje hrane koji se odlaze ukapanjem u zemlju za ¢ak 90 % do 2020., u odnosu
na koli¢inu otpada proizvedenu do 2006. godine (Otles i sur., 2015). Uslijed zakonskih
postroZenja, odlaganje ukapanjem u zemlju postaje vrlo skupa opcija zbrinjavanja agro-
industrijskog otpada (Van Dyk i sur., 2013).

2.2.1.2 Prehrana Zivotinja

Primjena agro-industrijskih ostataka u obliku sto¢ne hrane jedna je od naj¢esé¢ih ,,recikliraju¢ih®
primjena ovakvog materijala (Otles i sur., 2015) te moze obuhvacati i ¢vrsti i tekuci otpad. Na
ovaj nacin fizicki se smanjuje kona¢na koli¢ina otpada namijenjenog odlaganju. Takoder, dio
proizvedene hrane vraca se u prehrambeni lanac putem sudjelovanja u uzgoju Zivotinja za
ljudsku prehranu, a iz tog razloga, agro-industrijski ostaci koristeni na ovaj na¢in ponekad se
ne uvrstavaju u konacnu procjenu koli¢ine nastalog otpada iz proizvodnje hrane (Stenmarck i
sur., 2016). Primjena agro-industrijskog otpada kao sto¢ne hrane limitirana je vrstom otpada te
nutritivnim  svojstvima istoga, pri ¢emu su glavni nedostaci neuravnotezen sastav
makronutrijenata te prisutnost komponenata koji Zivotinjama mogu narusiti zdravlje te smanjiti
prinos i kvalitetu mesa (Murugan i sur., 2013). Drugi nedostatak ove primjene su visoki troskovi
suSenja u svrhu mikrobioloske stabilizacije materijala te smanjenja visokih troskova transporta
(Van Dyk i sur., 2013; Otles i sur., 2015). U kontekstu biljnoga otpada, isti je zbog visokog
udjela vlakana (celuloze i hemiceluloze) te niskog udjela proteina pogodan za prezivace (Van
Dyk isur., 2013; Otles i sur., 2015).

2.2.1.3 Kompostiranje i vermikompostiranje

Kompostiranje je postupak proizvodnje biomase anaerobnom digestijom organskog materijala
uslijed djelovanja razli¢itih mikroorganizama (plijesni, bakterija i protozoe) (Otles i sur., 2015),
dok se u vermikompostiranju koriste obli¢i koji Zive u zemlji za biokonverziju organskog
otpada u proizvod nalik humusu. Oba nacina rezultiraju biomasom koja se koristi kao gnojivo
u svrhu poboljsavanja svojstava zemlje za uzgoj poljoprivrednih kutura. Kompostiranje i
vermikompostiranje provodi se kao alternativa kada agro-industrijski otpad nije pogodno

koristiti kao sto¢nu hranu (Murugan i sur., 2013)
2.2.1.4 Dobivanje energije

Otpad iz proizvodnje hrane ima velik potencijal za dobivanje razli¢itih oblika energije zbog
visokog udjela organske tvari, odnosno karakteristicnog organskog sastava koji se moze
prevesti u energiju pomoc¢u prikladnih metoda (Murugan i sur., 2013) te se koristiti kao

alternativni izvor energije (iz obnovljivih izvora) i nadopuna koristenju konvencionalnih,
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fosilnih goriva. Osnovna dva nacéina konverzije u neke od oblika energije su termokemijski
nacin i biokemijski na¢in (Murugan i sur., 2013; Otles i sur., 2015), a izbor nacina konverzije
najvise ovisi 0 udjelu vode u materijalu.

Termokemijska konverzija agro-industrijskog otpada prikladna je za materijale relativno niskog
udjela vode (vlage), manjeg od 50 %, a ovim nacinom dobivaju se energijom bogati tekuci i
plinoviti meduprodukti (Otles i sur., 2015). Od termokemijskih metoda najcesce se koriste
spaljivanje, piroliza i uplinjavanje (rasplinjavanje, gasifikacija). Spaljivanje (incineracija) je
najjednostavnija metoda uniStavanja agro-industrijskog otpada te se najceS¢e koristi za
dobivanje toplinske energije koja se koristi u primarnim procesima uslijed kojih otpad i nastaje,
tj. kao pomoc¢ni izvor energije u nekom tehnoloskom postupku. Takoder, ovaj postupak
prikladan je za zbrinjavanje potencijalno opasnog organskog materijala, kao i materijala koji
nije lako biorazgradiv (Murugan i sur., 2013). Prikladnost otpadnog materijala za spaljivanje
najvise ovisi o udjelima vode i nesagorivih komponenata, a glavne nedostatke Cine potencijalno
negativan utjecaj na okoli$ i relativno visok ukupni trosak postupka (Murugan i sur., 2013).
Pirolizom i uplinjavanjem dobivaju se bio-ulje i sintetski plin koji se koriste kao intermedijeri
za dobivanje bio-goriva (Murugan i sur., 2013).

Kod biokemijskog nacina dobivanja energije iz otpadnih organskih materijala, najcesce se
govori o anaerobnoj digestiji. Ovaj postupak prikladan je za otpad relativno visokog udjela
vode, veceg od 50 %, u kojem se koristi aktivnost raznolike mikrobne populacije u nizu
biokemijskih reakcija u anaerobnim uvjetima. Pritom nastaju bioplin (hajve¢im udjelom metan
i ugljikov dioksid (CO.)), kao osnovni produkt, te aktivni mulj, kao nusprodukt. Bioplin se
najvise koristi za dobivanje elektricne energije putem toplinske energije ¢ime se smanjuje
koristenje fosilnih goriva u istu svrhu te smanjenja emisije CO (Pesta, 2006), dok se aktivni

mulj moze koristiti kao gnojivo (Nishio i Nakashimada, 2013).

2.2.2 Inovativne metode

S obzirom na zakonska ograni¢enja, ekonomske razloge, sve vecu svijest o utjecaju na okolis
te nemogucénost 1/ili neprakti€nost primjene navedenih konvencionalnih metoda recikliranja za
sve vrste organskih ostataka, u danaSnje vrijeme javlja se potreba za pronalaskom novih
mogucénosti zbrinjavanja, tj. preusmjeravanja otpada iz proizvodnje hrane. Pritom su upravo
agro-industrijski ostaci, tj. organski otpad iz industrijske prerade hrane najviSe razmatran
materijal u tom kontenstu zbog relativno dobre ocuvanosti materijala te koli¢inske dostupnosti
s istog mjesta, primjerice tvornica za preradu odredenih sirovina (Galanakis, 2012). U novije

vrijeme javlja se pojam valorizacije otpada u proizvodnji hrane, a time i agro-industrijskih
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ostataka, koji se moze definirati kao opceniti postupak konverzije otpada u proizvode dodane
vrijednosti (Chandrasekaran, 2013; Matharu i sur., 2016; Arancon i sur., 2018), pri ¢emu se
dodana vrijednost realizira u ekonomskom i ekoloskom smislu. Nove metode koriStenja i
recikliranja agro-industrijskih ostataka, tj. njihova valorizacija, usmjerene su na povrat
vrijednih komponenata (Laufenberg i sur., 2003; Otles i sur., 2015), a povrat se moze ostvariti
izdvajanjem zeljenih komponenata, mikro- ili makronutrijenata, u izvornom obliku ili
konverzijom istih do krajnjih Zeljenih produkata. Na taj nac¢in potiCe se iskoriStavanje punog
potencijala neke sirovine te odrZivost proizvodnje hrane opcenito, a otpadni materijali i
nusproizvodi promoviraju se u vrijedne sekundarne sirovine za daljnju industrijsku obradu,
odnosno u materijale dodane vrijednosti. Osim navedenog, inovativno koriStenje agro-
industrijskog otpada podrazumijeva i primjenu novih, u¢inkovitih tehnologija, bilo da se radi o
kemijskim, termokemijskim ili biokemijskim postupcima. Pozitivni u¢inci povrata razli¢itih
komponenata iz agro-industrijskih ostataka dalekosezni su i dugoro¢ni. Primjenom adekvatne
metodologije moguce je vratiti dio izgubljenih nutrijenata u prehrambeni lanac te tako povecati
iskoristivost dostupne hrane povec¢anjem njezine koli¢ine ili trajnosti (Otles i sur., 2015).

U kontekstu valorizacije agro-industrijskih ostataka sve ¢eS¢e se koristi pojam/koncept
biorafinerije. Koncept biorafinerije analogan je klasicnom pojmu petrokemijske rafinerije,
prema kojem se agro-industrijski ostaci koriste kao sekundarne sirovine za dobivanje razli¢itih
vrsta tzv. bio-proizvoda - biokemikalija, biomaterijala i bioenergije (Cherubini i Ulgiati, 2010;
Chen, 2015; Carmona-Cabello i sur., 2018;). Ovaj koncept u suprotnosti je s tradicionalnim
pristupom dobivanja jednog proizvoda iz sirovine te omogucuje iskoristavanje nekoliko
istaknutih komponenata sekundarne sirovine, a na taj na¢in iskoristenje iste u obliku razli¢itih
proizvoda dodane vrijednosti. Koncept biorafinerije za agro-industrijske ostatke uglavnom se
istrazuje i primjenjuje na lignoceluloznim materijalima, tj. biljnim sekundarnim sirovinama u
kojima dominiraju celuloza, hemiceluloza 1 lignin, ali moze se primijeniti i na ostale biljne
sekundarne materijale, poput ostataka iz prerade voca i povréa. Za razliku od konvencionalnog
nacina iskoriStavanja biljnog otpada, koncentriranog na agronomiju, stocarstvo i energetiku,
novi nacini iskoristavanja agro-industrijskog otpada mogu biti usmjereni u razliite industrije,
putem proizvodnje osnovnih (baznih, platformnih) kemikalija za razli¢ite industrijske namjene,
kao $to su bio-materijali, bio-energija, zatim lijekovi, kozmeti¢ki proizvodi te novi prehrambeni

proizvodi (Slika 2).
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Slika 2. Moguc¢nosti iskoriStavanja poljoprivredne slame u kontekstu konvencionalne
primjene i biorafinerije (Chen, 2015).

2.3 Ciljane komponente agro-industrijskog otpada i njihov povrat

Struktura i sastav agro-industrijskih ostataka, kao i opéenito otpada iz proizvodnje hrane, moze
se znatno razlikovati ovisno o regionalnim, sezonskim, sirovinskim i tehnoloskim parametrima
(Galanakis, 2015). Povrat, tj. izdvajanje pojedine komponente ovisi 0 njezinom udjelu u
sekundarnoj sirovini i potencijalnoj industrijskoj ili prehrambenoj vaznosti, odnosno dodanoj
vrijednosti kona¢nog proizvoda. S tog aspekta, iz biljnih agro-industrijskih ostataka najcesce
se izdvajaju mikrokomponente poput polifenola i pigmenata zbog njihovih antioksidacijskih
ucinaka, ali takoder se mogu izdvajati i makrokomponente, poput ugljikohidrata koji se mogu
koristiti na konvencionalan naéin, za pobolj$anje tehnoloske i senzorske kvalitete prehrambenih
proizvoda, a u novije vrijeme kao i funkcionalni dodaci. Bez obzira na vrstu ciljane
komponente, planiranje valorizacije agro-industrijskih ostataka moze se opisati opc¢enitom
strategijom (Galanakis, 2015) koja se sastoji od nekoliko faza (Slika 3). Prvo je vazno
identificirati vrstu i strukturu agro-industrijskog ostatka te prikupiti podatke o koli¢ini,
distribuciji i dostupnosti materijala kako bi se mogla planirati proizvodnja, iskoriStenje sirovine
isl., ne nuzno vazno iz uskog gledista povrata neke komponente, ve¢ iz perspektive isplativosti

cjelokupnog procesa. Nakon toga se prikupljaju uzorci te slijedi njihova karakterizacija.
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Slika 3. Univerzalna strategija povrata razliCitih mikro- i makrosastojaka iz agro-
industrijskih ostataka (Galanakis, 2012; Galanakis, 2015).

U konacnici, potrebno je evaluirati faktore stabilnosti ciljanih komponenata, poput

mikrobioloske i enzimske stabilnosti cjelokupnog matriksa, i zatim slijedi postupak izdvajanja
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ciljane komponente ili grupe komponenata, koji se moze pojednostavljeno definirati u 5 koraka,
kako je opisano u radu Galanakisa (2012).

Prilikom makroskopskog predtretmana ujednacava se otpadni materijal na makroskopskoj
razini kako bi se olakSalo izdvanje pojedinih komponentata, tj. povecala permeabilnost
materijala, a takoder je poZeljno koncentrirati ciljane komponente smanjenjem udjela vode te
ih mikrobioloski i enzimski stabilizirati. Slijede postupci izdvajanja makromolekula i/ili
mikromolekula odgovaraju¢im metodama te procis¢avanje i oblikovanje konacnog proizvoda.
Predlozeni koraci mogu se modificirati sukladno karakteristikama pojedinih ciljanih
komponenata, a ukupni postupak treba zadovoljavati sljedece ciljeve:

a) maksimiziranje prinosa ciljanin komponenata,

b) izdvajanje ciljanih komponenata u ¢istom i za konzumaciju sigurnom obliku,

c) prilagodba potrebama procesne industrije,

d) sprjeCavanje deterioracije materijala, autotoksidacije i smanjenja funkcionalnih

svojstava ciljanih komponenata,

e) osiguravanje jestivosti kona¢nog proizvoda u smislu prehrambene kakvoce (engl. food

grade),

f) osiguravanje odrzivosti procesa u sklopu prehrambene industrije (Galanakis, 2015).
Osim identifikacije ciljanin komponenata i njihovih funkcionalnih svojstava, potrebna je
integracija odgovaraju¢ih postupaka, ukljucujuci tehnologiju i1 otapala, kako bi se postigla
zeljena ucinkovitost izdvajanja. Pri odabiru postupka vrlo vaznu ulogu ima poznavanje
strukture biljnoga tkiva i raspodijele ciljanih komponenata unutar istoga, kao i fizikalno-
kemijskih svojstava makro- i mikromolekula (Galanakis, 2015). Jednako tako, danas se sve vise

istrazuje primjena inovativnih tehnologija za izdvajanje Zeljenih komponentata, kao vrlo ¢esto

2.3.1 Funkcionalni sastojci agro-industrijskog otpada

Ekstrakcijom i povratom vrijednih sastojaka iz agro-industrijskih ostataka poveéava se
iskoriStenje izvorne sirovine te Se istovremeno smanjuje koli¢ina potencijalnog otpada, odnosno
ostataka koji nemaju novu moguénost primjene.

Zbog iznimno bogatog kemijskog sastava, mogucnosti valorizacije biljnih agro-industrijskih
ostataka za prehranu ljudi su brojne. Biljni agro-industrijski ostaci, posebice ostaci prerade voc¢a
1 povréa, potencijalno su vazan izvor razli¢itih funkcionalnih sastojaka, poput antioksidansa-
polifenola, fenolnih kiselina i pigmenata (Goiii i Hervert-Hernandez, 2011; Babbar i sur., 2015)
te prehrambenih vlakana (McKee i Latner, 2000; O'Shea, 2012).

15



Doktorski rad - Aleksandra Vojvodié Cebin Teorijski dio

2.3.1.1 Bioaktivni spojevi (fitokemikalije)

Hrana biljnoga podrijetla sadrzi brojne mikrokomponente, medu kojima i sekundarne biljne
metabolite koji imaju biolosko djelovanje i blagotvoran ucinak na zdravlje ljudi uslijed redovite
konzumacije (Tomas Barberan, 2007). U skladu s time, u literaturi se ovi spojevi ¢esto navode
kao fitokemikalije (fitonutrijenti), odnosno bioloski aktivni (bioaktivni) spojevi, a oznacavaju
nenutritivne komponente hrane koje pokazuju pozitivne uc¢inke na zdravlje ljudi i povezuju se
s prevencijom razvoja mnogih krono¢nih stanja i bolesti (Goiii i Hervert-Hernandez, 2011;
Naumovski i sur., 2017). Sekundarni biljni metaboliti velika su skupina molekula razli¢itih
strukturnih i kemijskih karakteristika te lokalizacije unutar biljnih tkiva. U organizmu biljke
ovi spojevi imaju razli¢ite uloge, najceS¢e povezane sa zaStitom od razliitih biotickih 1
abioti¢kih faktora, te njihovo nakupljanje ovisi 0 stupnju razvoja biljke i potrebi za zaStitom
(Naumovski i sur., 2017). S aspekta neke biljne vrste i/ili njezinih dijelova kao hrane, bioaktivni
spojevi doprinose razli¢itim senzorskim karakteristikama, poput boje, mirisa, arome (najvise
izrazeno kod voca 1 povréa) te imaju ve¢ spomenuti veliki funkcionalni potencijal. Primarna
zaStitna uloga sekundarnih biljnih metabolita uvjetuje njihovo nakupljanje najéesce u vanjskim
dijelovima biljnih tkiva, kao $to su kora ili lis¢e, koja se narijetko prilikom industrijske prerade
izdvajaju u obliku agro-industrijskih ostataka. I1zdvajanje bioaktivnih sastojaka rastuci je trend
valorizacije agro-industrijskih ostataka, pri ¢emu se prvensteno Koriste ostaci iz prerade voca i
povréa zbog prirodnog bogatstva bioaktivnim spojevima (Schieber i sur., 2001; Laufenberg i
sur., 2003). Mogu¢nost daljnje primjene moze se zasnivati na iskoriStavanju bioloskog
potencijala ovih spojeva ili pak poboljSavanju senzorskih svojstava (boje, arome) i trajnosti
hrane, tj. koriStenja u obliku prirodnih aditiva (Tomas Barberan, 2007; Vuong i Athenton,
2007). U kontekstu prvo navedenoga, isti se mogu koristiti kao sastojci proizvoda dodane
vrijednosti namijenjenih ljudskoj prehrani i to u formulacijama nutraceutika - posebno
formuliranih proizvoda, dodataka hrani, koji nalikuju farmaceutskim proizvodima te kao
aktivni sastojak sadrze prirodno prisutne komponente hrane u visokim dozama koje mogu
poluciti zeljeni zdravstvani ucinak, ili pak kao sastojci funkcionalnih prehrambenih proizvoda
- kao dodatak konvencionalnim proizvodima, tj. sredsvo za obogacivanje istih, ili u razvoju
inovativnih proizvoda namijenjenih poticanju zdravlja ljudi (Tomas Barberan, 2007).
Koristenje bioaktivnih sastojaka kao prirodnih aditiva moze se smatrati nesto
konvencionalnijim pristupom, a dodana vrijednost prilikom tog na¢ina primjene ocituje se u
koriStenju prirodnih spojeva od kojih mnogi uz primarnu funkciju poboljSanja senzorske

kvalitete mogu imati i sekundarne zdravstvene uc¢inke. U tom smislu, bioaktivni sastojci se
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mogu koristiti u razli¢itim namirnicama kao antiksidansi (u namirnicama visokog udjela lipida),
konzervansi za sprjeCavanje mikrobnog rasta te prirodna bojila (Vuong i Athenton, 2007).
Bioaktivni spojevi, ¢iji potencijalno dobar izvor mogu biti agro-industrijski ostaci, mogu se
podijeliti u 3 osnovne skupine; polifenoli, terpenoidi (monoterpeni (komponente arome i
esencijalnih ulja), triterpeni (ergosterol, sitosterol, kampesterol) i tetraterpeni (likopen, B-
karoten, B-kriptoksantin i dr.)) i organosumporne komponente (aliin i alicin iz porodice
Alliaceae te glukozinolati iz porodice Brassicaceae) (Tomas Barberan, 2007). Osim u
prehrambene svrhe, bioaktivni spojevi iz otpadnih biljnih ostataka imaju potencijal primjene i
u farmaceutskoj i kozmetickoj industriji (Baiano, 2007; Rodrigues i sur., 2007).

S aspekta bioloskih u¢inaka bioaktivnih spojeva, antioksidacijsko djelovanje zasigurno je jedno
od najznacanijih i, posljedi¢no, najviSe istrazivanih svojstava. Opéenito, antioksidansi su vrlo
vazne komponente ljudske prehrane, a ¢ine ih razli¢ite molekule, uglavnom biljnoga podrijetla,
relativno male molekulske mase, (ali mogu biti 1 vrlo slozene molekularne strukture pa i
relativno velike mase), koje iskazuju zastitno djelovanje s obzirom na oksidacijske procese
uzrokovane reaktivnim kemijskim vrstama, poput slobodnih kisikovih ili dusikovih radikala,
koji u bioloS§kim sustavima imaju najsnaznije prooksidativno djelovanje (Halliwell, 1994). U
zivim organizmima postoje stani¢ni antioksidacijski mehanizmi koje Stite stani¢ne
makromolekule (DNK, proteine) od oksidacijskih oste¢enja, medutim unos dodatnih
antioksidansa prehranom opcéenito moze poboljsati obrambeni status organizma od
oksidacijskog stresa te unaprijediti postoje¢e mehanizme. Prema tome, antiksidansom se moze
smatrati svaka tvar ili molekula koja znacajno odgada ili prevenira oksidaciju neke molekule
kada se nalazi u znaCajno manjoj koncentraciji od molekule koju Stiti od oksidacijskog
djelovanja (Panouillé i sur., 2007). Osim kao funkcionalni dodatak, prirodni antioksidansi ¢esto
se koriste i kao prirodni aditivi koji osiguravaju stabilnost pojedinih komponenata hrane,
primjerice masti, zamjenjujuci tako sinteticke antioksidanse koji se dodaju tijekom industrijske
proizvodnje, poput butil hidroksitoluena (BHT) ili butil hidroksianisola (BHA), a uz ¢ije se
koristenje vezu negativne konotacije te ih novije generacije informiranih potrosaca izbjegavaju
(Azizah i sur., 1999).

Najvazniji antioksidansi u prehrani ljudi su polifenoli (Tylewicz i sur., 2018), a osim njih
izraZzena antioksidacijska svojstva imaju i neki karotenoidi, poput likopena i B-karotena
(Ribeiro i sur., 2018). Polifenoli (biljni fenoli) je zajednicki naziv za veliku skupinu
SirokorasprosStranjenih biljnih molekula koje imaju odredene sli¢nosti u strukturi s obzirom na
prisutnost aromatskog prstena, odnosno arenske strukture na koji su vezane hidroksilne

skupine. Ova definicija se proteze, odnosno limitira na spojeve koji imaju odredena zajednicka
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fizikalno-kemijska ili biokemijska svojstva, ukljucujuéi topljivost, molekulsku veli¢inu, broj
aromatskih struktura ili metabolicki put nastanka, kako je navedeno u radu Bels¢ak-Cvitanovi¢
i suradnika (2018). Polifenoli su jedna od najbrojnijih i najraznolikijih skupina sekundarnih
biljnih metabolita (Scalbert i sur., 2005), broje¢i i nekoliko tisuca razli¢itih molekula, a dogovor
oko ujednacene klasifikacije ni danas ne postoji u znanstvenoj zajednici te se u literaturi mogu
naci razli¢ite podjele: prema prirodnom izvoru, distribuciji u prirodi, bioloskoj funkciji ili
kemijskoj strukturi (Bels¢ak-Cvitanovic i sur., 2018). S obzirom na zadnje navedeno, polifenoli
se najcesce dijele u 5 skupina: fenolne kiseline, flavonoidi, lignani, stilbeni i ostalo (Grosso i
sur., 2014), a flavonoidi se dalje mogu podijeliti na 13 podskupina (Bravo, 1998) medu kojima
su najvaznije flavonoli, flavanoli, flavanoni, flavoni, izoflavoni, antocijani (Scalbert i sur.,
2005). S obzirom da su upravo flavonoidi najbrojnija, najrasirenija i najvise proucavana skupina
polifenola (Bravo, 1998), ¢esto se u literaturi spominje osnovna podjela polifenolnih spojeva
na flavonoide i neflavonoide (Galanakis, 2015). Izvori polifenola u prehrani ljudi razlicite su
namirnice biljnoga podrijetla, voce i povrée u prvom redu, a vrsta i udjeli pojedinih polifenolnih
skupina 1 spojeva znacajno variraju s obzirom na vrstu i1 oblik (procesiranost) namirnice. S
obzirom da se voce i povrée Cesto uzagaja sezonski ili pak uspjeva u odredenim klimatskim
podruc¢jima, svjeze sirovine Cesto se procesiraju kako bi im se osigurala trajnost, dostupnost
tijekom cijele godine ili kako bi se dobio Zeljeni oblik namirnice (pr. sok), Sto rezultira
znaCajnom koli¢inom biljnih ostataka, kao Sto su kore, kozice, pulpa, sjemenke, peteljke,
komina i sl. (Tylewicz i sur., 2018). Najznacajnije koli¢ine otpada prerade voca nastaju u
proizvodnji sokova i vina te konzerviranju (Panouillé i sur., 2007). Prilikom proizvodnje sokova
u prosjeku oko 30-50 % sirovine izdvoji se kao ostatak (Schieber isur., 2001), najéesée u obliku
iscrpljene pulpe ili komine. Ove otpadne sirovine potencijalno su vrlo dobar izvor vodeno-
neekstraktibilnih polifenola i vezanih polifenola (Galanakis, 2015; Bels¢ak-Cvitanovié i sur.,
2018). Prilikom konzerviranja, koli¢ina nastalog otpada nesto je manja, od 1 % (pr. brusnica)
do 20-30 % (pr. brokula ili mrkva) te se uglavnom sastoji od kora, koZica, stabljika, listova
(Panouillé i sur., 2007). Opéenito se agro-industrijski ostaci mogu smatrati dobrim izvorom
polifenola, koncentriranih u biljnim tkivima koja se ne konzumiraju u konvencionalnom smislu
ili su nejestiva, ili tkivima koja se uslijed procesiranja izdvajaju i bacaju.

Uz ostatake iz prerade voca i1 povréa, takoder 1 ostaci iz prerade Zitarica sadrze brojne znac¢ajne
biljne fenole (Tylewicz i sur., 2018) te predstavljaju vjerojatno najznacajniji izvor vezanih
fenolnih kiselina iz agro-industrijskih ostataka. Vezane fenolne Kkiseline sastavni su dio biljnih
stani¢nih stijenki gdje su esterski vezane na polisaharidne strukture. Medu njima se udjelom

istice ferulinska kiselina (iz podskupine hidroksicimetnih kiselina) (Panouillé i sur., 2007).
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Izdvajanje bioaktivnih spojeva iz biljnih matriksa provodi se najcesce ekstrakcijom Cvrsto-
tekuce uz primjenu otapala kompatibilnih s proizvodnjom hrane (pr. etanol, etil acetat), a izbor
otapala ovisi 0 svojstvima ciljane molekule. Osim konvencionalne ekstrakcije otapalima, danas
se intenzivno istrazuju i1 druge, ekoloski prihvatljivije i/ili ucinkovitije tehnike, poput
ekstrakcije superkriticnim fluidima ili potpomognutih ekstrakcija (ultrazvuk, mikrovalovi).
Pozeljno je da se u ekstrakciji koriste svjezi biljni materijali s obzirom da tehnike stabilizacije
materijala, pr. susenje, ili dugotrajno ¢uvanje, mogu denaturirati vrijedne spojeve i prouzrociti
gubitke. Takoder, potrebno je inaktivirati enzime, primjerice polifenol oksidazu, koji koriste
bioaktivne spojeve (polifenole) kao supstrat. Dobiveni ekstrakti najéesce se koncentriraju prije
krajnje primjene (nutraceutici, funkcionalni sastojak) primjenom susenja rasprSivanjem za

dobivanje suhih ekstrakata, ili uparavanjem.
2.3.1.2 Prehrambena vlakna

Biljni agro-industrijski ostaci, poput ostataka iz prerade voca i povrca te Zitarica, u sastavu suhe
tvari sadrze uglavnom ugljikohidrate te malu koli¢inu proteina i masti (Mirabella i sur., 2014).
S obzirom na dominantnu zastupljenost, upravo razmatranje iskoriStavanja ugljikohidratne
frakcije pruza prednost znacajne iskoristivosti mase agro-industrijskih ostataka. Pritom se
ugljikohidratna frakcija moZe iskoristiti na razli¢ite na¢ine, a njezin povrat u nutritivne svrhe
(izravno ili neizravno) moze se smatrati svojevrsnim prioritetom prema prethodno opisanoj
piramidalnoj hijerarhiji strategije upravljanja otpadnom biomasom iz proizvodnje hrane (Slika
1).
KoriStenje biljnih agro-industrijskih ostataka u obliku prehrambenih vlakana predstavlja gotovo
izravan nacin primjene ugljikohidratne frakcije. Osim toga, prehrambena vlakna mogu se
smatrati multifunkcionalnim sastojkom s obzirom da nerijetko zadovoljavaju nekoliko funkcija
u prehrambenom proizvodu, kao sto su:

a) nutritivna kvaliteta i promoviranje zdravlja,

b) osiguravanje Zeljene strukture (pr. poroznost),

c) senzorske karakteristike (pr tekstura, osjecaj u ustima, svjezina),

d) fizikalne karakteristike (pr. gustoca, viskoznost),

e) tehnoloske karakteristike (pr. sposobnost zadrzavanja vode, emulgiraju¢a svojstva)

(Laufenberg, 2003).

ZajedniCka definicija prehrambenih vlakana i danas je predmet rasprave mnogih istrazvaca s
obzirom da postoje dva osnovna stajaliSta promatranja prehrambenih vlakana, a to su kemijska

struktura i fizoloski uc¢inak (Prosky, 2001), dok neki autori navode i treci, tzv. ,,botani¢ki* faktor
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podjele (Guillon i sur., 2000) s obzirom da se definicije uglavnom odnose na konstituente
biljnih stani¢nih stijenki.

Osnovnu definiciju prehrabmenih vlakana dali su Trowell i suradnici (1976), opisujuéi vlakna
kao ostake biljnih stani¢nih stijenki koji su otporni na hidrolizu enzimima u ljudskom
probavnom sustavu te ukljuuju neprobavljive polisaharide (celulozu, hemicelulozu,
oligosaharide, pektin, gume) te voskove i lignin. Ova definicija bila je Siroko prihva¢ena do
ranih 1990-ih kada su uslijed napretka analiti¢kih metoda otkrivene i druge komponente koje
pridonose fizioloskim uc¢incima sli¢no kao i prehrambena vlakna, medutim ne precipitiraju u
78 %-tnom etanolu (do tada standardno prihva¢enoj metodi odredivanja topljivih vlakana)
(Prosky, 2001). Daljnjim naporima relevantnih regulatornih tijela te istrazivacke zajednice
formirana je nova prosirena definicija kako je navedeno u radu Proskyja (2001): ,,Prehrambena
vlakna su nejestivi dijelovi biljke ili analogni ugljikohidrati koji ne podlijezu digestiji ili
apsorpciji u ljudskom tankom crijevu te u potpunosti ili djelomi¢no fermentiraju u debelom
crijevu. Prehrambena vlakna ukljuuju polisaharide, oligosaharide, lignin 1 vezane biljne
komponente. Prehrambena vlakna promoviraju pozitivne fizioloSke u¢inke kao $to su laksacija
i/ili smanjenjenje razine kolesterola i glukoze u krvi‘.

Pritom, analogni ugljikohidrati podrazumijevaju komponente hrane, neprobavljive i koji se ne
apsorbiraju, slicne biljnim prehrambenim vlaknima za koja su provedena istrazivanja, dok se
pod vezanim biljnim komponentama podrazumijevaju voskovi, suberin i kutin (Prosky, 2001).
Tablica 3 prikazuje pregled glavnih prehrambenih vlakna.

lako ne pridonose potrebnoj energiji ili gradivnim jedinicama ljudskog organizma, te se u tom
smislu mogu smatrati nenutritivnim komponentama hrane, vaznost vlakana u prehrani ljudi vrlo
je velika buduéi da vlakna sudjeluju u metabolizmu, apsorpciji te ekskreciji mnogih sastojaka
hrane i metaboli¢kih produkata njihove digestije. Uloga prehrambenih vlakana povezuje se s
mnosStvom zdravstenih ucinaka, a poceci takvih istrazivanja mogu se na¢i u radovima trojice
lije¢nika iz druge polovice 20. stoljeca, Burkitta, Trowella i Walkera, usmjerenima na
usporedbu nacina zivota i prehrane dijelova africke i europske populacije s pojavnoscu nekih
oboljenja (Kritchevsky, 2001). Do danas su provedena brojna istraZivanja o fizioloSkim
svojstvima i povezanim zdravstvenim uéincima koja se oslanjaju na fizikalno-kemijska
svojstva i/ili fermentabilna svojstva prehrambenih vlakana (Guillon i sur., 2000; Kritchevsky,
2001). Primjerice, fizikalna svojstva zadrzavanja vode i geliranja utje¢u na gastricko praznjenje,

formiranje fecesa i apsorpciju nutrijenata.
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Tablica 3. Klasifikacija, strukturne karakteristike i najces¢i izvori polisaharida koji se
smatraju prehrambenim vlaknima (Guillon i sur., 2000).

Skupina Komponente Struktura (veze u okosnici) Glavni izvori
Celuloza B-D-glukan (4-vezan)
Hemiceluloze Ksiloglukan Dikotiledoni
Ksilan Dikotiledoni

Pektinske tvari

Polisaharidi stani¢nih
stijenki viSih biljaka

Avrabinoksilan-glukuronoarabinoksilan
B-D-glukani mjeSovitih veza (3-i 4-
vezani)

Galakturonani i ramnogalakturonani
Arabinan (0-L-5-vezan, s bo¢nim
lancima)

Arabinogalaktan I (B-D-4-vezan, s
bocnim lancima)

Monokotiledoni
Monokotiledoni, posebno u
jeému i zobi

Dikotiledoni

Druge Lignin Kompleksni polifenolni polimer Zrela biljna tkiva
molekule

Karagenani Sulfatirani polmeri sastavljeni od Crvene alge, uglavnom
N galaktoze i anhidrogalaktoze Chondrus crispus
S B Alginati Polimeri b-manuronske kiseline i L- Smede alge, uglavnom
% £ & guluronske kiseline, monomeri se Laminaria digitata,
7‘;:, ‘F‘E = pojavljuju u tzv. blokovima stabljike Laminaria
.Tj;;) 2 E hyperborea, Ascophyllum

(5]

nodosum, Fucus serratus

Ksantan guma

Okosnica identi¢na celulozi, s
trisaharidnim bo¢nim lancima
sastavljenima od a-D-manoze, [3-D-

Xanthomonas campaestris

§ glukuronske kiseline i terminalne 3-D-
i manoze
= Gelan guma Linearna okosnica sastavljena od 1,3-  Pseudomonas elodea
'§ B-D-glukoze, 1,4-B-D-glukuronske
= kiseline, 1,4-B-p-glukoze i 1,4-B-D-
= ramnoze

Guma arabika Struktura sli¢na arabinoglakatanu tipa ~ Razliéite vrste akacije

II s kompleksnijim bo¢nim lancima
= Guma Karaya Struktura sli¢na pektinu, bo¢ni lanci Sterculia

= '§ sadrze glukuronsku kiselinu
= N Guma tragacanth Pektinska i arabinogalaktan 11 Astragalus gummifer
0 o struktura

Guar guma Galaktomanan, omjer D-galaktoze i D-  Endosperm sjemenki

manoze 1:2 mahunarki
Cyamopsis teragonolobus
o= Lokust (roga¢) guma  Galaktomanan, omjer D-galaktoze i D-  Ceratonia siliqua
S5 manoze 1:4
25 Psilijum Polisaharid sastavljen od arabinoze, Plantago ovata
W& ksiloze i galakturonske kiseline
Ekstrakti Konjac Acetilirani glukomanan Amorphophallus konjac
korijena
s S Modificirana Karboksimetilceluloza
58 _ celuloza Metil-celuloza
% 2 S Hidroksimetilpropil-celuloza
§ o8 Modificirani pektini  Visoko- i niskometilirani amidirani Komina jabuke, kore
C -

pektini

citrusa
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Tablica 3. Klasifikacija, strukturne karakteristike i najces¢i izvori polisaharida koji se
smatraju prehrambenim vlaknima (Guillon i sur., 2000) - nastavak.

Skupina Komponente Struktura (veze u okosnici) Glavni izvori
Fizicki zarobljen Cjelovita zrna, sjemenke
Skrob mahunarki 1 Zitarica

— Granule Nativni $krob B-tipa (difrakcijom Sirovi krumpir, zelena

= . . - - .

€= rezistentnog Skroba  laserskih zraka) banana, visoko-amilozni

% 3 Skrobovi

N £ Retrogradirana Visoko-amilozni §krobovi

e % amiloza

Oligosaharidi  Fruktooligosaharidi ~ Sastavljeni uglavnom of fruktoze Korijen cikorije,

(glukozil(fruktozil),fruktoza) enzimskom sintezom

a-galaktozidi Saharoza(galaktoza)n; n=1-3 Grah, leca, grasak
(rafinoza,stahioza,
verbaskoza)

Strukturna svojstva prehrambenih vlakana mogu utjecati na vezanje zuc¢nh kiselina i
anorganskih iona. Povecavanje mase fecesa u debelom crijevu, uslijed unosa vlakana, moze
pospijesti ekskreciju tvari vezanih unutar fekalne mase. Nadalje, sama vlakna, s obzirom da
relativno nepromijenjena dospijevaju u debelo crijevo zbog otpornosti na probavne enzime u
gornjem probavnom traktu, mogu sluziti kao supstrat za rast crijevne mikrobiote, ¢iji
metabolicki produkti, poput kratkolan¢anih masnih kiselina, zna¢ajno mogu utjecati na ukupni
metabolizam konzumenta (Kritchevsky, 2001).

Slika 4 sazeto prikazuje povezanost fizikalno-kemijskih svojstava prehrambenih vlakana i
odgovarajuc¢ih zdravstvenih u¢inaka. Svi navedeni u¢inci dugoro¢no se povezuju s prevencijom
razli¢itih kroni¢nih oboljenja poput razli¢itih stanja i bolesti uzrokovanih suvremenim na¢inom
zivota: dijabetesa, bolesti probavnog sustava te nekih vrsta karcinoma (Kritchevsky, 2001,
Rodriguez i sur., 2006). Svojstva prehrambenih vlakana uvelike ovise o njihovom primarnom
kemijskom sastavu i strukturi, a koji su opet vezani uz izvor iz kojeg se vlakna izdvajaju te
nacin njihove pripreme. U osnovnoj podjeli, prehrambena vlakna dijele se na topljiva (pektini,
gume) i netopljiva (celuloza, lignin, neki hemicelulozni polimeri). Primjerice, apsorpcijska
svojstva i vezani u¢inci najvise se odnose na topljiva vlakna (Nawirska i Kwasniewska, 2005).
Jednako tako, i fermentabilnost ovisi o vrsti vlakana i to o dostupnosti na razini organizacije
biljnih tkiva te na razini interakcija molekula unutar tkiva, zatim o strukturi same molekule
polimera i na kraju o fermentabilnosti najmanjih i osnovnih jedinica polimera (Guillon i sur.,
2000). Tako su, primjerice, sekundarna biljna tkiva (zastupljena u posijama i pljevici zitarica)
te visokorazgranati i nasumicno razgranati polisaharidi manje podloZzni fermentaciji u debelom

crijevu (Guillon i sur., 2000).
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viskoznost metabolizam
glukoze i lipida
hidracijska svojstva *?
fizikalna struktura pretilost
dijabetes
vezanje Zucnih Kiselina KrivoZilna oboljenja

ostaci fermentacije
velicina Eestica
kapacitet zadrZavanja vode J?

tranzit fecesa

— Zdravlje
debelog crijeva

supstrat

mikrobiota Q‘
' fermentacija
intestinalne infekcije . l
kratkolanc¢ane masne Kiseline

intestinalni imunitet acetat, propionat, butirat

funkcionalnost metabolizam
kolonskog epitela glukoze i lipida

dijabetes (inzulin-
neovisan dijabetes tipa 2)
krvoZilna oboljenja

okoli§ lnmena

Zdravlje debelog crijeva
karcinom debelog crijeva

Slika 4. U¢inci prehrambenih vlakana u gastrointestinalnom traktu (Guillon i sur., 2000).

Prehrambeni izvori vlakana mogu se podijeliti u dvije osnovne skupine: vlakna u
nativnom/izvornom sastavu razli¢itih namirnica biljnoga podrijetla te vlakna u obliku dodataka,
odnosno suplemenata, i to kao sastojaka prehrambenih proizvoda (> 5 %) ili aditiva (< 5 %) u
istima (Guillon i sur., 2000). Valorizacija biljnih agro-industrijskih ostataka u obliku preparata
prehrambenih vlakana pruza veliki potencijal dobivanja proizvoda dodane vrijednosti te su u
literaturi opisani brojni primjeri za razliCite vrste agro-industrijskih ostataka (Larrauri, 1999;
McKee i Latner, 2000; Nawirska i Kwasniewska, 2005; O'Shea i sur., 2012). Najéesce se ovi
biljni materijali koriste za pripremu tzv. koncentrata prehrambenih vlakana, odnosno suhih
praskastih preparata visokog udjela vlakana, te za pripremu izolata vlakana, odnosno preparata
individualnih polisaharida ili jedne skupine polisaharida (Guillon i sur., 2000).

Koncentrati prehrambenih vlakana (engl. (high) dietary fibre concentrates/powders)
predstavljaju najjednostvaniji oblik primjene, ujedno i cjelovitu primjenu agro-industrijskih

ostataka u prehrambene svrhe. Pritom, sekundarna sirovina prolazi niz tehnoloskih postupaka
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kojma se dobiva stabilan praskasti proizvod, od kojih su najvazniji: mokro mljevenje, ispiranje,
susenje i suho mljevenje (Larrauri, 1999). Mokrim mljevenjem se usitnjava sirovina do
optimalne veli¢ine Cestica, a time se olakSavaju daljnji postupci njezine obrade. Ispiranjem se
uklanjaju nepozeljne komponente sirovine, primjerice mikrobioloska kontaminacija ili
jednostavni Seceri koji uzrokuju nepozeljno posmedivanje prilikom susenja. Susenje je osnovni
postupak stabilizacije materijala u mikrobioloSkom smislu, a rezultira takoder i smanjenjem
troSkova transporta i skladiStenja uslijed smanjenja mase proizvoda. Ovaj korak u pripremi je
ujedno i najskuplji. Suhim mljevenjem formulira se konac¢ni pripravak za laksu primjenu kao
sastojak nekog novog proizvoda. Komercijalni zahtjevi ovakvih pripravaka su: udjel vliakana
veci od 50 %, udjel vode manje od 9 %, nizak udjel lipida, niska kalorijska vrijednost (manje
od 8,36 kJ/g) te neutralan okus i miris (Larrauri, 1999). Sastav i svojstva koncentrata vlakana
ovise 0 sekundarnoj sirovini te stupnju naruSavanja strukture stani¢ne stijenke prilikom
pripreme (Guillon i sur., 2000). Njihova najceS¢a primjena je obogacéivanje nekog
prehrambenog proizvoda vlaknima, a takoder se mogu koristiti kao punila ili funkcionalna
zamjena za neki drugi sastojak, najcesce masti (Guillon i sur., 2000). S obzirom na sastav i
svojstva te Zeljenu primjenu, mnogi koncentrati vlakana u svojoj pripremi prolaze odredene
modifikacije kojima im se poboljSava funkcionalnost, kao $to su: djelomi¢na delignifikacija (za
lignocelulozne sirovine; predtretmanom zaluzenim vodikovim peroksidom), ekstruzija,
inkapsulacija topljivim vlaknima u svrhu pobolj$anja teksture, enzimska modifikacija u svrhu
poboljSanja senzorskih svojstava (Larrauri, 1999). Obogacivanje prehrambenih proizvoda
vlaknima ve¢ je dobro poznato i primijenjeno u praksi, a najpoznatiji primjer su zitarice za
dorucak te razli¢iti pekarski proizvodi obogaceni posijama, agro-industrijskim ostatkom
prerade Zitarica (Rodriguez i sur., 2006). S tog glediSta, ovaj nacin valorizacije biljnih agro-
industrijskih ostataka ne predstavlja novitet, ali ako se uzme u obzir da suvremenim nacinom
prehrane unosimo nedovoljne koli¢ine vlakana za prethodno navedene pozitivne ucinke na
zdravlje, javlja se potreba za pronalaskom i komercijalizacijom novih izvora vlakana. S
obzirom na veliku varijabilnost vlakana te svojstva i u¢inke koji iz toga proizlaze, vlakna iz
novih izvora potencijalno mogu osigurati poboljSana tehnoloska ili funkcionalna svojstva
krajnjeg proizvoda. Primjerice, vlakna iz voca imaju veci udjel topljivih vlakana, bolju
sposobnost zadrzavanja vode i ulja te bolju fermentabilnost u odnosu na vlakna iz Zitarica
(Larrauri, 1999). Osim obogacivanja vlaknima, koriStenje ostatka iz prerade voca i povréa za
dobivanje koncentrata vlakana ima potencijal i simultanog obogacivanja razli¢itim bioaktivnim
spojevima buduci da se sekundarna sirovina koristi cjelovito (Rodriguez i sur., 2006; Goiil i

Hervert-Hernandez, 2011), ali i specifi¢nom aromom (pr. koncentrati vlakana citrusa).
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Izolati prehrambenih vlakana mogu se dobiti ekstrakcijom iz biljnog matriksa, susenjem i
mljevenjem izvornih prirodnih eksudata ili organskom sintezom (Guillon i sur., 2000). U
kontekstu agro-industrijskih ostataka, vlakna ¢ine neskrobni ugljikohidrati biljne stani¢ne
stijenke: pektin, hemiceluloza i celuloza, te lignin ukoliko ostaci sadrze sekundarna biljna tkiva,
dok se izolati vlakana dobivaju frakcioniranjem polisaharida prikladnim otapalima te se mogu
korisiti na razli¢ite nac¢ine u prehrambenoj industriji, kao poboljsivaci tehnoloskih i senzorskih
svojstava te kao funkcionalni dodaci. Metode izdvajanja pojedinih polisaharidnih izolata

(pektina 1 hemiceluloze) opisane su u idu¢im poglavljima.

2.3.2 Mogucnosti valorizacije odabranih sekundarnih biljnih sirovina
2.3.2.1 Pulpa Secerne repe

Secerna repa vrlo je vazan prehrambeni usjev te je uz Seéernu trsku najvaznija sirovina za
proizvodnju saharoze. Najvaznija primjena saharoze upravo je u prehrambenoj industriji (70 %
ukupno proizvedenog Secera) gdje je gotovo nazamjenjiva u mnogim prehrambenim
proizvodima, ali takoder se koristi i u drugim industrijama (18 % za proizvodnju biogoriva i 12
% za ostale industrijske primjene) (Hofer, 2015). Uzgoj repe poznat je jo§ iz antickih vremena
kada se ova biljka uzgajala na Mediteranu u mnogim povrtnjacima u kulinarske svrhe, a kasnije
se prosirila Europom te se koristila 1 kao stocna hrana (Winner, 1993). Intenziviranje uzgoja
repe zapocinje otkriCem Andreasa Sigismunda Marggrafa, polovicom 18. st., da su slatki
kristali¢i dobiveni iz soka repe istovjetni onima podrijetlom iz Se¢erne trske. Kako je uzgoj
Secerne trske vezan za tropska i subtropska podrucja, Secer se do tada u Europu uvozio, a otkrice
novog izvora Secera koji uspijeva i u umjerenoj klimi znacilo je njegovu vecéu dostupnost $iroj
populaciji. Daljnjim naporima selektivnog uzgoja dobivena je Secerna repa kakvu danas
poznajemo (Hofer, 2015; Berlowska, 2018).

Seéerna repa (Beta vulgaris L. ssp. vulgaris) jedna je od 4 osnovne skupine uzgajanih vrsta repe
(Beta vulgaris L.), dok ostale 3 Cine tzv. lisnata repa (blitva), vrtna repa (cikla, Zuta repa) i
sto¢na repa (Winner, 1993.; Lange, 1999). Danasnji tipovi kultivirane repe prema Ford -Lloydu
i Williamsu (1975) potjecu od zajedni¢kog pretka, tzv. ,,maritimne forme*, odnosno jedne od 2
podvrste (ssp. cicla i ssp. vulgaris) koje su se razvile iz podvrste provulgaris. Danasnje
uzgojene repe pripadaju jednoj od navedenih podvrsta i to podvrsti cicla varijeteti cicla i
flavescens (tzv. lisnate repe), dok podvrsti vulgaris pripadaju Se¢erna repa, sto¢na repa i zuta
repa i/ili cikla. U literaturi se Secerna repa takoder navodi kao varijetet altissima podvrste
vulgaris (Beta vulgaris L. ssp. vulgaris var. altissima) (Anonymous 1, 2018). U industrijski

iskoristivom, zrelom obliku Se¢ernu repu ¢ini konusni zadebljani (mesnati, socni) korijen bijele
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boje iznad kojeg rastu listovi iz tzv. glave ili krune, u obliku rozete (Elliot i Weston, 1993;
Hofer, 2015). Iskoristivi dio biljke ¢ini upravo korijen koji sluzi kao skladi$ni organ u Koji
biljka pohranjuje saharozu nastalu fotosintezom u nadzemnim listovima tijekom prve godine
rasta (Hofer, 2015). Kad je spreman za berbu (u jesen, u prvoj godini rasta), korijen SeCerne
repe sadrzi priblizno 75 % vode, 0,7-0,9 % anroganske tvari i priblizno 5-7 % pulpe, dok ostatak
¢ini saharoza, ¢iji udjel se najcesce krece oko 18 % (Ralet i sur., 2009; Berlowska, 2018),
medutim, ovisno o kultivaru i uvjetima uzgoja, udjel saharoze moze iznositi 12 - 21 % (Hofer,
2015).

Seéer (saharoza) proizvedena iz $eéerne repe &ini priblizno 20 % ukupne svjetske proizvodnje
Secera (Berlowska, 2018), a prema nekim podacima i vise, 25-30 % (Ralet i sur., 2009). S
obzirom na industrijski znacaj, Se¢erna repa uzgaja se u vrlo velikim koli¢inama. Prema
podacima FAO za 2016. godinu (FAOa, 2018), ukupna svjetska proizvodnja Secerne repe
iznosila je oko 280 milijuna tona, od ¢ega se gotovo 40 % (110 milijuna tona) odnosilo na
proizvodnju u Europskoj uniji, koja je, uz Rusiju i SAD, medu 3 najveca svjetska proizvodaca
Secerne repe (Ralet i sur., 2009; Berlowska, 2018). Slika 5 prikazuje razmjere proizvodnje

Se¢erne repe unutar EU.
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Slika 5. Proizvodnja Secerne repe u zemljama Europske unije u 2016. godini (FAO,
2018a).

Premda je tehnoloski postupak proizvodnje Secera izrazito kompleksan, moze se podijeliti u
nekoliko osnovnih faza. Postupak zapocinje usitnjevanjem korijena repe u tzv. repine rezance i
ekstrakcijom saharoze iz repinih rezanaca pomocu vruée vode koja se giba protusmjerno u
difuznom tornju. Slijedi c¢iS¢enje difuznog soka od neSeéernih necisto¢a kalcijevim

hidroksidom i ugljikovim dioksidom postupcima alkalizacije. Nakon toga se procisceni rijetki
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sok uparava, a iz uparenog, gustog soka saharoza se izdvaja kristalizacijom. Kristali¢i saharoze
odvajaju se centrifugiranjem, a tekuc¢i dio (mati¢ni sirup) ponovno se uparava i uvodi u
kristalizator do maksimalno opravdanog iskoriStenja saharoze (Ralet i sur., 2009; Hofer, 2015).
Prema opisanom postupku dobiva se bijeli konzumni Secer, kao osnovni proizvod, te dvije vrste
nusproizvoda iz sirovine: pulpa Seéerne repe i melasa. Pulpu Seéerne repe ¢ini iscrpljeni rezanac
SeCerne repe preostao nakon ekstrakcije saharoze, a melasu gusta smeda tekucina (boja se
razvije tijekom uparavanja uslijed karamelizacije saharoze) na kraju ciklusa kristalizacije i
centrifugiranja, iz koje viSe nije ekonomi¢no izdvajati saharozu (Ralet i sur., 2009; Harland,
1993). U sirem kontekstu, i glave s listovima, koje se izdvajaju u pipremi osnovne sirovine,
korijena repe, takoder se mogu smatrati nusproizvodom proizvodnje Secera. U daljnjem tekstu
razmatrat ¢e se samo valorizacija pulpe Secerne repe.
Iz svake tone SeCerne repe proizvede se priblizno 140 kg Secera, iz Cega proizlazi da 85 %
ukupne sirovine zavrsi kao nusproizvod ili otpad (Panouillé i sur., 2007). Od toga velik dio
otpada na pulpu Secerne repe te se iz jedne tone repe, dobije priblizno 500 kg (mokre mase, ~90
% vode) pulpe SecCerne repe nakon ekstrakcije saharoze (Ralet i sur., 2009). Pulpa Sec¢erne repe
vrijedan je nusproizvod dostupan u vrlo velikoj koli¢ini, a njegova osnovna primjena je za
sto¢nu hranu, prevenstveno prezivaca i svinja (Ralet i sur., 2009; Berlowska, 2018) zbog visoke
probavljivosti, ¢ak 90 % za navedene skupine Zivotinja (Berlowska, 2018). Pulpa secerne repe
dostupna je u 3 osnovna oblika:

a) mokra pulpa - udjela suhe tvari 6 - 12 % (u prosjeku 10 %),

b) presana pulpa - udjela suhe tvari 18 - 30 % (u prosjeku 27 %),

c) suSena pulpa - udjela suhe tvari 87 - 92 % (u prosjeku 90 %) (Harland, 1993; Ralet i

sur., 2009; Berlowska, 2018).

Susena pulpa je najstabilniji (najtrajniji) oblik, a dobiva se naknadnim suSenjem presane pulpe
do Zeljenog udjela suhe tvari te se najéesce isporucuje u obliku suhih briketa.
Makrokomponentni sastav pulpe Secerne repe (Tablica 4) ¢ini ju pogodnim materijalom za
razli¢ite nacine valorizacije. U pulpi Secerne repe dominantna je ugljikohidratna frakcija, S
najviSim udjelom vlakna (neSkrobni ugljikohidrati), odnosno pojedinacnih polisaharida
pektina, hemiceluloze 1 celuloze, zastupljenih relativno jednoliko, Sto je karakteristika
primarnih stani¢nih stijenki dikotiledona (Ralet i sur., 2009). Upravo je ugljikohidratna frakcija
osnova valorizacije pulpe Se¢erne repe u nove svrhe (za razliku od primjene kao sto¢na hrana)
kako bi se dobili proizvodi dodane vrijednosti, a time 1 povecala vrijednost Secerne repe kao

sekundarne sirovine.
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Tablica 4. Makrokomponentni sastav pulpe Secerne repe.

Makrokomponenta Udjel (% s.tv.)
Ugljikohidrati 68f; 75'
Vlakna
Ukupna 76,9% 70,05 753 | Glc 22 20,6
Topljiva 24,8% 12,2¢; 25,2 Ara 18" 199
Netopljiva 52,19 57,8¢; 50,1 GalUA 18'; 20,29
Pektin 15-252 — Gal 5'; 4,69
Hemiceluloza 307 Rha 2i- 1,49
Celuloza 22-242; 229 Xyl 2i- 1,69
J Man 151,39
Saharoza 4f
Proteini 10,3%; 7 12,3¢; 8%, 10"
Lignin 5,92 4,56°; 2¢: 3 2N
Pepeo 3,7% 8% 2,5%6"
Lipidi 1,4% 2°

*Berlowska (2018); "Broughton i suradnici (1995); “Dinand i suradnici (1996); “Dongowski, 2007;
®Filipovié i suradnici (2007); "Finkenstadt i suradnici (2014); Guillon i suradnici (1998); "Kelly
(1983); 'Kiihnel i suradnici (2011); 'Laufenberg i suradnici (2003).

Glc - glukoza; Ara - arabinoza; GalUA - galakturonska kiselina; Gal - galaktoza; Rha - ramnoza;
Xyl - ksiloza; Man - manoza.

U prehrambene svrhe, polisaharidi pulpe Secerne repe mogu se primijeniti kao cjelovita vlakna
(koncentrat vlakana) ili kao izolati polisaharida. Cjelovita vlakna pulpe Secerne repe danas se
mogu naci pod komercijalnim nazivom Fibrex® (Nordic sugar), proizvodaca Danisco Sugar
A/S (Danska), ¢ija godisnja proizvodnja iznosi oko 5000 tona (Ralet i sur., 2009). Dobivaju se
industrijskom obradom pulpe Se¢erne repe u svrhu postizanja Zeljenih fizikalno-kemijskih i
senzornih karakteristika vlakana (neutralnost boje, okusa i odredenu veli¢inu ¢estica), kako bi
se ista mogla lakSe implementirati u razli¢ite prehrambene proizvode. Potencijalni proizvodi za
obogacivanje su zitarice za dorucak, pekarski proizvodi, tjestenina, mesni proizvodi, juhe i
snack-proizvodi (Ralet i sur., 2009). U odnosu na vlakna posija zitarica (najéesce koriStenih u
svrhu obogacivanja vlaknima), vlakna pulpe SeCerne repe imaju smanjeni udjel fitata te bolje
vezu i zadrzavaju vodu, $to pridonosi poboljsanoj teksturi i ,,mouthfeel* svojstvu (Filipovi¢ i
sur., 2007; Ralet i sur., 2009), dok se fizioloski uinci najvise ocituju u smanjenom tranzitu
fecesa te povecanju njegove mase, a postoji odredeni pozitivan u¢inak i na metabolizam lipida
(kolesterola) i glukoze (Ralet i sur., 2009; Anonymous 2, 2018). U kontekstu izolata, pulpa
Secerne repe obiluje pektinom i arabinanom (vise od 50 % stani¢ne stijenke). Pektin iz pulpe

Secerne repe slabo gelira pri standardnim uvjetima (u prisutnosti kalcijevih iona ili pri visokoj
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koncentraciji Se¢era u kiselim uvjetima), Sto se uglavnom pripisuje visokom udjelu acetilnih
skupina (visok stupanj acetilacije), a u odredenom myjeri i relativno niskoj molekulskoj masi i
visokoj razgranatosti molekule u odnosu na pektine iz voéa (Ralet i sur., 2009; Berlowska,
2018). Svojstvo slabog geliranja ograni¢ava konvencionalnu primjenu pektina pulpe Secerne
repe kao sredstva za geliranje, medutim, isti bi se mogao koristiti za proizvodnju neprobavljivih
pektinskih oligosaharida - oligogalakturonida, arabinooligosaharida i galaktooligosaharida,
koji pokazuju potencijal primjene kao prebiotika (Berlowska, 2018). Arabinani iz pulpe Secerne
repe pokazuju ucinke povrsinski aktivne tvari te emulgirajuci potencijal (Fishman, 2009; Ralet
i sur., 2009), a u lineariziranom obliku i svojstvo geliranja koje pogoduje primjeni kao zamjena
za mast (McCleary 1 sur., 1990). [zdvajanje 1 proc¢iS¢avnja arabinana iz matriksa pulpe Secerne
repe limitiraju njegovo koristenje pa bi dodana vrijednost u smislu zdravstenih uc¢inaka mogla
pogodovati daljnjim istrazivanjima. U tom kontekstu, arabinani iz pulpe Seerne repe mogu se
smatrati supstratom za proizvodnju prebiotickih arabinooligosaharida.

Pulpa Secerne repe znacajan je izvor vezane ferulinske kiseline (0,5 % s.tv. (Finkenstadt, 2014);
0,8 % s.tv. (Micard i sur., 1996)) ¢ijom biokonverzijom se moze proizvesti vanilin,
najzastupljenija komponenta arome vanilije i ujedno najznacajnija aroma koja se univerzalno
koristi u mnogim prehrambenim, kozmetickim i farmaceutskim proizvodima (Di Gioia i sur.,
2011). U tu svrhu primjenjuje se biotehnoloski postupak fermentacije u ¢vrstom/polué¢vrstom
stanju (engl. solid state fermentation), odnosno postupak mikrobnog rasta i vezane metabolicke
aktivnosti na netopljivim ¢vrstim ili polucvrstim supstratima uz nedostatak ili smanjenu
koli¢inu slobodne vode u odnosu na klasi¢ne postupke fermentacije (Laufenberg i sur., 2003).
S obzirom da se sinteti¢ki vanilin danas proizvodi kemijskom sintezom iz gvajakola i
nusproizvoda papirne industrije, pulpa Seerne repe te ostali agro-insutrijski ostaci bogati
ferulinskom kiselinom intenzivno se istrazuju kao alternativni prirodni izvori za proizvodnju
vanilina kao bioaditiva.

Valorizacija pulpe SeCerne repe u neprehrambene svrhe takoder obuhvaca iskoriStavanje
ugljikohidratne frakcije, a pritom se Koristi fermentacijski potencijal sirovine. Prvo se
polisaharidi hidroliziraju i/ili konvertiraju do fermentabilnih jedinica - monomera Secera ili
furfurala (enzimski ili kemijski), ¢ijom se fermentacijom ili biokonverzijom dobivaju razliciti
intermedijerni produkti kao svojevrsna platforma za daljnju proizvodnju razli¢ith proizvoda
poput biokemikalija, bioplastike i bioenergije. Primjeri tzv. platformnih kemikalija iz pulpe
Secerne repe su furfural, mlije¢na kiselina i bioetanol (Berlowska, 2018). Osim toga, pulpa

Se¢erne repe moze se iskoristiti i u proizvodnji biokompozitnih materijala te biougljena
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(Laufenberg i sur., 2003; Finkenstadt, 2014; Berlowska, 2018). Slika 6 shematski prikazuje

potencijal valorizacije pulpe Secerne repe.
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Slika 6. Prikaz moguénosti cjelovitog iskoriStavanja nusproizvoda prerade Secerne repe U
proizvode dodane vrijednosti (Finkenstadt, 2014).

2.3.2.2 Ljuska oraha

Orah (Juglans regia L.) je vrsta jezgrastog voc¢a koja predstavlja vaznu sirovinu u prehrambenoj
industriji, a konzumira se zbog specificnog okusa te visokovrijednog nutritivnog sastava. Uz
pekan orah, predstavlja komercijalno najznacajniju vrstu roda Juglans. Drvo oraha raste u
umjerenoj klimi te se danas uzgaja na podruc¢jima juzne Europe, sjeverne Afrike, isto¢ne Azije,
Sjedinjenih Americ¢kih Drzava i sjevernog dijela Juzne Amerike (Martinez i sur., 2010).
Komercijalno najznacajnija podvrsta oraha je tzv. obicni (perzijski, engleski) orah, a smatra se
da je isti podrijetlom iz sredi$nje Azije te je pro$iren na europsko kopno tijekom velikih seoba
naroda jo$ u anticko doba (Prasad, 2003).

Prema podacima FAO, svjetska proizvodnja oraha za 2016. godinu iznosila je problizno 3,75
milijuna tona (FAO, 2018a). Najveci dio (67,5 %) odnosi se na azijske zemlje, odnosno Kinu
kao najveéeg svjetskog proizvodaca, a znacajnim udjelom u proizvodnji doprinose i Iran te
Turska. Sjedinjene Ameri¢ke Drzave drugi su proizvoda¢ u svijetu (16,6 % svjetske

proizvodnje), a trece mjesto odnosi se na europsku proizvodnju (~ 9 % svjetske proizvodnje).
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U Europi je najveci proizvoda¢ Ukrajina, a Europska unija doprinosi s ~ 4,6 % svjetske

proizvodnje (Slika 7).
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Slika 7. Proizvodnja cijelih oraha u zemljana Europske unije u 2016. godini (FAO,
2018a).

Plod oraha ¢ine dva osnovna dijela: vanjski, sastavljen od mesnatog perikarpa, te unutarnji, koji
¢ini jezgra, odnosno sjemenka (2 kotiledona). Komercijalno iskoristiv dio ¢ini upravo jezgra
koja je bogata uljem (u prosjeku 60 %, ali moze varirati izmedu 52 i 70 %, ovisno o varijetetu),
proteinima (14,5 - 24 %), ugljikohidratima, odnosno vlaknima (12,1 - 18,3 %) te razli¢itim
vitaminima, mineralima, biljnim fenolima, tokoferolima (Prasad, 2003). Navedeni kemijski
sastav €ini jezgru oraha nutritivno vrijednom i energijom bogatom namirnicom, a konzumira
se u svjezem obliku ili tostirana, samostalno ili kao sastojak drugih prehrambenih proizvoda, u
prvom redu pekarskih i konditorskih proizvoda te kao sirovina za proizvodnju ulja (Prasad,
2003; Martinez i sur., 2010).

Da bi se iskoristila jezgra oraha, plodu oraha mora se ukloniti nejestivi perikarp. Perikarp oraha
sastoji se od 3 dijela: egzokarpa, mezokarpa i endokarpa, pri ¢emu se egzokarp i mezokarp vide
kao vanjski, mesnati zeleni ovoj (ljuska), dok endokarp predstavlja smeda ¢vrsta ljuska koja
obavija samu jezgru (sjemenku), a iznad kojeg se nalazi mezokarp (Slika 8) (Prasad, 2003; Wu
i sur., 2009; Shugang i sur., 2016). Ljusku oraha ¢ine uglavnom sklereide (tip sklerenhimskih
stanica, tzv. kamene stanice - engl. stone cells), karakterizirane kao odumrle stanice obavijene
debelom i ¢vrstom stani¢nom stijenkom (~ 90 % volumena stanice (Ayrilmis i sur., 2013)) u
kojima se nalazi puno lignina te ¢ija je funkcija isklju¢ivo mehanicka (Prasad, 2003;
Anonymous 3, 2018).
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Kad plod sazrije, zelena ljuska se otvori te ostatak ploda (jezgra obavijena ¢vrstim endokarpom)
pada na tlo. Ovakva sirovina konvencionalno se smatra cijelim orahom. Dalje se jezgra izdvaja
ljusenjem, odnosno uklanjanjem smede Cvrste ljuske, koja je ujedno i glavni nusproizvod

primarne obrade cijelih oraha.

periderm
perikarp
sjemenke

embrio
mezokarp
endokarp

Slika 8. Dijelovi ploda oraha u uzduznom (A) i horizontalnom presjeku (B).

Ljuska oraha ¢ini priblizno 50 % mase cijelog oraha (Prasad, 2003; Hemmati i sur., 2018), a
neki autori navode i podatak od 67 % (Pirayesh i sur., 2012), §to ukazuje na to da se prilikom
izdvajanja jezgri dobiva velika koli¢ina otpada koji se, s obzirom na svoj sastav (Tablica 5),

moze Smatrati potencijalno vrijednom lignoceluloznom sirovinom.

Tablica 5. Makrokomponentni sastav ljuske oraha.

Makrokomponenta Udjel (%0 s.tv.)
Ugljikohidrati 47,8 46,6°; 43¢
Pektin -
Hemiceluloza 17,7% 21,3% 21,2¢ Glc 22,49
Celuloza 36,9% 26,5°; 25,4° Xyl 16,8¢
GlcUA 1,7¢
ostalo* 1,3¢

36,6%; 49,2" 49,1¢; 444

Pepeo 2,1 3,6°
aAltun i Pehlivan (2012).; ®Ayrilmis i suradnici (2013); “Pirayesh i suradnici (2012); “Sinner i suradnici
(1979); Glc - glukoza; Xyl - ksiloza; GIcUA - glukuronska kiselina; *zbroj ostalih monomera (ramnoza,

arabinoza, galaktoza).
Glc - glukoza, Xyl - ksiloza, GIcUA - glukuronska kiselina.

Ljuska oraha moZe se koristiti za dobivanje energije spaljivanjem (pomo¢no gorivo), a U
usitnjenom obliku za proizvodnju kompozitnih materijala, u industriji plastike, kao abraziv, za
dobivanje prirodnog bojila, u proizvodnji aktivnog ugljena za bioadsorpciju teskih metala 1

boja, izdvajanje celuloznih fibrila za razli¢ite namjene (Prasad, 2003; Tutak i Benli, 2011; Altun
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i Pehlivan, 2012; Ayrilmis i sur., 2013; Hemmati i sur., 2018), dok primjena u prehrambene

svrhe nije navedena u dostupnoj literaturi.
2.3.2.3 Ljuska kakaovog zrna

Kakaovo zrno je osnovna sirovina u proizvodnji ¢okolade, najpoznatijeg i mnogima omiljenog
konditorskog proizvoda. Predstavlja sjemenku ploda kakaovca (Theobroma cacao L.), drveta
koje raste u toplim i vlaznim subtropskim i tropskim podru¢jima (komercijalno se uzgaja
izmedu 20° sjeverne i juzne zemljopisne Sirine), a podrijetlom je iz podrucja Srednje i sjevernog
dijela Juzne Amerike (Fowler, 2009). Kakaovo zrno poznavale su i drevne civilizacije Srednje
Amerike, a koristile su ga za pripremu cijenjenog napitka (hrana bogova) te kao novac, §to
govori o njegovoj vaznosti. I danas je kakaovo zrno vrlo cijenjeno, zbog karakteristicnog okusa
i arome te bogatog sastava, a kakaovi konditorski proizvodi vrlo su popularni. Prema podacima
ICCO (International Cocoa Organization) za 2008. godinu, prosje¢na potros$nja kakaovih zrna
u svijetu iznosila je 0,55 kg/osobi; europske zemlje su najvec¢i konzumenti kakaovih proizvoda,
s prosje¢nom godiSnjom potrosnjom 1,81 kg/osobi, a medu njima najviSe Belgija/Luksemburg
(5,97 kg/osobi) i Svicarska (5,28 kg/osobi), dok je prosjeéna godiinja potrosnja u Hrvatskoj
iznosila 2,14 kg/osobi u ekvivalentima kakaovih zrna (Afoakwa, 2010).

Proizvodnja kakaovog zrna u svijetu za 2016. godinu iznosila je ~ 4,7 milijuna tona (FAO,
2018a), a najvedi svjetski proizvodaci su africke zemlje (73,2 % svjetske proizvodnje), u prvom
redu Obala Bjelokosti (~40 %) i Gana (20,5 %), a zatim zemlje Juzne Amerike (16,6 % svjetske
proizvodnje) te zemlje Azije i Oceanije (10,2 % svjetske proizvodnje), prema podacima za
2015./2016. godinu (ICCO, 2018). Kakaova zrna nalaze se unutar plodova (mahuna) u koli¢ini
30-45 sjemenki, ovalnog su (bademastog) oblika te su obavijena slatkastom, sluzavom i bijelom
pulpom. Nakon dozrijevanja ploda, sjemenke se izvade, fermentiraju zajedno s pulpom i suse
te se kao takva koriste kao sirovina (Fowler, 2009). Samo zrno (Slika 9) sastoji se od 2
kotiledona i klice, obavijenih ljuskom (testa) (Fowler, 2009). Kotiledoni ¢ine najveéi dio zrna
(~ 80 %) te imaju funkciju skladiSnog organa koji podrzava razvitak klice i stoga su bogati
mastima, proteinima i vlaknima. Ljuska ¢ini 12 - 20 % mase zrna (Fowler, 2009; Okiyama i
sur, 2017). Uklanjanje ljuske zrna vrlo je vazan dio proizvodnje kakaove mase (koja se dalje
koristi u proizvodnji ¢okolade) te, prema odredbi Europske unije (Dierective 2000/36/EC),
udjel ljuske i klice u bezmasnom dijelu kakaovog loma (usitnjene jezgre - kotiledoni) smije biti
najvise 5 % (Okiyama i sur., 2017). Znacajna prisutnost kakaove ljuske, osim narusavanja
senzorske kvalitete konanog proizvoda, moZe i oteZati daljnju preradu jezgri zrna te abrazivno

djelovati na povrsinu strojeva zbog velike tvrdo¢e (Okiyama i sur., 2017). Uklanjanje ljuske
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kakaovog zrna provodi se toplinskim tretmanom koji uvjetuje isparavanje vode u zrnu uslijed
cega se ljuska napuhne i postane lomiljiva, Sto olakSava odvajanje od kotiledona i smanjuje
gubitke. Ovaj postupak moze se provoditi zasebno (prije) ili zajedno s przenjem zrna u svrhu
razvitka arome (Kamphuis, 2009). S obzirom da je nepoZeljan konstituent te se izdvaja iz
procesa dobivanja osnovnog proizvoda (kakaove mase, Cokolade), ljuska kakaovog zrna smatra

se nusproizvodom.

l]uska

klica

jezgra kotiledoni

Slika 9. Dijelovi kakaovog zrna (Okiyama i sur., 2017).

Ljuska kakovog zrna godi$nje se u svijetu proizvede u velikoj koli¢ini (~700 000 tona s obzirom
na dostupne podatke proizvodnje i udjela u zrnu) i predstavlja znaCajan nusproizvod
konditorske industrije. Glavna primjena ljuske kakaovog zrna je kao sredstvo za malCiranje
koje se u poljoprivredi koristi za sprjeCavanje pretjeranog gubitka vlage iz tla te kao mehanicka
zaStita od nametnika (Oddoye i sur., 2013). Danas se ipak istrazuju i brojne nove mogucnosti
valorizacije te primjena u prehrambene svrhe (kao izvora razliCitih mikro- |
makrokomponenata) s obzirom na zanimljiv kemijski sastav (Tablica 6). U tom kontekstu se
ljuska kakaovog zrna moze iskoristiti kao izvor vlakana i fitokemikalija (polifenola i
metilksantina). Vlakna iz ljuske kakaovog zrna uglavnom su netopljiva, sa znacajnim udjelom
celuloze i lignina, a konzumacija istih u obliku suplemenata vlakana pokazala je blagotvoran
uc¢inak na tranzit stolice u debelom crijevu prilikom lijeCenja konstipacije kod djece (Castillejo
i sur., 2006). Lecumberri i suradnici (2007) predlozili su primjenu mljevene kakaove ljuske u
proizvodnji niskokalori¢nih proizvoda bogatih vlaknima, poput ¢okoladnih keksa ili biskvita,
pri ¢emu bi karakteristi¢na boja i aroma kakaove ljuske pridonosila ukupnoj kvaliteti proizvoda.
Mollea i suradnici (2008) evaluirali su ljusku kakaovog zrna kao potencijalno dobar izvor
pektina. Dodatak topljivih vlakana ljuske kakaovog zrna (do 6 %) pokazao se isplativim u
proizvodnji vlaknima obogacenog kruha (Collar i sur., 2009) te kao zamjena za mast u
proizvodnji  ¢okoladnih muffina (Martinez-Cervera i sur., 2011). Od ostalih

makrokomponenata, u sastavu ljuske kakaovog zrna nalazi se i znacajan udjel proteina;
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medutim, 90 % a-amino dusika vezano je za oksidirane polifenole te je moguénost dobivanja

proteinskih izolata iz ljuske kakaovog zrna zanemariva (Okiyama i sur., 2017).

Tablica 6. Makrokomponentni sastav ljuske kakaovog zrna.

Makrokomponenta Udjel (% s.tv.)
Ugljikohidrati 39,9-49,4%:23,2¢
Vlakna
Ukupna 60,5¢%; 56,1° — Gl 15,7°
Topljiva 13,1-18,6" 10,1% 2,9° Ara 8,7°
Netopljiva 24,2-30,8%; 50,4%; 53,2¢ GalUA 13,4°
Pektin 8-9f Gal 3,9
Hemiceluloza 8,7° " Rha 0,8°
Celuloza 17,5-21,4% 24.4° Xyl 2,1°
Man n.r.
Saharoza -
Proteini 14,7%;: 12,5-17,6%; 16,79 15,8°
Lignin 24,4¢, 32,4¢
Pepeo 8,2%9,3-12,0%; 11,4¢; 7,4°
Lipidi 2,8%1,8-3,0"; 6,2¢;

aFowler, 2009; "Bonvehi i Beneria (1998); °Chung i suradnici (2003); “Lecumberri i suradnici (2007);
®Martinez i surandici (2012); "Mollea i suradnici (2008).

Glc - glukoza, Ara - arabinoza, GalUA - galakturonska kiselina, Gal - galaktoza, Rha - ramnoza, Xyl -
ksiloza, Man - manoza.

S obzirom na mikronutrijente, ljuska kakovog zrna moze se smatrati bogatim izvorom
polifenola i metilksantina koji u ljusku dospijevaju iz kotiledona tijekom fermentacije zrna
(Panak Balenti¢ i sur., 2018; Hernandez-Hernandez i sur., 2019). Op¢enito, glavne skupine
bioaktivnih spojeva u kakaovom zrnu su proantocijanidini, zastupljeni s 58 %, zatim flavan-3-
oli (primjerice katehini), zastupljeni s 37 %, i antocijani, zastupljeni s 4 % (Tallon, 2015). Stoga
je za ocekivati da se ovi spojevi u odredenoj mjeri mogu naci i u kakaovoj ljusci, a isticu se
upravo procijanidini, epikatehin i katehin (Panak Balenti¢ 1 sur., 2018). Potencijalna vaznost
ljuske kakaovog zrna kao izvora ovih vrijednih spojeva moze se ilustrirati odobrenom
zdravstevnom tvrdnjom od strane Europske agencije za sigurnost hrane (EFSA) da flavanoli iz
kakaovog zrna pomaZu odrzati endotelijski-ovisnu vazodilataciju, §to doprinosi normalnom
protoku krvi (EFSA, 2014; Tallon, 2015). Acticoa™ (Barry Callebaut AG, Svicarska) kakaov
prah i ¢okolada komercijalni su proizvodi nositelji ove tvrdnje, na tragu prethodnih sli¢nih
proizvoda kao $to je CocoaVia® (Mars Inc., SAD). Polifenolni ekstrakti kakaove ljuske

iskazuju i antikariogeni ucinak te se mogu potencijano koristiti za promoviranje dentalnog
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zdravlja (Ooshima i sur., 2000). Ljuska kakaovog zrna znacajan je izvor i1 metilksantina
teobromina (u prosjeku 0,9 % s.tv. (Fowler, 2009)), koji ima stimuliraju¢i u¢inak na sredi$nji
ziv€ani sustav te antioksidacijska svojstva (Panak Balenti¢ i sur., 2018).

Ostali nacini valorizacije ljuske kakaovog zrna ukljuc¢uju primjenu kao dodatak stocnoj hrani,
pri ¢emu je glavni limitirajuéi faktor udjel teobromina koji moze bit toksi¢an u odredenim
dozama; zatim u proizvodnji biogoriva i aktivnog ugljena, odnosno bioadsorbensa (Panak
Balentic¢ i sur., 2018).

2.3.2.4 Ljuska crvenog luka

Luk (Allium cepa L.) izrazito je cijenjena sirovina prehrambene industrije (zajedno s drugim
vrstama roda Allium) te se, zbog specifi¢nog okusa, koristi kao nezamjenjiva namirnica mnogih
svjetskih kuhinja, bilo kao povr¢e ili zacin. Smatra se da je biljka podrijetlom iz srediSnje Azije,
a uzgaja se ve¢ 4000 godina, s najranijijm zapisima jo$ iz vremena drevnog Egipta (Lewande,
2012). U svojoj tradicionalnoj primjeni, luk se koristio kao ljekovita biljka za lijeCenje razli¢itih
bolesti. Danas se uspje$no uzgaja, prvenstveno u prehrambene svrhe, u razli¢itim dijelovima
svijeta (najviSe u sjevernoj hemisferi te najmanje u tropskim podruc¢jima), zahvaljuju¢i dobroj
prilagodenosti razli¢itim klimatskim uvjetima i razli¢itoj dostupnosti vode. Dostupan je u
mnostvu razliCitih varijeteta specificnih izgledom, bojom, okusom i aromom te je stoga postao
gotovo univerzalni sastojak svih tradicionalnih kuhinja. NajceS¢e se uzgaja za proizvodnju
svjezih glavica, koje se, osusene, mogu skladistiti dulje vrijeme (i do 9 mj.). Kako bi se smanjili
gubici koji nastaju produljenim skladiStenjem, luk se procesira u trajnije oblike kao Sto su
dehidrirani luk (pahuljice, kolutovi, glanule, prah), smrznuti luk i konzervirani luk (u octu ili
salamuri), od kojih je najzastupljeniji dehidrirani luk (Lewande, 2012).

Luk je dvogodis$nja biljka, medutim, kao poljoprivredni usjev uzgaja se kao jednogodiSnja
biljka buduci da se iskoristivi dio - lukovica (glavica) luka formira se pri kraju prve godine rasta
(Slimestad 1 sur., 2007). Lukovica je skladi$ni organ luka koji se formira bubrenjem cilindri¢no
postavljenih baza listova uslijed nakupljanja vode i produkata fotosinteze (asimilata) iz
nadzemnih dijelova listova. Modificirani listovi u lukovici nazivaju se jo$ i ljuskama (engl. bulb
scales), a medusobno su povezani na kratkoj 1 plostanoj stabljici u obliku diska, tzv. baznoj
plo¢i (Currah i sur., 2012). Slika 10 prikazuje gradu glavice luka. U zreloj lukovici, vanjska
ljuska o€vrsne 1 ¢ini nepropusnu barijeru koja sprjecava isuSivanje lukovice (Teshika 1 sur.,

2018).
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Slika 10. Dijelovi lukovice luka (Sherma i sur., 2016).

Prema podacima FAO za 2016. godinu (FAO, 2018a), svjetska proizvodnja luka iznosila je ~
93 milijuna tona. Najveci svjetski proizvodaci su azijske zemlje s udjelom od 65,4 %, $to se
najvise odnosi na proizvodnju u Kini 1 Indiji (viSe od 50 %). Proizvodnja u Europi, Africi i
Amerikama priblizno je jednaka (priblizno 11,5 %), sa zna¢ajnom proizvodnjom u Egiptu,
Sjedinjenim Americkim Drzavama i Turskoj. Proizvodnja luka u Europskoj uniji iznosi
priblizno 7 % svjetske proizvodnje, odnosno 62 % europske proizvodnje, s Nizozemskom i
Spanjolskom kao najveéim proizvodaéima (Slika 11), dok je proizvodnja u Republici Hrvatskoj
u 2016. iznosila priblizno 29 000 tona. Proizvodnja luka u svijetu u stalnom je porastu, a u
posljednjih 10 godina proizvodnja je porasla za vise od 25 % (FAO, 2018a). Industrijska
prerada luka u neke od ranije navedenih oblika takoder je u porastu, $to rezultira generiranjem
velike koli¢ine otpada. Prema dostupnim podacima, koli¢ina otpadne biomase luka koja se
godisnje proizvede u Europskoj uniji iznosi priblizno 500 000 tona, a najviSe se generira u
Spanjolskoj, Velikoj Britaniji i Nizozemskoj (Waldron, 2001). Otpadna biomasa luka obuhvaéa
vanjske mesnate ljuske, korjencic¢e, vrsne i donje dijelove glavice, kao i cijele glavice
neprikladnih svojstava za proizvodnju (Benitez i sur., 2011; Sharma i sur., 2016). Ovakav
materijal nije prikladan za konvencionalne nacine zbrinjavanja; naime, zbog specificne arome,
otpadna biomasa luka ne moZe se koristiti kao sto¢na hrana, a takoder nije pogodna za
kompostiranje zbog podloznosti razvoju patogena poput Sclerotium cepivorum (bijela trulez)
te visoke koncentracije sumpornih spojeva koji mogu opteretiti tlo, kao niti za uporabu u obliku

pomoc¢nog goriva zbog relativno visokog udjela vlage (Jaime i sur., 2002; Benitez i sur., 2011,
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Currah isur., 2012). Stoga se sve viSe istrazuju alternativni na¢ini zbrinjavanja otpadne biomase

luka u smislu ekstrakcije i ponovne primjene visokovrijednih sastojaka.
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Slika 11. Proizvodnja luka u zemljama Europske unije u 2016. godini (FAO, 2018a).

Kemijski sastav luka ovisi 0 varijetetu, stupnju zrelosti, okoliSu, agrotehnoloskim uvjetima,
skladiStenju i dijelu glavice Kkoji se promatra (Benitez i sur., 2011). S obzirom na to,
jednoznacno definiranje sastava otpadne biomase luka nije moguce zbog razli¢itih udjela
pojedinih dijelova glavice, medutim, ipak se otpadna biomasa luka opéenito moze smatrati
potencijalno dobrim izvorom prehrambenih vlakana (strukturnih ugljikohidrata i
fruktooligosaharida (FOS)), polifenolnih antioksidansa i organosumpornih spojeva (Sharma i
sur., 2016). Vanjski listovi glavice luka, smeda vanjska ljuska, kao i vrsni dijelovi i korjencici
bogati su netopljivim vlaknima (Jaime i sur., 2002), $to se moze dovesti u vezu s povecanim
udjelom lignina u tim dijelovima lukovice, u odnosu na druge dijelove, ali i karakteristikama
strukturnih polisaharida (pektina) koji uvjetuju njihovu netopljivost, te se isti vide kao
netopljiva vlakna u konvencionalno koriStenim metodama. Monosaharidna analiza strukturnih
polisaharida pokazala je prisutnost uronskih kiselina (galakturonske kiseline) i glukoze kao
dominantnih monomera u otpadnim dijelovima luka (Ng i sur, 1998; Jaime i sur., 2002), §to
upucuje na prisutnost znacajnog udjela pektinskih tvari i celuloze. Moguénosti iskoriStavanja
pektina, kao i prehrambenih vlakana opcenito, iz otpadne biomase luka, u literaturi nisu
dovoljno istraZzene, medutim, Lecain i suradnici (1999) navode ovu sekundarnu sirovinu kao
potencijalno vrijedan izvor jeftinog pektina. Od inovatinih pristupa valorizacije pektina otpadne

biomase luka istiCu se istrazivanja Babbar i suradnika (2016a) te Baldasarre i suradnika (2018)
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usmjerena na proizvodnju prebiotickih pektinskih oligosaharida. Valorizacija celuloze, kao
druge osnovne strukturne komponente otpadne biomase luka potencijalno se moze usmjeriti na
dobivanje fermentabilnih $ecera i njihovu daljnu biotehnolosku konverziju (Choi i sur., 2015).
Osim strukturnih polisaharida, vlakna otpadne biomase luka u znac¢ajnom udjelu Cine i
nestrukturni ugljikohidrati. Opéenito je udjel nestrukturnih ugljikohidrata u luku vrlo velik, ¢ak
do 65 % suhe tvari, §to se odnosi na glukozu, fruktozu i fruktooligosaharide (Griffiths i sur.,
2002; Davis i sur., 2007; Sharma i sur., 2016). Dok su glukoza, fruktoza i saharoza odgovorni
za slatkasti okus te doprinose nutritivno-kalorijskoj vrijednosti luka, FOS se najviSe isticu zbog
svojih funkcionalnih svojstava, buduéi da su jedan od najpoznatijih prehrambenih prebiotika.
Fruktooligosaharidi (FOS) su jedna od skupina fruktana, kompleksnih polimera fruktoze
razli¢itog stupnja polimerizacije (broja monomernih jedinica) koji se nadograduju na ishodisnu
molekulu saharoze i prema tome ih se moze karakterizirati kao polifruktozilsaharoze. S obzirom
na strukturu, fruktani se mogu podijeliti u 3 osnovne skupine: inulinski tip u kojem su
fruktozilne jedinice povezane uglavnom ili iskljucivo B-(1,2) vezom, levanski tip u kojem su
fruktozilne jedinice povezane uglavnom ili isklju¢ivo B-(2,6) vezom te razgranati tip
(graminan) u kojem su zastupljena oba oblika spomenutih glikozidnih veza (Benkeblia, 2013).
FOS su, u odnosu na ostale fruktane, karakterizirani nizim stupnjem polimerizacije, medutim,
ni danas nije jasno odredena granica izmedu oligomernih i polimernih oblika, te se u literaturi
mogu naci razli¢iti podaci o klasifikaciji FOS s obzirom na stupanj polimerizacije (Benkeblia,
2013). Udjel FOS u luku, odredenih kao zbroj FOS standarada (kestoze, nistoze i
fruktofuranozilnistoze) iznosi 30-60 % udjela ukupnih fruktana, ovisno o varijetetu (Jaime i
sur., 2001), Sto navodi na zakljuc¢ak da su FOS luka uglavnom inulinskog tipa te nizeg stupnja
polimerizacije, pri ¢emu je dominantan FOS oblik kestoza (Jaime i sur., 2001; Benitez i sur.,
2012). Novija istrazivanja pokazala su prisutnost i drugih FOS oblika u luku, tzv. inulin
neoserije (Benkeblia, 2013). U otpadnim dijelovim luka FOS nisu toliko zastupljeni kao u
industrijski znac¢ajnom dijelu glavice (udjel FOS smanjuje se prema vanjskim listovima),
medutim, s obzirom na nutritivni znacaj i bifidogene uéinke, otpadna biomasa luka moze se
smatrati potencijalno vrijednim neprehramenih izvorom FOS.

U kontekstu bioaktivnih spojeva, luk obiluje flavonoidima, posebice flavonolima - kvercetinom
i kvarcetin-glukozidima, a u nekim varijetetima luka znacajan je i udjel antocijana. Glavni
predstavnici flavonola u luku su kvercetin-4'-glukozid i kvercetin-3,4'-diglukozid, s priblizno
80 % ukupnog udjela flavonola u cijelim glavicama luka (Benitez i sur., 2012). Glikozid-
derivati flavonola dominantni su u unutarnjim ljuskama, dok u vanjskim ljuskama prevladava

kvercetin-aglikon (Downes i sur., 2009). Povecani udjel kvercetin-aglikona u vanjskim
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dijelovima glavice dovodi se u vezu s deglukozilacijom glikozida kvercetina, najvjerojatnije
pod utjecajem sunceve svjetlosti (Higashio i sur., 2008). Takoder, naknadnom autooksidacijom
kvercetin-aglikona dolazi do formiranja protokatehinske kiseline (3,4-dihidroksibenzojeva
kiselina) (Takahama i Hirota, 2000) i pigmentnih tvari zute do smede boje (Griffiths i sur.,
2002; Downes i sur., 2009), koje se tradicionalno koriste kao prirodno bojilo. Osim po sastavu
ukupnih flavonoida i flavonola, razli¢iti dijelovi glavice luka razlikuju se i po udjelu istih, pri
¢emu vanjske ljuske i smeda ljuska sadrze najveéi udjel ukupnih polifenola i flavonoida u
odnosu na druge dijelove glavice luka (Benitez i sur., 2011), ¢ine¢i otpadnu biomasu luka
potencijalno vrijednim neprehrambenim izvorom kvercetina. Kvercetin se smatra mo¢nim
prehrambenim antioksidansom s potencijalnim u¢inkom zastite od pojave krvozilnih oboljenja,
a takoder mu se propisuju i antikancerogena, antiupalna i antiviralna svojstva (Sharma i sur.,
2016).

Organosumporni spojevi u luku nositelji su karakteristicnog mirisa i arome, a formiraju se
cijepanjem S-alk(en)yl-L-cistein sulfoksida (ACSO, aliin) pomo¢u enzima aliin alkil-sulfenat-
lijaze (alinaze) (Griffiths i sur, 2002). Najznacajniji ACSO u luku su (+)-S-metil-L-cistein
sulfoksid (metiin), (+)-S-propil-L-cistein sulfoksid (propiin) i trans-(+)-S-(propen-1-il)-L-
cistein sulfoksid (izoaliin), medu kojima je dominantan izoaliin s udjelom od priblizno 80 %,
ujedno i najodgovorniji za karakteristi¢cnu aromu luka (Griffiths i sur., 2002; Benitez i sur.,
2012). Sumporni spojevi luka pokazali su brojne pozitivne ucinke na zdravlje, ukljucujuci
antioksidacijske uc¢inke, antibioti¢ko djelovanje te antikancerogeno djelovanje, kako je detaljno
opisano u radovima Griffithsa i suradnika (2002) te Rosea i suradnika (2005), kroz razli¢ita in

vitro i in vivo istrazivanja razli¢itih vrsta roda Allium (prvenstveno luk i ¢eSnjak).
2.3.2.5 Mahuna graska

Grasak (Pisum sativum L. ssp. sativum) (povrtni grasak, poljski grasak, obi¢ni grasak)
jednogodiSnja je biljka iz porodice Febaceae (Leguminosae) ¢iji plod (mahuna) i sjemenke
(zrna) su izrazito cijenjene, te uz grah (Phaseolus vulgaris L.) ¢ine najvaznije predstavnike
mahunarki u prehrani ljudi (Verma 1 sur., 2011). O vaznosti mahunarki (zrnatih mahunarki)
opcenito, a time i graSka, govori 1 podatak da je Organizacija za prehranu i poljoprivredu
Ujedinjenih naroda (FAO) 2016. godinu proglasila godinom mahunarki u svrhu njihove
popularizacije (FAO, 2018b).

Smatra se da je biljka podrijetlom iz srediSnje Azije i Bliskog Istoka, a dokazi o uzgoju graska
sezu do 6000 godina prije Krista te se smatra jednim od najranije domesticiranih usjeva, zajedno

sa zitaricama (Karkanis i sur. 2016; Khan i sur. 2016). Danas je podrucje uzgoja graska vrlo
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veliko te se prostire izmedu 20° 1 67° sjeverne zemljopisne Sirine (Gagro, 1997), ¢emu pogoduju
prilagodenost razlic¢itim klimatskim uvjetima, od polususnih podru¢ja do umjerene morske
klime, a najbolje uspijeva u hladnijim predjelima i sezonama (Karkanis i sur., 2016).

Zbog svoje prehrambene vrijednosti, grasak je vrlo rasprostranjena i Siroko koriStena namirnica
u svijetu, a dostupna je u 3 osnovna oblika, kao mahuna, zeleno (mlado) zrno i suho (zrelo)
zrno graSka. U obliku mahuna i zelenog zrna grasak se konzumira kao povrée, dok u obliku
suhog zrna kao zrnata mahunarka (Gagro, 1997; Khan i sur., 2016). Osim za prehranu ljudi,
zrno graSka koristi se i u prehrani Zivotinja (tzv. sto¢ni graSak P. arvense) (Gagro, 1997). Za
cijele mahune mogu se koristiti varijeteti, poput graska Secerca, ¢ije mahune nemaju tzv.
pergamentni sloj koji istu Cini zilavom i neupotrebljivom za jelo. Mahune i zeleno zrno
upotrebljavaju se svjezi, a u svrhu produljenja trajnosti najcesce se zamrzavaju ili konzerviraju
(Gagro, 1997). U kontekstu zrnatih mahunarki (isklju¢ivo usjevi leguminoznih biljaka koji se
uzgajaju za proizvodnju suhog sjemena (Anonymous 4, 2018), suho zrno graska (koje se bere
u zreloj fazi sa smanjenim udjelom vode te se industrijski naknadno dosusuje) dalje se preraduje
potapanjem, bubrenjem i ljustenjem ovojnice zrna te zatim mljevenjem kako bi se izdvojili
kotiledoni koji se najceSc¢e koriste kao polovice, ali u obliku brasna ili izvojenih frakcija Skroba,
proteina i vlakana koji se zatim mogu koristiti kao sastojci razli¢itih prehrambenih proizvoda
(Khan isur., 2016).

Prema podacima FAO za 2016. godinu (FAO, 2018a), proizvodnja graSka za zeleno zrno u
svijetu iznosila je ~19,9 milijuna tona. Najveci svjetski proizvodaci su Kina i Indija s udjelom
od ukupno 86,5 % svjetske proizvodnje (od toga se 71,7 % odnosi na Kinu), a zatim europske
zemlje s udjelom od 5,8 % svjetske proizvodnje, $to se najvise odnosi na Europsku uniju (4,8
% svjetske proizvodnje), dok na proizvodnju u Sjevernoj i Juznoj Americi otpada 3,6 % svjetske
proizvodnje (najvise u SAD, 1,6 % svjetske proizvodnje), i na africke zemlje 2,9 % svjetske
proizvodnje. Slika 12 prikazuje razmjer proizvodnje graska za zeleno zrno u 2016. godini u
zemljama Europske unije. U Republici Hrvatskoj prozvodnja graska za zeleno zrno u 2016.
godini iznosila je priblizno 3500 tona (FAO, 2018a). U konvencionalnom smislu, iskoristivim
dijelom biljke smatraju se sjemenke koje se nalaze unutar nejestive (uglavnom) mahune.
Sjemenke se sastoje od 2 osnovna dijela koja se razlikuju udjelom i kemijskim sastavom, a €ine
ih jezgra, koja se sastoji od 2 kolitedona i klice, (embrija) te ovojnica (testa) (7-14 % cijele
sjemenke) koja obavija jezgru. Cijele sjemenke su vrlo bogat izvor biljnih proteina,
ugljikohidrata i mineralnih tvari, najzastupljenijih u kotiledonima, dok se na klicu i ovojnicu

odnosi tek 10 % ukupne nutritivne vrijednosti (Khan i sur., 2016).
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104 tona

Slika 12. Proizvodnja graska u zemljama Europske unije u 2016. godini (FAO, 2018a).

Ovojnicu uglavnom sa¢injavaju neskrobni ugljikohidrati medu kojima dominira celuloza, dok
su kotiledoni bogati Skrobom (~45 %) i proteinima (~25 %) u suhoj tvari (Castell i sur., 1996),
a u stani¢nim stijenkama Kkotiledona dominiraju arabinozom bogati pektini i hemicelulozni
polimeri (Roy i sur., 2010). Mahuna graska (prazna) predstavlja vanjsku ovojnicu cijelih
sjemenki koja ih S§titi tijekom razvoja i sluzi kao mjesto vezanja te privremeni rezervoar
hranjivih tvari potrebnih za razvoj (Verma i sur., 2011), ali ovaj izraz se koristi i za opis cijelog
ploda graska, odnosno mahune sa zrnima (Gagro, 1997).

Berba zelenog zrna graska obavlja se u stadiju tehnoloske zrelosti zrna koje je s morfoloskog
aspekta karakterizirano zelenim i ¢vrstim mahunama ¢ija je vanjska ljuska mesnata i socna, a
zrna su dosegla priblizno 80 % maksimalne veli¢ine te pokazuju povoljne fizikalno-kemijske
karakteristike svojstvene stupnju tehnoloske zrelosti (Anonymus 5, 2018). Berba na velikim
povrsinama obavlja se strojno, kombajnima podeSenima za berbu grasSka (Gagro, 1997), dok se
na manjim povrinama mahune beru ruéno (Sestanj, 2016) ili strojno posebnim uredajima za
berbu cijelih mahuna (Mitchel i sur., 1969). Berba graska u mahunama nosi brojne prednosti,
kao S$to su smanjena ubrana masa u usporedbi s berbom cijele stabljike, te fleksibilnost u
rasporedu berbe i prerade s obzirom da tako ubrani grasak moze skladistiti nekoliko dana, za
razliku od ogoljenih zrna koja se trebaju preraditi isti dan (Mitchel i sur., 1969). Ubrane cijele
mahune naknadno se ljuste mehanickim ljustilicama, nakon ¢ega zaostaju prazne mahune kao
neiskoristena biljna biomasa. U stadiju tehnoloske zrelosti randman zrna u odnosu na cijelu
mahunu iznosi 38 - 45 %, te se moze reci da prazna mahuna ¢ini vise od 55 % ploda graska

(cijele mahune, prilikom proizvodnje zelenog graska) (Anonymous 5, 2018), a prema nekim
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podacima 67 % (Mateos-Aparicio i sur., 2012) ili 30 % (Garg, 2015), $to ukazuje znacajnu
koli¢inu otpada koji nastaje prilikom ljuStenja cijelih mahuna graska. Ovaj biljni materijal
najcesce se koristi za prehranu zivotinja (prezivaca) s obzirom na povoljan kemijski sastav,
digestibilnost nutrijenata i njihovu apsorpciju (Wadhawa i sur., 2006). U novije vrijeme,
poveéana svijest o potrebi iskoriStavanja agro-industrijskih ostataka u proizvodima dodane
vrijednosti usmjerila je istrazivanja potencijalne inovativne primjene vlakana mahune graska, s

obzirom na njihovu dominantnost u makrokomponentnom sastavu (Tablica 7).

Tablica 7. Makrokomponentni sastav mahune graska.

Makrokomponenta Udjel (% s.tv.)
Ugljikohidrati 42,20
Vlakna

Ukupna 43,9% 40% 58,6° ] Glc 18,9
Topljiva 8,32 4,2° Ara 1,3°
Netopljiva 35,6%; 54,4° UA 6/4°
Pektin - _ Gal 2,8°
Hemiceluloza ~ 61,4%***: 205" | Rha 0,6°
Celuloza 16,9% 26" Xyl 16,7
Man 0,5°
Skrob 6,8% -
Nestrukturni Seéeri *** 22 7°
Proteini 13,4% 14,8¢; 10,8
Lignin 11,6°*;10,1%; 22,19
Pepeo 8,7% 5% 6,6%4,8°
Lipidi 1,6% ,0,4% 1,3

aBelghith-Fendri i suradnici (2016a); °Belghith-Fendri i suradnici (2016b); ‘Garg (2015); “lwata i suradnici
(2009); *Mateos-Aparicio i suradnici (2010); "Mateos-Aparicio i suradnici (2012); Verma i suradnici
(2011); "Wadhawa i suradnici (2006); *odredeno u preparatu vlakana iz mahune graska; **neskrobni
ugljikohidrati; *** glukoza i saharoza (87 % ukupnog udjela); ****odnosi se na holocelulozu
(hemiceluloza + celuloza).

Gla - glukoza, Ara - arabinoza, UA - uronske kiseline, Gal - galaktoza, Rha - ramnoza, Xyl - ksiloza, Man
- manoza.

Vlakna mahune graska pokazala su bifidogeni u¢inak, odnosno poticanje rasta Bifidobacterium
longum JCM 1217, kao i porast broja bifidobakterija i laktobacila u uzorcima ljudskog fecesa
te istih u uzorku mikrobiote cecum-a $takora, koji se moze usporediti s u¢inkom poznatog
prebiotika laktuloze (Iwata i sur., 2009). Vlakna mahune graska bogata su netopljivom
frakcijom te je istrazivana njihova primjena u proizvodnji vlaknima obogacenog kruha
(Belghith-Fendri sur., 2016b), biskvita (Belghith-Fendri i sur. 2016a), keksa (Garg, 2015) i

mesnih okruglica (Kehlet i sur., 2017), gdje se pokazalo da su fizikalno-kemijska i senzorska
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udjeli, osim u slucaju keksa gdje je dodatak i 20 % praha mahuna graska rezultirao prihvatljivim
proizvodom (Garg, 2015). Belghith-Fendri i suradnici (2018) pokazali su da topljiva vlakna
mahune graska iskazuju dobra svojstva pjenjenja i emulgiranja, a takoder i odredena
antioksidacijska i1 antibakterijska svojstva te se potencijalno mogu Koristiti kao funkcionalni
dodatak razli¢itim prehrambenim proizvodima. S obzirom na monomerni sastav, moze se
zakljuciti da se polisaharidi mahune graska uglavnom odnose na celulozu, ksiloglukan i ksilan,
¢ija potencijalna daljnja primjena, pogotovo hemiceluloznih polimera (ksiloglukana i ksilana)
ukljucuje, izmedu ostalog, i proizvodnju ksilooligosaharida (Materos-Aparicio, 2010; Mateos-
Aparicio, 2012).

Mahune graska pokazale su se 1 kao dobar izvor ukupnih polifenola, s antioksidacijskim
kapacitetom bliskim ekstraktu kozice rajcice (Babbar i sur., 2015).

Od neprehrambenih nac¢ina valorizacije, uz ve¢ spomenuto koriStenje u prehrani Zivotinja,
najcesce se spominje dobivanje biougljena i daljnja primjena istoga kao jeftinog adsorbensa
(Mary i sur., 2016), zatim sirovine za prozvodnju bioenergije u obliku metana (Kalia i Joshi.,
1995) te supstrata za proizvodnju enzima celulaza (Verma i sur., 2011).

2.4 Iskoristavanje ugljikohidratne frakcije sekundarnih biljnih sirovina
2.4.1 Sastav i struktura biljne stanicne stijenke

Biljna stani¢na stijenka (engl. plant cell wall) sloZena je multifunkcionalna vanjska struktura
biljne stanice koja se nadovezuje na plazminu membranu (Fry, 2001). Izrazito je slozenog
sastava te sudjeluje u mnogim funkcijama stanice poput njezinog rasta, razvoja, obrane i
potpore, a sukladno tome se kemijski i funkcionalno mijenja tijekom Zivota stanice (Fry, 2001;
Carpita i sur., 2015). S obzirom da je karakterizirana svojevrsnom dinamikom, neki autori
predlazu nazive ,.ekstracelularni matriks* (Roberts, 1989) ili ,,egzocelularni matriks* (Wyatt
and Carpita, 1993) kako bi naglasili njezinu promjenjivost stani¢ne stijenke, te se u tom
kontekstu stani¢na stijenka moZze smatrati dijelom apoplasta, odnosno podrucja izmedu
plazmine membrane i kutikule stanice, koji osim stani¢ne stijenke obuhvaca i sredi$nju lamelu
te medustani¢ni prostor ispunjen zraénim mjehuri¢ima, vodom i otopljenim tvarima (O'Neill i
York, 2003). Uloga stani¢ne stijenke je visestruka; ona odreduje oblik stanice i njezin volumen,
omogucuje elastitno 1 neelasticno Sirenje stanice, djeluje semipermeabilno omogucujuci
migraciju samo malih molekula, ima zastitnu funkciju od mehanickih oStecenja i patogena, veZe
odredene katione, te sudjeluje u signalizacijskom mehanizmu stanice putem specificnih

oligosaharida (Fry, 2001).
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Stani¢ne stijenke razlikuju se sastavom, veli¢inom i oblikom, $to je usko vezano za njihovu
funkciju (McDougall i sur., 1996), a ¢ine ih dva osnovna elementa: primarna i sekundarna
stani¢na stijenka. Primarna stani¢na stijenka karakteristicna je svim stanicama, odnosno jedina
je komponenta stani¢ne stijenke u stanicama koje rastu. U nekim biljnim tkivima, kada stanice
prestanu rasti, stanicne stijenke i dalje nakupljaju materijal formirajuci tzv. sekundarnu stani¢nu
stijenku koja nastaje s unutarnje strane primarne stani¢ne stijenke (prema protoplastu) (Fry,
2001). U prosirenom smislu poimanja stani¢ne stijenke, vazno je napomenuti i sredis$nju lamelu,
tj. medustaniéni prostor, bogat kiselim pektinima, koji se nalazi izmedu dvije susjedne stanice
i sluzi kao svojevrsno ljepilo, (Fry, 2001; Carpita i sur., 2015). U kemijskom smislu, stani¢na
stijenka sastoji se od razli¢itih polisaharida, proteina i aromatskih tvari, od kojih su polisaharidi
najdominantniji i mogu se opcenito smatrati glavnom strukturnom komponentom (Carpita i
sur., 2015). lako tek desetak razli¢itih monomera ¢ini opéeniti sastav (Slika 13), njihove
razli¢ite konfiguracije, konformacije te nac¢ini medusobnog povezivanja uvjetuju raznolikost
sastava, strukture i prostornih oblika biljnih polisaharida (McDougall, 1996). Polisaharidi su
ujedno i osnova iskoriStavanja stani¢ne stijenke koja je, prema tome, osnovni izvor za dobivanje
enegije iz polisaharida ili nutritivnih i funkcionalnih komponenata, poput prehrambenih
vlakana (Waldron i Faulds, 2007).

Primarne i sekundarne stani¢ne stijenke medusobno se razlikuju sastavom polisaharida (Fry,
2001). Primarna stani¢na stijenka (0,1 - 10 um, ovisno o tkivu i biljnom izvoru) sastoji se od
~70 % vode, a u suhoj tvari ~90 % ¢ine polisaharidi koji se mogu podijeliti u 3 osnovne skupine:
pektini, hemiceluloze i celuloza (Fry, 2001). U organizacijskom smislu, primarna stani¢na
stijenka sastoji se najceS¢e od dvije faze, tj. 2 odvojena, ali medusobno povezana strukturna
elementa: mikrofibrila, koji ujedno predstavljaju i okosnicu stani¢ne stijenke, te matriksa u koji
su mikrofibrili uronjeni. Mikrofibrile ¢ine molekule celuloze postavljene paralelno jedna iznad
druge te medusobno se nastavljaju¢i unutar izduzenih snopova (Fry, 2001; Carpita i Gibeaut,
1993). Mikrofibrili su okruzeni polisaharidima drugacijima od celuloze, koji ih obavijaju te
medusobno unakrsno povezuju vodikovim vezama, €ineci tako polisaharidnu mrezu. Ovi
povezujuci polisaharidi pripadaju skupini hemiceluloza. Mreza mikrofibrila i hemiceluloznih
polimera uronjena je u matriks stani¢ne stijenke koji se ¢esto opisuje kao amortfna struktura, s
obzirom da nije visoko ureden kao primjerice mikrofibrili, a sastoji se uglavnom od pektinskih
polimera (Fry, 2001; Carpita i sur., 2015). Osim mikrofibrila i matriksa, neki autori spominju i
treci strukturni element primarnih stani¢nih stijenki, a ¢ine ga glikoproteini i fenilpropanoidna
mreza (Carpita i sur., 2015). Udjel i sastav pojedinih polisaharida u primarnoj stani¢noj stijenci,

kao 1 njihova organizacija, razli¢iti su s obzirom na taksonomsku podjelu biljaka.
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Slika 13. Monomerni Seceri koji se nalaze u sastavu polisaharida biljne stani¢ne stijenke

(Carpita i sur., 2015).
Ipak, s obzirom na zajednicke karakteristike, mogu se razlikovati 2 osnovna tipa primarnih
stani¢nih stijenki cvjetnica: tip I, karakterisi¢an za sve dikotiledone, monokotiledone Kkoji ne
pripadaju travama i gimnosperme, i tip 11, karakteristican za trave (Poaceae) (Carpita i Gibeaut,
1993; O'Neill i York, 2003). U tipu I, glavni povezujuéi polisaharidi su ksiloglukani, a
celulozno-ksiloglukanski okvir (50 % mase stani¢ne stijenke) uronjen je u pektinski matriks
(30 % U

glukuronoarabinoksilani, dok su ksiloglukani prisutni u puno manjem udjelu nego kod stijenki

mase stanicne stijenke). tipu II, glavni povezujuéi polisaharidi su
tipa I. Za stijenke tipa II takoder je karakteristi¢an nizak udjel pektina te prisutnost B-glukana,
kojih nema u stijenkama tipa | (Fry, 2000; O'Neill i York, 2003; Carpita i sur., 2015).
Mikrofibrili u oba tipa stijenki relativno su jednaki i sastavljeni od celuloze. Slika 14 shematski
prikazuje strukture osnovnih tipova primarnih stani¢nih stijenki. Primarna stani¢na stijenka,
neovisno o njezinom sastavu, prisutna je u svakoj stanici koja se ireverzibilno $iri, medutim, u
fazi diferencijacije dolazi do promjena unutar stanicne stijenke karakteriziranih o¢vr§¢ivanjem
njezine strukture dodatnim unakrsnim povezivanjem polisaharida ili formiranjem sekundarne
stani¢ne stijenke (10-20 um) (Fry, 2001). Sekndarne stani¢ne stijenke su specijalizrani elementi

koji podupiru strukturu biljke te osiguravaju specifi¢ne funkcije pojedinih biljnih tkiva.
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Najcesce se mogu naci u provodnim biljnim tkivima (traheidni elementi), ali i drugim tkivima

kojima je potrebna velika mehanicka ¢vrstoca (Zhong i Ye, 2015).

srediSnja
lamela '
pektin = |
celulozni
mikrofibrili '

povezujuéi
glikani

B
Unakrsno povezujudi glikani Pektini
Prdwdedes  ksiloglukan Fnens s, homogalakturonan ? 5-arabinan
“oscocegdfi®®®  glukuronoarabinoksilan seEHEsE  Kalcijevi mostovi wepew - Tamnogalakturonan I
sossomsecdiorgoen  glukomanan ié arabinogalaktan tipa I

stag o [-(1,3)/(1,4)-glukan

Slika 14. Shematski prikaz modela strukture stani¢ne stijenke tipa | (A) i tipa Il (B)

(Carpita i sur., 2015).
U kemijskom smislu, glavne strukturne komponente sekundarne stani¢ne stijenke su celuloza,
hemiceluloza i lignin. Celuloza je nosiva strukturna jedinica, odnosno nositelj mehanicke
¢vrstoce, kao 1 u primarnim stani¢nim stijenkama, a njezin udjel u sekundarnim stani¢nim
stijenkama je ve¢i. Hemicelulozni polimeri sekundarne stani¢ne stijenke znac¢ajno su drugaciji
nego kod primarne stani¢ne stijenke te tipicno obuhvacaju ksilane (glukuronoksilan i 4-O-
metil-glukuronoksilan) i manane (Carpita i sur., 2015; Zhong i Ye, 2015; Li i sur., 2016).
Hemiceluloze sekundarnih stani¢nih stijenki (primjerice ksilan) doprinose mehani¢koj évrsto¢i
omogucujuc¢i vezanje celuloze, a time 1 pravilan rast same stijenke (Zhong 1 Ye, 2015). Lignin
je aromatski polimer koji impregnira celulozno-hemiceluloznu mrezu sekundarne stani¢ne
stijenke naglasavajuci tako njezinu ¢vrstocu i krutost te hidrofobnost (Li 1 sur., 2016). U tkivima
sklerenhima 1 ksilema, lignin se inicijalno nalazi u srediSnjoj lameli, ali 1 u primarnim i
sekundarnim stani¢nim stijenkama (Fry, 2001). Pektinski polimeri u sekundarnim stani¢nim
stijenkama vrlo malo su zastupljeni (Li i sur., 2016). Sastav sekundarnih stani¢nih stijenki, kao
1 kod primarnih, varira ovisno o taksonomskoj razdiobi, §to se najviSe ocCituje u sastavu
hemiceluloza (Zhong i Ye, 2015). U organizacijskom smislu, sekundarna stani¢na stijenka
najcesce se sastoji od 3 sloja: S1, S2 1 S3. Slojevi nastaju uslijed razli¢ite orijentacije celuloznih

mikrofibrila, koja moZe biti okomita ili paralelna s elongacijskom osi, za razliku od primarne

47



Doktorski rad - Aleksandra Vojvodié Cebin Teorijski dio

stani¢ne stijenke gdje su uvijek paralelni (Zhong i Ye, 2015). Sekundarne biljne stani¢ne
stijenke zauzimaju velik udjel u pojedinim biljnim vrsta te imaju veliku ekonomsku vaznost, a
najéesce se koriste za tekstil, drvnu gradu i gorivo (Li i sur., 2016).

Uz polisaharide (ugljikohidrate), u stanicnim stijenkama mogu se naci i neugljikohidratne
komponente, vezane na polisaharide, koje znacajno mijenjaju fizikalno-kemijske karakteristike
istih te imaju veliku ulogu u njihovom povezivanju, a odnose se na metil-estere, metil-etere,
acetil-estere i neligninske aromatske spojeve poput hidroksicinamata (Fry, 2001; Carpita i sur.,
2015). Udjel ovih komponenata ovisi o vrsti biljke i tkiva te stupnju razvoja stanice.

Karkteristike polisaharida biljne stanicne stijenke opisane su u sljede¢im poglavljima.
2.4.1.1 Pektin

Pektin je naziv za skupinu strukturno i funkcionalno izrazito slozenih polisaharida koji
obuhvacaju nekoliko tzv. Kiselih heteropolimera bogatih galakturonskom kiselinom (Mohnen,
2008; Yapo, 2011a). Cesto se u literaturi mogu naéi nazivi ,,pektinski polisaharidi® i , pektinske
tvari* za opis pektina, koji dodatno isticu sloZzenost 1 kompleksnost strukture te naglaSavaju da
se ne radi o jednozna¢no definiranoj molekuli. Pektin je sastavni dio biljne stani¢ne stijenke u
kojoj primarno ima strukturnu ulogu te Stiti biljku od isuSivanja, potpomaze rast i doprinosi
mehanickim i fizikalnim svojstvima stanice (Yapo, 2011a). Unutar biljke pektin je najvise
zastupljen u primarnim stijenkama stanica koje rastu i dijele se te u sredi$njoj lameli, §to je
karakteristicno za mekane dijelove biljke. Udjel pektina u biljnim tkivima ovisi o taksonomskoj
pripadnosti neke biljne vrste pa tako u dikotiledonim biljkama i monokotiledonima koje ne
pripadaju travama, pektin ¢ini i do 35 % primarne stani¢ne stijenke, karakteristi¢no za tip I, dok
u travama i stani¢nim stijenkama ostalih komelinidnih biljaka svega 2-10 %, te u drvenastim
biljkama do 5 % (Mohnen, 2008). Pektin je sastavni dio i nekih biljnih sluzi (Yapo, 2011b).

U kemijskom smislu, pektin je heteropolimer u ¢ijem sastavu se moze naci i do 17 razlicitih
monosaharida (Panouillé i sur., 2007; Yapo, 2011a), medu kojima je udjelom najistaknutija
galakturonska kiselina (GalUA) te se pektin Cesto pojednostavljeno navodi kao polimer
galakturonske kiseline (YYapo, 2011a). Stukturno je pektin blok kopolimer te se sastoji od vise
razli¢itih (sastavom 1 strukturom) polimernih strukturnih jedinica (blokova), medusobno
povezanih u istoj molekuli. Osnovni kopolimerni blokovi u pektinu su homogalakturonan (HG),
ramnogalakturonan | (RG-I) te supstituirani homogalakturonani u koje se ubrajaju
ramnogalakturonan 11 (RG-II) i ksilogalakturonan (XGA) (O'Neill i York, 2003; Panouillé i
sur., 2007). Danas se smatra da postoji najmanje 8 razliCitih pektinskih polisaharida, uz

navedene to su jo§ 1 galakturonogalakturonan, apiogalakturonan, galaktogalakturonan i
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arabinogalakturoan (Yapo, 201la). HG i RG-I su najvazniji, najzastupljeniji te najviSe
istrzivani i u literaturi opisani kopolimerni blokovi pektina koji se ¢esto opisuju kao ,,glatke® 1
,cupave“ regije (engl. ,,smooth regions® i ,,hairy regions) molekule (Panouillé i sur., 2007).
Homogalakturonan (sinonimi: nesupstituirani homoglakturonan, poligalakturonska kiselina,
glatka regija) je linarni pektinski homopolimer (kopolimerni blok), sastavljen isklju¢ivo od
jedinica galakturonske kiseline (D-galaktopiranozil uronska kiselina, b-GalpUA), medusobno
povezanih a-(1,4) glikozidnom vezom. Predstavlja dominantan pektinski polimer biljne
stani¢ne stijenke (55-70 % ukupnog pektina) te moze ¢initi 50-90 % ekstraktibilnog pektina te
80 % ukupne galakturonske kiseline biljnih stani¢nih stijenki (Yapo, 2011a). Karboksilne
skupine D-GalpUA jedinica u HG mogu biti metil-esterificirane (polozaj C-6), a takoder i/ili
acetil-esterificirane na polozajima O-2 i/ili O-3 (O'Neill i York, 2003; Yapo, 2011a). Stupanj
ukupne esterifikacije te zasebno metilacije i acetilacije (molarni omjer metilnih i acetilnih
skupina u odnosu na galakturonsku kiselinu) vazne su karakteristike pektina koje odreduju
mehanizam geliranja. HG niskog stupnja esterifikacije u literaturi se jo$ naziva i pektinska
kiselina, dok je za visokoesterificirane HG uvrijezen naziv pektin (O'Neill i York, 2003).
Smatra se da se linearni HG sintetizira u visokometiliranom obliku (gotovo 100 %) u
Golgijevom aparatu, a zatim se djelomi¢no deesterificira u stani¢noj stijenci enzimom pektin
metil-esterazom (PME) (Carpita i sur., 2015) Nisko metil-esterificirani pektini uglavnom su
smjesteni u srediSnjoj lameli, dok su visoko metil-esterificriani pektini karakteristi¢ni za
stani¢ne stijenke (Yapo, 2011a).

Ramnogalakturonan I drugi je po zastupljenosti kopolimerni blok pektina (pektinski polimer),
s udjelom 20-35 % u molekuli pektina, koji u svom sastavu osim GalUA sadrzi i ramnozu
(Rha), galaktozu (Gal) i arabinozu (Ara) (Yapo, 2011a). Za razliku od HG, RG-I je razgranata
molekula ¢iju okoslicu ¢ini ponavljajuci disaharid [—2)-a-L-Rhap-(1—4)-a-D-GalpUA-(1—],
odnosno naizmjeni¢no povezane jedinice GalUA i Rha o-(1,4) i a-(1,2) glikozidnim vezama.
Okosnica je razgranata na mjestu ramnopiranozilnog ostatka, najéesc¢e na poziciji O-4 (rijetko
i na O-3), a bo¢ne lance dominantno ¢ine neutralni Seceri galaktoza i arabinoza. Ovisno o
biljnom izvoru te metodi ekstrakcije, supstituiranost RG-I moze biti 20-80 %, a bo¢ni lanci
mogu biti monomerni ili oligomerni pa ¢ak i polimerni, linearni ili razgranati (O'Neill i York,
2003; Yapo, 2011a). U funkciji bo¢nih lanaca najées¢e se mogu na¢i (homo)arabinani,
(homo)galaktani, arabinogalaktani tipa | i arabinogalaktani tipa Il.

Homoarabinane ¢ine povezane arabinofuranozilne jedinice (L-Araf) o-(1,5) glikozidnom
vezom, koje mogu biti u linearnoj strukturi ili razgranate na pozicijama O-2 i/ili O-3, takoder s

L-Araf jedinicama, pri ¢emu Su L-Araf u bocnim lancima povezane a-(1,3) glikozidnom vezom.
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Homogalaktane ¢ine uglavnom linearni boc¢ni lanci RG-1 sastavljeni od galaktopiranozilnih
(D-Galp) jedinica povezanih -(1,4) glikozidnom vezom.

Arabinogalaktani tipa | (AG-1) sastoje se od okosnice galaktopiranozilnih jedinica povezanih
B-(1,4) glikozidnom vezom te razgranatih na poziciji O-3 s jednom L-Araf jedinicom ili kratkim
lancem a-(1,2)/(1,3) vezanih L-Araf jedinica. AG-I su najce$¢i heterogeni bo¢ni lanci RG-I.
Arabinogalaktani tipa Il (AG-11) sloZene su strukture te karakterizirani -(1,3) povezanim b-
Galp jedinicama razgranatima na poziciji O-6 s relativno kratkim bo¢nim lancima B-(1,6)
vezanih D-Galp koji su pak dalje razgranati na pozicijama O-3, O-4 i O-6 s terminalnom
(nereduciraju¢om) L-Araf jedinicom ili a-(1,3)/(1,5) vezanim L-Araf oligomernim jedinicama
ili terminalnom p-Galp jedinicom na poziciji O-4 (Yapo, 2011b). Jos uvijek nije definirano je
li AG-II kovalentno vezana poddomena u stukturi pektina. Naime, AG-I1 stuktura pojavljuje se
i u glikanskom dijelu arabinogalaktan-proteina koji je ¢esto smjesten u blizini RG-I te se
koekstrahira s pektinom.

Neugljikohidratne vezane komponente RG-1 odnose se na acetil-estere vezane na O-2 i/ili O-3
poziciji jedinica GalUA u okosnici, dok za prisutnost metil-estera nema uvijerljivih dokaza.
Takoder se mogu naci i feruloil-esteri vezani na O-2/0-3/O-5 poloZajima u bo¢nim lancima
arabinana i/ili na O-6 polozaju D-Galp jedninca galaktana ili arabinogalaktana (Yapo, 2011a).
Osim navedenih naj¢e$¢ih neutalnih monomera, bo¢ni lanci RG-I mogu sadrzavati 1 fukozu,
glukozu i galakturonsku kiselinu (Mohnen, 2008; Yapo, 2011a).

Supstituirani galakturnonani su skupina razgranatih pektinskih polisaharida ¢iju okosnicu
Cine o-(1,4) vezani D-GalpUA ostaci. Medu njima se isticu ramnogalakturonan Il i
ksilogalakturonan.

Ramnogalakturonan 11 (RG-I1) je strukturom i sastavom najkompleksniji pektinski
polisaharid (kopolimerni blok) u ¢ijem sastavu se moze na¢i i do 12 razlicitih glikozilnih
ostataka te vise od 20 vrsta glikozidnih veza (Mohnen, 2008; Yapo, 2011a). RG-II se nalazi u
stani¢nim stijenkama gotovo svih visih biljaka, a zastupljen je s priblizno 10 % (Mohnen, 2008).
Iz stani¢nih stijenki izolira se djelovanjem enzima endo-poligalakturonaze (ePG), a izdvojeni
polisaharidni fragmenti sastoje se od najmanje 8 D-GalpUA ostataka u okosnici te 4
karakteristi¢na oligosaharidna bo¢na lanca koja u svom ukupnom sastavu sadrze rijetke, ali RG-
IT karakteristitne glikozilne ostatke poput apioze, 2-O-metil-fukoze, 2-O-metil-ksiloze,
acerinske Kiseline, 2-keto-3-deoksi-D-mano-oktulosonske kiseline i 3-deoksi-D-likso-
heptulosarne kiseline, (O'Neill i York, 2003; Yapo, 2011a). Bo¢ni lanci vezani su na okosnicu
galakturonana u pozicijama O-2 i O-3. Okosnica takoder moze biti esterificirana metilnim

skupinama na poziciji C-6 p-GalpUA ostatka (Yapo, 2011a).
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Ksilogalakturonani u svom sastavu sadrze nereducirajuce ksilopiranozil (D-Xylp) jedinice ili
kratke ksilanske oligomere vezane na spomenutu galakturonansku okosnicu, najcesce u
polozaju O-3. Najces¢e se mogu naci u skladisnim tkivima biljnih reproduktivnih organa, ali i
u listovima, korijenu i stabljikama (Yapo, 2011a).

Nacin na koji su pojedini kopolimerni blokovi (domene molekule pektina) povezane unutar
jedinstvene molekule (pektinskog kompleksa) ni danas nije jednozna¢no definiran te je do
danas nekoliko modela koji opisuju organizaciju iste (Slika 15) . Tako, smatra se da su pektinski
polimeri medusobno kovalentno vezani, s obzirom da se pojedine domene izdvajaju nakon
tretmana specifiénim enzimima, ali postoje 1 mnoge indikacije da su pojedini pektinski

polisaharidi povezani i drugim kemijskim vezama (Mohnen, 2008; Yapo, 2011a).

HG neutralni boc¢ni lanci RG-I

[ TN TN ]

neutralni boc¢ni lanci

ooy RG-I

HG

Slika 15. Shematski prikaz modela organizacije pektinske makromolekule; A - HG i RG-
| se izmjenjuju u okosnici, dok neutralna frakcija RG-I ¢ini bo¢ne lance (Schols i
Voragen, 1996), B - RG-I ¢ini okosnicu, a boéne lance ¢ine HG i neutralna frakcija RG-
I (Vincken et al., 2003) (Bonnin i sur., 2014).

Prema tradicionalnom i danas Siroko prihvacenom modelu, pektinski kompleks ¢ine
naizmjeni¢no povezani pektinski polisaharidi u svojim okosnicama te se u molekuli mogu
razaznati tzv. glatke i Cupave regije, od kojih glatke ¢ine HG 1 nerazgranati RG-1, a ¢upave

razgranati RG-I i supstituirani galakturonani (Mohnen, 2008; Yapo, 2011a). Prema novijem
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modelu, okosnicu pektinskog kompleksa ¢ini RG-I, dok se HG i supstituirani galakturonani
nalaze kao boc¢ni lanci (Vincken i sur., 2003). Zadnji predlozeni model pretpostavlja
kombinaciju navedenih modela (Ralet i Thibault, 2009).

Iako pektin ima dugu povijest istrazivanja, potrebni su daljnji napori kako bi se razjasnila
njegova izrazito slozena struktura i multifunkcionalnost, a time bi se potencijalno otvorile 1

nove moguénosti primjene.
2.4.1.2 Hemiceluloza

Hemiceluloza je heterogena skupina polisaharida biljne stani¢ne stijenke koji se ne odnose na
celulozu i pektin. Naziv hemiceluloza prvotno se koristio za opis alkalno-ekstraktibilnih
polisaharida za koje se vjerovalo da su prekursori u sintezi celuloze (Ebringerova i sur., 2005).
Danas, kada je poznat put sinteze pojedinih biljnih polisaharida te njihova organizacija unutar
stani¢ne stijenke prema aktualnom modelu, ovaj naziv se ponekad smatra zastarjelim te neki
autori predlazu naziv ,,unakrsno-povezujuci glikani“ (engl. cross-linking glycans) sukladno
bioloskoj ulozi hemiceluloznih polisaharida. Ipak, unakrsno povezivanje i dalje nije dokazano
kao osnovno i zajedni¢ko svojstvo ovih polisaharida (Scheller i Ulvskov, 2010; Carpita i sur.,
2015). Naziv hemiceluloza i danas se ucestalo koristi s obzirom na njegovu razumljivost i
raSirenost, a oznacava polisaharide stani¢ne stijenke (osim celuloze i pektina) karakterizirane
okosnicom B-(1,4) povezanih monomernih jedinica glukoze, manoze ili ksiloze, koji se
ekstrahiraju u alkalnim otopinama (Caffall i Mohnen, 2009; Scheller i Ulvskov, 2010; Carpita
i sur., 2015).

S obzirom na strukturnu slicnost celulozi, ve¢ina hemiceluloznih polisaharida lako tvori
vodikove veze s celulozom te se unutar stani¢ne stijenke nalaze kao povezujuci polisaharidi
izmedu celuloznih mikrofibrila, ¢ineéi tako celulozno-hemicelulozni okvir (kostur) kao jedan
od 3 osnovna strukturna elementa stani¢ne stijenke (Carpita i sur., 2015). Osnovna uloga
hemiceluloze u stani¢noj stijenci je, dakle, postizanje Zeljenih fizikalnih svojstava stani¢ne
stijenke putem interakcija s drugim polimerima, medutim, neki hemicelulozni polisaharidi
mogu se nac¢i kao skladi$ni polisaharidi u sjemenkama nekih biljnih vrsta. Najcesce su to
ksiloglukani, gluko- i galaktomanani te arabinoksilani (Scheller i Ulvskov, 2010).

S obzirom na dosadasnje spoznaje o zajednickim svojstvima pojedinih hemiceluloznih
polisaharida, isti se mogu podijeliti u 4 osnovne skupine: ksiloglukani, mjesoviti B-glukani,
manani i ksilani (Ebringerova i sur., 2005; Scheller i Ulvskov, 2010). Sastav i udjel
hemiceluloznih polimera u stani¢noj stijenci ovisi o taksonomskoj pripadnosti neke biljne vrste

te tipu stanicne stijenke (Tablica 8), kako je detaljnije opisano u poglavlju 2.4.1.
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Tablica 8. Udjel (maseni %) hemiceluloznih polisaharida u primarnim i sekundarnim
stani¢nim stijenkama razli¢itih biljnih taksonomskih skupina (Scheller i Ulvskov, 2010).

_ ) Dikotiledoni Trave Cetinjage
Polisaharid - - -
Primarna  Sekundarna | Primarna  Sekundarna | Primarna  Sekundarna

Ksiloglukan 20-25 - 2-5 - 10 -
Glukuronoksilan - 20-30 - - - -
Glukuronoarabinoksilan 5 - 20-40 40-50 2 5-15
(Gluko)manan 3-5 2-5 2 0-5 - -
Galaktoglukomanan - 0-3 - - + 10-30
B-(1,3)/(1,4)-glukan - - 2-15 - - -

- odsutan ili prisutan u minimalnom udjelu; + kvantitativni podaci nisu dostupni.

U nastavku poglavlja opisat ¢e se samo osnovne karakteristike sastava 1 strukture ksiloglukana,
mjeSovitih B-glukana i manana. Ksilani, posebice glukuronoksilani, opisani su u zasebnom,
sliedec¢em poglavlju s obzirom na vaznost za ovu disertaciju.

Ksiloglukani se nalaze u stani¢nim stijenkama svih kopnenih biljaka. Zastupljeni su razli¢ito s
obzirom na taksonomsku pripadnost pojedine biljne vrste (u dikotiledonim kritosjemenjacama
najvise, s 20-25 % udjela u primarnoj stani¢noj stijenci), a mogu se naci i kao skladi$ni
polisaharid u sjemenkama nekih biljnih vrsta (Ebringerova i sur., 2005). U stani¢noj stijenci
usko su vezani na celulozne mikrofibrile. Osnovnu strukturu ksiloglukana ¢ini glukanska
okosnica u kojoj su glukopiranozilne jedinice (D-Glcp) vezane B-(1,4) glikozidnom vezom, a
na koju su zatim vezane ksilopiranozilne jedinice (p-Xylp) o-(1,6) glikozidnom vezom.
Supstituiranost ksilozom razli¢ita je s obzirom na izvor ksiloglukana, pri ¢emu se razlikuju
osnovna 2 uzorka: XXXG i XXGG. U prvom uzorku se iza 3 uzastopne supstituirane glukozne
jedinice (X) nalazi jedna nesupstituirana (G), dok u drugom, analogno, nakon 2 supstituirane
glukozne jedinice u okosnici, slijede 2 nesupstituirane. Na ksilopiranozilne jednice mogu biti
vezane i druge monosaharidne jednice (polozaj O-2), najce$ce galaktoza, koja dalje moze biti
fukozilirana i/ili acetilirana, te arabinoza (Scheller i Ulvskov, 2010).

Mjesoviti p-glukani su gotovo jedinstveni za biljne vrste iz reda Poales (u koji pripadaju i
zitarice te trave) gdje se najviSe nalaze u zrnu, odnosnu u endospermu zrna i subaleuronskom
sloju (Ebringerova i sur., 2005). Komercijalno najvazniji izvori su je¢am i zob (u prosjeku 5 %,
u nekim kultivarima i do 12 %). Mjesoviti B-glukani strukturno su linearne molekule glukana
(D-Glcp) u kojima se nalaze 2 tipa glikozidnih veza, p-(1,3) i B-(1,4), pri c¢emu su B-(1,4)
zastupljene s priblizno 70 %, a B-(1,3) s priblizno 30 %. Glikozidne veze nisu rasporedene
nasumicno, ve¢ u ponavljaju¢im segmentima koje ¢ine 3 ili 4 D-Glcp jedinice povezane B-(1,4)

vezom (zbog strukturne sli¢nosti s celulozom, u literaturi se ovi segmenti nazivaju celotriozil i
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celotetraozil, izmedu kojih se pojavljuje B-(1,3) glikozidna veza (Ebringerova i sur., 2005;
Scheller i Ulvskov, 2010). Omjer celotriozilnih/celotetraozilnih segmenata ovisi o biljnom
izvoru, primjerice priblizno 2, 3 ili 4 za zob, je¢am i pSenicu (Ebringerova i sur., 2005).

Manani (manoglikani) su skupina polisaharida koji su okosnici sadrze 3-(1,4) vezanu manozu
(manopiranozil, D-Manp). Sastavni su dio stani¢ne stijenke mnogih biljaka, a ¢esto se nalaze i
kao skladi$ni polisahardi u sjemenkama. Najvise su zastupljeni u tzv. ranim kopnenim biljkama
- mahovinama i biljkama nalik papratima (lycophytes), a kod sjemenjaca su najzastupljeniji u
sekundarnim stani¢nim stijenkama golosjemenjaca (drvo Cetinjaca) (Scheller i Ulvskov, 2010).
Manani se najces¢e dijele na galaktomanane 1 (galakto)glukomanane. Galaktomanane Cini
mananska okosnica na koju su supstituirani galaktopiranozilni ostaci (D-Galp), pri ¢emu stupan;]
supstitucije ovisi o biljnom izvoru (najéesc¢e > 30 %) (Ebringerova i sur., 2005). Okosnicu
(galakto)glukomanana ¢ine nasumi¢no vezane D-Manp i D-Glcp jedinice (B-(1,4)) na koju su
B-(1,6) vezane D-Galp jedince. Glukomanani koji su galaktozilirani (supstituirani) s vise od 15
% (na D-Manp jednici) nazivaju se galaktoglukomananima. (Galakto)glukomanani glavni su
hemicelulozni polisaharid golosjemenjaca, odnosno vrsta mekanog drva (engl. softwood)

(Ebringerova i sur., 2005).
2.4.1.2.1 Ksilani

Ksilani (ksiloglikani) je zajednicki naziv za raznoliku skupinu polisaharida biljne stanic¢ne
stijenke koji u osnovnoj stukturi sadrze -(1,4)-vezanu ksilopiranozilnu (p-Xylp) okosnicu na
koju su vezane monomerne jedinice najcesce glukuronske kiseline (glukuronopiranozil uronska
kiselina, D-GIcpUA), arabinoze (arabinofuranozil, L-Araf), i/ili kratki oligosaharidi sastavljeni
od ksiloze, arabinoze, galaktoze i glukoze (Ebringerova i sur., 2005).

S obzirom na zajednicke strukturne karakteristike, ksilani se mogu podijeliti na: homoksilane
te heteroksilane, medu kojima na arabinoksilane, glukuronoarabinoksilane, glukuronoksilane,
arabinoglukuronoksilane i slozene heteroksilane (Ebringerova i sur., 2005). Slika 16 prikazuje
zastupljenost ksilanskih polisaharida u pojedinim biljnim taksonomskim skupinama, dok Slika
17 prikazuje strukturne karakteristike ksilanskih polisharida.

Homoksilani su rijetki u biljnome svijetu i mogu se na¢i gotovo jedino u nekim algama, u
kojima se nalaze kao linearni B-(1,4) ili B-(1,3)/(1,4)-vezani polimeri (Ebringerova i Heinze,

2000). Pojavnost u vis§im biljkama je neznatna.
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ALGE:

Nemiales (X°)
Talophyta Chlorophyta (X?)

Rhodymenales (X°, X°)

~ jednostani¢ni i
Chaetangiaceae (X?)

Fungid
Sporophyta — lisajevi
Bryophyta mahovine

~ vaskularni Pteridophyta  paprati

\ Filicineae (AGX?)
~ Gymnospermae Ginkgo (AGX?)

paprati

‘matophyta —
Spermatophyta vrste mekanog drva (AGX?)

Monocotyles trave (X2, AGX?, HX®)
zitarice (AGX?, AX?, HX®)

~ Angiospermae
Dicotyles vrste tvrdog drva (GX?, AGX?, HX?)
ljekovito bilje 1 drvenaste biljke (GX? AGX?2, HX?, HX®)

Slika 16. Pojavnost ksilanskih polisaharida u carstvu Plantae (Ebringerova i Heinze,
2000); X - homoksilan, GX - 4-O-metil-glukuronoksilan, HX - heteroksilan, AGX -
arabinoglukuronoksilan, AX - arabinoksilan, p-(1,4)-D-Xylp okosnica, °p-(1,4)-D-Xylp
okosnica, °B-(1,3)/(1,4)-D-Xylp okosnica, “pentozani ili polisaharidi koji sadrze ksilozu,
— smjer evolucijskog razvoja.
Arabinoksilani su karakterizirani ksilanskom B-(1,4) okosnicom na kojoj se nalaze vezane a-
L-Araf jedinice na pozicijama O-2 ili O-3 (Ebringerova i Heinze, 2000). Ovaj tip ksilana
dominantan je hemicelulozni polisaharid u zrnima Zitarica, a moze se nac¢i u endospermu te
perikarpu zrna, gdje je najviSe koncentriran (i do 30 % u pSeni¢nim posijama). Arabinoksilani
mogu biti neutralni ili Kiseli polimeri; pritom se potonje odnosi na prisutnost glukuronske
kiseline (D-GlcpUA).
Glukuronoarabinoksilani (GAX) se u literaturi navode kao podksupina arabinoksilana ili kao
zasebna skupina ksilanskih polisaharida (Ebringerova i sur., 2005; Scheller i Ulvskov, 2010).
Glukuronska kiselina u GAX djelomi¢no se nalazi i kao 4-O-metil-eter (Ebringerova i sur.,
2005). Zastupljenost glukuronske kiseline u GAX obi¢no je 10 puta manja nego zastupljenost
arabinoze te ovisi o biljnom izvoru i nacinu ekstrakcije. Vazna karakteristika arabinoksilana 1
glukuronoarabinoksilana je i prisutnost estera ferulinske kiseline na O-5 polozaju L-Araf
jedinica. Feruloil esteri vazni su za oksidativno unakrsno povezivanje polimera, ¢ime doprinose

rekalcitranciji stani¢nih stijenki 1 biljnih tkiva (Scheller 1 Ulvskov, 2010).
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Slika 17. Osnovne strukturne karakteristike homoksilana (A) - B-(1,3)-vezanih (a) i -
(1,3)/(1,4)-vezanih  (b);  4-O-metil-glukuronoksilana  (B);  arabino-4-O-metil-
glukuronoksilana (C); vodeno-topljivog arabinoglukuronoksilana (D) i arabinoksilana
(E) (Ebringerova i sur., 2005).
Glukuronoksilani su podskupina ksilanskih polisaharida u kojima je ksilanska B-(1,4)
okosnica supstituirana glukuronskom kiselinom (D-GlcpUA) uvijek u polozaju O-2 D-Xylp
ostatka (Ebringerova i sur., 2005). Cesto je glukuronska kiselina 4-O-metilirana, a takvi ksilani
se nazivaju 4-O-metil-glukuronoksilani (MeGX ili MGX). MGX su dominantni hemicelulozni
polisaharidi u sekundarnim stanicnim stijenkama dikotiledona, te su karakteristi¢ni za vrste
tvrdog drva (engl. hardwood). Omjer metil-glukuronske kiseline i ksiloze u istima moze varirati
od 1:4 do 1:16, ovisno o biljnom izvoru i metodi ekstrakcije, a pretpostavlja se da u prosjeku
iznosi 1:10, odnosno na svakih 10 D-Xylp jedinica nalazi se 1 D-GlcpUA jedinica (Ebringerova
i sur., 2005). Smatra se da je glukuronoksilan u nativnom obliku acetiliran na polozajima O-2
i/ili O-3 D-Xylp jedinica; medutim, velik dio acetilnih skupina se izgubi tijekom klasi¢ne
ekstrakcije luzinama (Ebringerova i sur., 2005; Scheller i Ulvskov, 2010).
Arabinoglukuronoksilani (AGX) uz (metil)-glukuronsku kiselinu sadrzZe i arabinozu (L-Araf)
vezanu obi¢no u O-3 poloZaju ksilanske okosnice. AGX ¢ine znacajan udjel u stanicnim
stijenkama Cetinjaca (vrste mekog drva) te lignificiranim tkivima trava i zitarica (Ebringerova
i Heinze, 2000; Ebringerova i sur., 2005). Supstitucija ksilanske okosnice Me-GlcpUA

znacajno je visa nego kod MGX, uglavnom u omjeru 1:5.
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SloZeni heteroksilani, kao $to im naziv govori, su vrlo sloZene strukture te kao bo¢ne lance na
B-(1,4)-vezanoj ksilopiranozilnoj okosnici, osim D-GlcpUA i L-Araf, sadrze i druge monomerne

i/ili oligomerne jedinice (Ebringerova i sur., 2005).
2.4.1.3 Celuloza

Celuloza je najzastupljeniji biljni polisaharid, ¢ija funkcija u stani¢noj stijenci je primarno
strukturna, odnosno osiguravanje mehanicke ¢vrstoce i nosivosti. Udjel celuloze u stani¢nim
stijenkama varira s obzirom na taksonomsku klasifikaciju, vrstu tkiva te tip stani¢ne stijenke.
U prosjeku, celuloza ¢ini 15-30 % primarnih stani¢nih stijenki, a u sekundarnima je puno vise
zastupljena (i do 98 %, primjerice u sekundarnim stani¢nim stijenkama pamuka) (Carpita i sur.,
2015). U kemijskom smislu, celuloza je linerani homopolimer glukopiranozilnih jedinica (D-
Glcp) medusobno povezanih B-(1,4) glikozidnom vezom, a smatra se da se sintetizira na ili
izvan plazmine membrane u specijaliziranim enzimskim domenama heksagonalne simetrije u
obliku rozete, koje sadrze multiple celuloza sintetazne podjedinice (Pérez 1 Mazeau, 2004;
Caffall i Mohnen, 2009). lako ima relativno jednostavan kemijski sastav, rotacije glikozidne
veze te slobodnih hidroksilnih skupina u molekuli celuloze omogucuju razli¢ite na€ine njezine
organizacije, Sto uvelike odreduje njezina svojstva. Celulozni lanci lako tvore vodikove veze
preko slobodnih hidroksilnih skupina organiziraju¢i se pritom u razli¢ite kristalini¢ne strukture
(Meshitsuka i Isogai, 1995; Pérez i Mazeau, 2004). Celuloza moze zauzimati jedan od 4
osnovna alomorfna oblika; I, II, IIT i IV, $to je vidljivo kao karakterisi¢an uzorak difrakcije x-
zraka. Unutar stani¢ne stijenke celuloza se nalazi organizirana u makromolekulske strukture
nalik snopovima, tzv. mikrofibrile. Mikrofibrile Cini nekoliko desetaka celuloznih lanaca
medusobno povezanih u snop vodikovim vezama te Van der Waalsovim silama (Caffall i
Mohnen, 2009; Carpita i sur., 2015). Broj celuloznih lanaca u mikrofibrilima usko je povezan
sa sintetaznim domenama te se pretpostavlja da je ukupan broj mikrofibrila djeljiv sa 6. Model
s 36 lan¢anih molekula celuloze unutar mikrofibrila Siroko je prihvacen, a odgovara Sirini, tako
definiranog elementarnog mikrofibrila, od priblizno 3,8 nm (Caffall i Mohnen, 2009; Thomas
i sur., 2013; Carpita i sur., 2015). Nativna celuloza (u stani¢nim stijenkama, unutar mikrofibrila)
nalazi se u kristalinicnom (alomorfnom) obliku I (celuloza I) koji je karakteriziran paralelno
postavljenim lancima celuloze tako da su reduéiraju¢i i nereducirajuéi krajevi molekula
postavljeni u istom smjeru. Celuloza I iskazuje svojstvo dimorfizma, odnosno moze se na¢iu 2
oblika ovisno o nacinu na koji su lanci povezani jedan povrh drugoga, tzv. lo i If konformaciji.
la konformacija karakterizirana je triklinskom strukturnom jedinicom unutar jednog lanca, dok

je 1B konformacija karakterizirana monoklinskom strukturnom jedinicom izmedu 2 lanca. Obje
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konformacije mogu se naci u razli¢itim udjelima unutar mikrofibrila, ovisno o izvoru celuloze,
no opcenito u viSim biljkama dominira I} konformacija (Meshitsuka i Isogai, 1995; Pérez i
Mazeau, 2004; Caffall i Mohnen, 2009). Uzduz celuloznih mikrofibrila prisutne su domene
razliCitog stupnja uredenosti pa se tako razlikuju visokouredene kristalinicne domene, kako je
prethodno opisano, parakristalini¢cne domene manjeg stupnja uredenosti te nekristalini¢ne, tj.,
amorfne domene najmanjeg stupnja uredenosti (Meshitsuka i Isogai, 1995; Martinez-Sanz i
sur., 2017). Dominantno kristalini¢na priroda celuloznih mikrofibrila osigurava mehani¢ku
izdrZljivost stani¢ne stijenke, §to je uvjetovano njihovom bioloskom ulogom, ali i relativno

visoku otpornost na kemijsku razgradnju (saharifikacija celuloze).
2.4.1.4 Lignin

Lignin je kompleksni polimer sastavljen od aromatskih spojeva - fenilpropanoida, primarno od
3 hidroksicinamil-alkohola, tzv. monolignola: p-kumaril-alkohola, koniferil-alkohola i sinapil-
alkohola (Lu i Ralph - 2010). Jednozna¢na definicija i podjela lignina i danas je predmet
rasprave s obzirom da nije pronadena osnovna strukturna jedinica koja bi se ponavljala prema
odredenom obrascu. Prema tome, lignin se moZe razmatrati kao zajednicki naziv za skupinu
prirodnih fenolnih polimera, vrlo raznolikih sastavom i strukturom te karakteristi¢nih biljnom
izvoru (Lu i Ralph, 2010). Prisutnost lignina u biljnim stani¢nim stijenkama veze se uglavnom
uz postojanje sekundarne stani¢ne stijenke; StoviSe, lignin je Cesto osnovna razlikovna
komponenta primarnih i sekundarnih stani¢nih stijenki (Carpita i sur., 2015). Iznimku Cine
primarne stani¢ne stijenke tipa II koje u svom sastavu sadrze mrezu lignina i1 drugih
fenilpropanoidnih spojeva, dok je u stijenkama tipa | pojavnost lignina inicirana formiranjem
sekundarne stani¢ne stijenke (Carpita i sur., 2015). Lignin moze Ciniti znacajan dio stani¢ne
stijenke, poglavito u slu¢aju dobro razvijenih sekundarnih stijenki (30 % 1 viSe) (Zhong 1 Ye,
2015). U sekundarnim stani¢nim stijenkama lignin osigurava dodatnu ¢vrstocu, krutost i

vodonepropusna svojstva.

2.4.2 Metode ekstrakcije polisaharida biljne stanicne stijenke
2.4.2.1 Ekstrakcija pektina

Pektin se danas Cesto koristi kao prehrambeni aditiv i tehnoloski adjuvans za razli¢ite namjene
te ga je u tu svrhu potrebno prethodno ekstrahirati iz biljnog materijala. S obzirom na
heterogenost nativnog pektina, ovisno o biljnom izvoru te razlicitim fizikalno-kemijskim
karakteristikama, ali i zeljene karakteristike izdvojenog pektina, pristupi ekstrakciji pektina se

razlikuju.
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Pektinski polimeri jedni su od najreaktivnijih biljnih polisaharida te se makromolekulske
strukture pektina mogu medusobno povezivati na razli¢ite nac¢ine. Medu istima se u literaturi
spominju ionski mostovi, diol-esteri s borovim ionom, uronil-esteri, hidrofobne interakcije te
veze preko ferulinske kiseline (Sila i sur., 2009). Takoder, pektini se nalaze blisko povezani i s
drugim sastavnim polisaharidima stanicne stijenke, pr. glukuronoarabinoksilanima,
ksiloglukanima i celulozom. Ekstraktibilnost pektinskih polisaharida, dakle, ovisi o
zastupljenosti pojedinih intracelularnih interakcija, o ¢emu nadalje ovisi izbor ekstrakcijskih
parametara (Tablica 9). U sekvencionalnom nizu, pektinske frakcije mogu se izdvojiti
ekstrakcijom hladnom i/ili vruéom vodom ili puferom, hladnom i/ili vru¢om otopinom
keliraju¢eg sredstva, zatim vru¢im razrijedenim otopinama Kkiselina i na kraju hladnim
otopinama kalcijeva karbonata (\VVoragen i sur., 1995). Van Buren (1991) na sli¢an na¢in navodi
da se pektinski polisaharidi unutar stani¢ne stijenke mogu podijeliti u 3 skupine: vodeno-topljivi
pektini (ekstraktibilni s vodom ili razrijedenim puferima), zatim kelator-topljivi pektini
(ekstraktibilni s keliraju¢im sredstvima) te protopektini (ekstraktibilni s razrijedenim luzinama
ili vru¢im razrijedenim kiselinama). Udjel ovih tipova pektina ovisi o biljnom izvoru i biljnom
tkivu. Vodeno-topljivi i kelator-topljivi pektini uglavnom se sastoje od galakturonske Kkiseline
s priblizno 2 % udjela ramnoze 1 10-20 % udjela neutralnih Secera. Brojnost 1 distribucija
slobodnih karboksilnih skupina unutar molekule glavni je preduvijet za ekstraktibilnost vodom

ili keliraju¢im sredstvom.

Tablica 9. Vrste pektina u stani¢noj stijenci S obzirom na molekularne interakcije te
ekstraktibilnost razli¢itim otapalima (Chang i sur., 1993).

Tip pektina Povezujuce molekularne interakcije  Postupak ekstrakcije

S-tip pektina Slabe veze / van der Waalsove veze Pomocu hladne vode

Pomocu hladnih otopina keliraju¢ih

A-tip pektina  lonske interakcije sredstava

B-tip pektina Jake vodikove veze Pomocu vruée vode

Pomocu vrucih otopina keliraju¢ih

C-tip pektina ~ Vodikove veze i ionske interakcije
sredstava

P-tip pektina Kovalentne veze Pomocu razrijedenih kiselina/luzina

Kelator-ekstraktibilni pektini najcesce se nalaze u sredi$njoj lameli te su vezani kalcijevim
ionima (oblik gela kalcijeva pektata), $to se najé¢esce opisuje modelom ,,egg-box*, odnosno

konformacijom koja nalikuje kutiji/kartonu za jaja (Van Buren, 1991; Renard i Thibault, 1993).
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Keliraju¢a sredstva poput etilendiaminotetraoctene kiseline (EDTA),
cikloheksandiaminotetraoctene kiseline (CDTA), natrijeva heksametafosfata i amonijeva
oksalata vezu kalcijeve ione te na taj nacin oslabljuju interakcije izmedu molekula pektina,
povecéavajuc¢i njihovu ekstraktibilnost (Renard i Thibault, 1993). Udjel kelator-ekstraktibilnih
pektina ovisi o biljnoj vrsti i tkivu; primjerice, priblizno 80 % u nekim vrstama mahuna,
nezrelim listovima kupusa ili nezrelom luku odnosi se na kelator-ekstraktibilni pektin, zatim
40-50 % u nekim sortama jabuka te samo 3 % u Secernoj repi (Van Buren, 1991). Kelirajuca
sredstva najbolje djeluju pri relativno povisenim pH vrijednostima (iznad pH 7), §to pak moze
negativno utjecati na integritet pektinske molekule zbog mogucih B-eliminacijskih reakcija.
Stoga je takve ekstrakcije preporucljivo provoditi pri pH 4-5 i pri nizim temperaturama, s
obzirom da ekstrakcije pri poviSenoj temperaturi mogu djelovati degradirajuce i pri (relativno)
nizim pH vrijednostima (pH 5) (Voragen i sur., 1995).

Nakon ekstrakcije vodom i keliraju¢im sredstvom, preostali pektin u biljnom materijalu smatra
se protpektinom koji je dobro usidren u stani¢noj stijenci, a za njegovo izdvajanje potrebno je
primijeniti hidrolizu kiselinom ili luzinom. Kiselinska hidroliza protopektina ujedno je i
konvencionalan nacin proizvodnje komercijalnog pektina. Prilikom kiselinske ekstrakcije
dolazi do hidrolize razli¢itih tipova glikozidnih veza. Najslabije veze u molekuli pektina su
izmedu arabinofuranozilnih jedinica (u bo¢nim lancima RG-1), a naj¢vrs¢e izmedu jedinica
galaktopiranozil uronske kiseline (Voragen i sur., 1995). Kiselinski-ekstrahirani pektini ¢esto
sastavom nalikuju kelator-topljivim pektinima, medutim, pretpostavlja se da u nativnom obliku
sadrZe puno vise neutralnih Secera, koji se degradiraju uslijed djelovanja kiseline (Van Buren,
1991). Za alkalno-ekstraktibilne pektine smatra se da su vezani esterskim vezama i putem
oksidativnog sparivanja preko fenolnih kiselina (Voragen i sur., 1995). Jedan dio pektina
preostane u biljnom materijalu i nakon intenzivnih ekstrakcija kelatorom, kiselinom i luzinom
te se moze smatrati neekstraktibilnim pektinom vrlo snazno vezanim za ostale polisaharide
stani¢ne stijenke.

Osnovni biljni izvori komercijalnog i industrijskog pektina su kore citrusa (limun, limeta,
naranca, grejp), koje sadrze 20-30 % ekstraktibilnog petina (u s.tv.), te kora i komina jabuke,
koji sadrze 10-15 % ekstraktibilnog pektina (u s.tv.) (May, 1990; Panouillé i sur., 2007; Yapo
i Gnakri, 2014; Miiller-Maatsch i sur., 2016). Uz ove konvencionalne izvore, danas se istrazuju
i drugi agro-industrijski ostaci kao ekonomicni inovativni izvori pektina, primjerice, pulpa
Secerne repe, suncokretove glave te razliciti ostaci iz prerade voca i povrcéa (Panouillé i sur.,
2007; Miiller-Maatsch, 2016; Adetunji i sur., 2017). Specificnosti proizvodnje pektina variraju

ovisno o vrsti sirovine te Zeljenoj kvaliteti pektina; a osnovni parametri su pH ekstrakcijskog
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otapala, omjer cvrsto-tekuce, temperatura i trajanje ekstrakcije. U pojednostavljenom i
opcenitom prikazu, pektin se dobiva ekstrakcijom vru¢om zakiseljenom vodom (tj. vru¢om
razrijedenom kiselinom). Za zakiseljavanje se najcesce koriste jake mineralne kiseline poput
dusi¢ne (HNO3) i klorovodi¢ne kiseline (HCI), a pH ekstrakcijskog otapala obi¢no iznosi 1-3
(u prosjeku 2). Biljni materijal mijeSa se s otapalom u omjeru 1:35 - 1:15 (w/v), temperatura
ekstrakcije iznosi 60-100 °C, a trajanje 20 - 180 minuta (Yapo i Gnakri, 2014; Adetunji i sur.,
2017). Pektinski ekstrakt se nakon zavrSene ekstrakcije odvaja filtracijom te se zatim uparava,
a pektin se izdvaja precipitacijom alkoholom (najce$¢e izopropanolom, a dozvoljena je
primjena i etanola i metanola) (May, 1990). Ovako izdvojen pektin karakteriziran je visokom
viskoznom molarnom masom te udjelom galakturonske kiseline od najmanje 65 % (prema
zahtjevu trzista) (Yapo i Gnakri, 2014; Miiller-Maatsch i sur., 2016). Ovakav pektin je takoder
i visoko metiliran, stupnja esterifikacije priblizno 70 %, a s obzirom na daljnju zeljenu kvalitetu
proizvoda, moZe se dodatno deesterificirati kemijskim (kiselinom 1ili luzinom) ili enzimskim
postupcima, ili pak amidirati, u fazi uparenog ekstrakta ili alkoholne precipitacije (May, 1990;
Yapo i Gnakri, 2014). Slika 18 shematski prikazuje proizvodnju komercijalnih oblika pektina.
Svakako treba imati na umu da prinos pektina te fizikalno-kemijske karakteristike ovise 0 vrsti
i kvaliteti biljne sirovine i nainu njegovog izdvajanja te je stoga potrebno optmizirati
ekstrakciju pektina iz svakog novog izvora (s obzirom na zeljenu kvalitetu proizvoda i
ekonomi¢nost postupka) te standardizirati konacnu kvalitetu pektina iz istog izvora.

Danas se istrazuju mnoge inovativne tehnike ekstrakcije pektina sa svrhom povecanja
ekstrakcijske ucinkovitosti 1 ekonomicCnosti postupka. U iste se ubrajaju ekstrakcije
potpomognute enzimima, mikrovalovima, ultrazvukom i subkritiénim otapalima (Yapo i
Gnakri, 2014; Adetunji i sur., 2017). Ultrazvukom-potpomognuta ekstrakcija (engl. ultrasound
assisted extraction - UAE) je postupak u kojem se koristi akusti¢na energija i otapalo kako bi
se izdvojile Zeljene komponente iz biljnog matriksa. Ekstrakcijska uspjesnost, uz klasicne
ekstrakcijske parametre, temelji se na pojavi kavitacije, odnosno lokaliziranih podrucja izrazito
visokog tlaka i temperature koja nastaju uslijed niza ekspanzija i kompresija molekula otapala
tijekom Sirenja akusti¢nih valova kroz teku¢i medij. Kavitacijski mjehuri¢i uzrokuju razaranje
biljnih stanica uslijed ¢ega stani¢ni sadrzaj postaje dostupniji otapalu te je poboljSan prijenos
mase (Ebringerova i Hromadkova, 2010). U ekstrakciji polisaharida UAE tehnikom najcesce
se koriste ultrazvuéne sonde, a parametri koristenja ultrazvuka odnose se na temperaturu, tlak,
frekvenciju i vrijeme, a vazan je takoder i omjer materijala i otapala (omjer ¢vrsto-tekuce) s
obzirom da se intenzitet ultrazvuka smanjuje s pove¢anjem udjela ¢vrstih Cestica (Adetunji i

sur., 2017). Primjena ultrazvuka istrazuje se u ekstrakciji pektina i hemiceluloza iz razli¢itih
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biljnih matriksa (Ebringerova i Hromadkova, 2010; Wang i sur., 2015a), a kao osnovne
prednosti isticu se smanjeno vrijeme ekstrakcije i volumen potrebnog otapala, kao i ukupna
potros$nja energije. S druge strane, intenzitet ultrazvuka nehomogeno je raspodijeljen u cijelom
ekstrakcijskom volumenu te moze biti zna¢ajno smanjen S povecanim udjelom dispergirane
¢vrste faze. Takoder, uspjesnost primjene ultrazvuka za ekstrakciju polisaharida uvelike ovisi

0 biljnom materijalu (Adetun;ji i sur., 2017).

osué?na }(om citrusa / >  ckstrakcija 20-180 min
komina jabuke l

o filtracija / bistrenje
zakiseljena voda, pH 1,0-3.0,

temp. 60-100 °C l‘— neutralizacija

koncentriranje

l

alkoholna precipitacija

koagulirani pektin

disperzija ——— l

obrada kiselinom ili luzinom u dispergirani pektin obrada amonijakom u
alkoholnom mediju | alkoholnom mediju
neutralizacija neutralizacija
ispiranje zakiseljenim alkoholom ispiranje zakiseljenim alkoholom ispiranje zakiseljenim alkoholom
susenje/usitnjavanje/ujednacavanje susenje/usitnjavanje/ujednacavanje  suienje/usitnjavanje/ujednalavanje
(standardizacija) (standardizacija) (standardizacija)
niskometilirani pektin visokometilirani pektin amidirani niskometilirani pektin

(LMP) (HMP)

Slika 18. Shematski prikaz konvencionalnog na¢ina proizvodnje pektina iz kora citrusa
ili komine jabuke (Yapo i Gnakri, 2014).

2.4.2.2 Ekstrakcija hemiceluloze

S porastom trenda ponovnog iskoriStavanja razliCitih agro-industrijskih ostataka, narocito
lignoceluloznih materijala, u fokusu je takoder i potencijal iskoriStavanja hemiceluloze, koja se
¢esto navodi kao drugi (uz celulozu) najzastupljeniji polisaharid u prirodi (Menon i sur., 2010).
Pritom se Cesto istice valorizacija ksilana kao najzastupljenijeg hemiceluloznog polisaharida u
mnogim vrstama agro-industrijskih ostataka (Sedlmeyer i sur., .2011; Naidu i sur., 2018).
Selektivna ekstrakcija hemiceluloze jedan je od osnovnih preduvjeta za njezinu daljnju

valorizaciju, napose u prehrambene svrhe.
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Za izdvajanje ksilana najc¢esce se koriste ekstrakcija luzinom, ekstrakcija zaluzenim vodikovim
peroksidom, ekstrakcija organskim otapalima, ekstrakcija vruéom vodom, eksplozivna
ekstrakcija vodenom parom (engl. steam explosion), ultrazvuc¢na ekstrakcija, ekstruzija (Peng i
sur., 2012; Naidu i sur., 2018). Pritom su u odredenoj mjeri prisutne degradativne promjene
koje mijenjaju nativni sastav i strukturu hemiceluloznih polimera te se odabir odgovarajuce
tehnike uskladuje sa sastavom hemiceluloze unutar stani¢ne stijenke, ocuvanjem strukture i
prinosa te postizanjem povoljnog omjera ulozene energije i efikasnosti postupka (Naidu i sur.,
2018). U cilju je, dakako, postici §to vece iskoriStenje bimase uz $to manju degradaciju polimera
te Sto nizu ukupnu cijenu postupka. S obzirom na heterogenost hemiceluloznih polimera
opcenito, a tako i ksilanskih polisahararida, usko vezanu uz biljni izvor, ne postoji univerzalan
nacin njihove ekstrakcije.

U ekstrakeiji luZinom najcesce se koriste natrijev hidroksid (NaOH), kalijev hidroksid (KOH),
kalcijev hidroksid (Ca(OH)2) i amonijev hidroksid (NH4sOH) (Peng i sur.; 2012; Naidu i sur.,
2018), od kojih se naj¢esce koriste NaOH i KOH zbog visih ostvarenih prinosa (Lawther i sur.,
1996; Peng i sur., 2012). Osim vrste otapala, na ekstrakcijski u¢inak utjeu i koncentracija
luzine, temperatura i vrijeme ekstrakcije (Peng i sur., 2012). Takoder se koristi i sekvencionalna
ekstrakcija luzinom koja podrazumijeva niz ponovljenih ekstrakcija s luzinom u rastucoj
koncentraciji, $to rezultira izdvajanjem hemiceluloznih frakcija razli¢itog sastava i strukture
(Peng i sur. 2012; Naidu i sur., 2018). Ekstraktabilnost ksilana ograni¢ena je fizikalnim i
kovalentnim interakcijama istoga s drugim konstituentima stani¢ne stijenke, narocito ligninom
(Ebringerova i Heinze, 2000; Ebringerova i sur., 2005). Izravna ekstrakcija luzinom pokazala
se uspjeSnom u ekstrakciji hemiceluloze iz stabljika kukuruza te slame raZi i rize (Xiao i sur.,
2001). S druge strane, kod mnogih sirovina nije moguce posti¢i zadovoljavajue prinose
alkalnom ekstrakcijom, Sto se moze objasniti razli¢itim tipovima ksilana, odnosno razli¢itim
suspstituentima i njihovoj disturibuciji duz ksilanske okosnice te znacajnom zastupljenoséu
lignina i njegovim karketeristikama (Martinez i sur., 2016). Tako, primjerice, ksilani iz
lignificiranih dijelova jednogodi$njih biljaka pokazuju bolju ekstraktibilnost u odnosu na
ksilane iz drva, $to se povezuje s niZim udjelom lignina, njegovom drugacijom strukturom te
opéenito drugacijom organizacijom stani¢ne Stijenke (Ebringerova i Heinze, 2000). U
ekstrakciji ksilana iz visokolignificiranih sirovina &esto se koristi delignifikacija kao
komplementarni postupak, neovisno o daljnjem postupku ekstrakcije ili zajedno s istim,
primjerice u ekstrakeiji zaluzenim vodikovim peroksidom. Delignifikacija obuhvaca selektivno
uklanjanje lignina iz biljnog materijala te predstavlja jedan od klju¢nih koraka za povecenje

ekstraktibilnosti hemiceluloze ili op¢enito dostupnosti polisaharida stanic¢ne stijenke (Hubbel i
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Ragauskas, 2010; Rabetafika i sur., 2014; Nan i sur., 2018). Pri ekstrakciji ksilana iz vrsta tvrdih
drva Cesto se koristi delignifikacija natrijevim kloritom i octenom kiselinom kao predtretman
alkalnoj ekstrakciji (Ebringerova i Heinze, 2000). Ovaj postupak poznat je kao Wise-ova
metoda (Wise i sur., 1946), te se zadrzao kao jedna od najucestalijih laboratorijskih metoda za
delignifikaciju biomase kojom se selektivno izdvaja lignin uz minimalni uéinak na ksilan i
glukan u stani¢noj stijenci (Ahlgren i Goring, 1971; Kumar i sur., 2013; Rabetafika i sur, 2014;
Nan i sur., 2018). Metoda se temelji na oksidacijskom uéinku visokoreaktivnog klorova
dioksida, a provodi se u relativno blagim uvjetima: pri temperaturi 60-70 °C, tijekom 4-8 h, uz
dodavanje svjezih porcija natrijeva klorita i octene kiseline u pravilnim razmacima (svakih 1-2
h) (Nan i sur., 2018). Iskoristenje ovim postupkom, u smislu solvatacije lignina, moze iznositi
190 % (Kumar isur., 2013). Preostali materijal nakon delignifikacije naziva se holoceluloza, a
sastoji se od celuloze i hemiceluloze. Ovaj pojam najcesce se koristi u kontekstu drvne biomase.
Ekstrakcija luzinom nakon prethodne delignifikacije (alkalna ekstrakcija holoceluloze)
rezultira vi§im prinosima hemiceluloze (Rabetafika i sur., 2014), ista sadrzi tek 1-2 % vezanog
lignina te je svjetlije boje (svjetlo smeda) u odnosu na hemicelulozu izdvojenu izravnom
ekstrakcijom luzinom iz osnovne sekundarne sirovine, zbog izbjeljivajueg ucinka
delignifikacijskog postupka (Peng i sur., 2012). Delignifikacija se moze provesti i drugim
sredstvima, od Kkojih se Cesto spominje primjena zaluzenog vodikovog peroksida. U ovoj
reakciji osnovna reaktivna forma je hidroperoksidni anion (HOO") koji reagira s nedisociranim
vodikovim peroksidom, tvoreé¢i tako reaktivne hidroksil radikale ("OH) i superoksid anion
radikale (O2") koji cijepaju esterske veze izmedu hemiceluloze i lignina (Peng i sur., 2012;
Rabetafika i sur., 2014).

Ekstrakcija organskim otapalima u literaturi poznata je i pod nazivom organosolv predtretman
(Zhao i sur., 2009). Prednost ovog postupka je moguénost recikliranja otapala. Otapalo za
ekstrakciju €ini organsko otapalo koje se moze koristiti samostalno ili u kombinaciji s otopinom
luzine ili kiseline i vode, u razli¢itim omjerima. Organska otapala koja se naj¢esc¢e koriste mogu
se podijeliti na otapala niskog vrelista (metanol i etanol) i visokog vrelista (etilen glikol,
glicerol), a kao kiselinski katalizatori koriste se mineralne kiseline (klorovodi¢na, sumporna,
fosforna) ili organske kiseline (mravlja, oksalna, acetilsalicilna) (Zhao i sur., 2009; Peng i sur.,
2012; Naidu i sur., 2018). Primjena kiselinskog katalizatora ovisi o temperaturi postupka te se
isti obi¢no ne koristi pri vi§im temperaturama zbog osigurane autohidrolize te katalitickog
djelovanja oslobodenih kiselina iz biomase (Zhao i sur., 2009). Organosolv postupak rezultira
visokim stupnjem solubilizacije lignina te se koristi kao alternativa delignifikaciji natrijevim

kloritom (Peng i sur., 2012). Osim navedenih otapala, u ekstrakciji hemiceluloze Cesto se koristi
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i dimetilsulfoksid (DMSO), zasebno ili pomijesan s vodom, a osnovna prednost njegove
primjene je ocuvanje nativne strukture hemiceluloze (Peng i sur., 2012).

Od fizikalnih postupaka izdvajanja svakako treba spomenuti ekspolozivnu ekstrakciju parom
(engl. steam explosion). U ovom postupku materijal se tretira zasiécnenom parom pri visokom
tlaku, nakon ¢ega se tlak naglo smanji, Sto rezultira eksplozivnim razaranjem biljnog materijala
te ujedno i depolimerizacijom lignina i narusavanjem celuloznih struktura unutar stani¢ne
stijenke, a time 1 pove¢anom ekstraktibilnosti hemiceluloze (Peng i sur., 2012; Naidu i sur.,
2018). Nakon ovog postupka potrebno je provesti ekstrakciju hemiceluloze vruéom vodom.
Prednosti ovog postupka su koristenje vode kao otapala te uvjeti visoke tepmerature i tlaka koji
pogoduju kratkom vremenu zadrZavanja materijala u sustavu, ¢ime se smanjuje 1 mogucnost
degradacije hemiceluloze (Naidu i sur., 2018).

Nakon ekstrakcije, otopljena hemiceluloza najcesce se izdvaja precipitacijom etanolom, a mogu
se koristiti i druga organska otapala koja se mijeSaju s vodom, kao §to su metanol i aceton.
Ovisno o uvjetima precipitacije, u tekucoj fazi moze zaostati jedan dio hemiceluloze, obicno
hemiceluloza male molekulske mase (Peng i sur., 2012). Osim navedene metode, postoje i drugi
nacini izdvajanja hemiceluloze iz otopine, bilo da se radi o izdvajanju u kvantitativnom smislu
ili izdvajanju pojedinih frakcija hemiceluloznih polisaharida iz ukupnog ekstrakta, kako je
opisano u radu Penga i suradnika (2012).

Tradicionalni 1 danas konvencionalno koriSten postupak izdvajanja hemiceluloze
podrazumijeva ekstrakciju luzinom, zatim neutralizaciju ekstrakta i precipitaciju hemiceluloze
dodatkom etanola, a opisao ga je O'Dwyer jos deleke 1926. godine (O'Dwyer, 1926; Peng i sur.,
2012). Kao i kod ekstrakcije pektina, fizikalno-kemijska svojstva ekstrahirane hemiceluloze ne
ovise samo o biljnom izvoru, ve¢ i 0 nacinu izdvajanja, pri ¢emu je potrebno posti¢i kompromis

izmedu prinosa i zeljenih karakteristika s obzirom na daljnju primjenu.

2.4.3 Mogucénosti primjene pektina i ksilana iz sekundarnih biljnih sirovina

Pektin se konvencionalno koristi u brojnim prehrambenih proizvodima, najcesée u svrhu
postizanja tehnolosko-funkcionalnih svojstava proizvoda, odnosno kao sredstvo za geliranje,
emulgator i stabilizator emulzija, sredstvo za zgu$njavanje, sredstvo za izradu prehrambenih
filmova i premaza i sl. (Yapo i Gnakri, 2014). Osnovna primjena pektina je kao sredstva za
geliranje u proizvodima na bazi voca; ¢ak 80 % proizvedenog pektina u svijetu koristi se u
proizvodnji dzemova, marmelada, pekmeza i Zelea (Panouillé i sur., 2007). Stupanj
esterifikacije, konkretno metil-esterifikacije (metilacije/metoksilacije) (engl. degree of

methylation - DM) jedna je od najvaznijih karakteristika za ovu primjenu. S obzirom na to,
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pektini se konvencionalno dijele na visokometilirane (engl. high metoxyl pectins - HMP; DM
> 50 %) i niskometilirane pektine (engl. low metoxyl pectins - LMP; DM < 50 %) (Sila i sur.,
2009). HMP pektini iskazuju svojstvo geliranja u prisutnosti visokog udjela suhe tvari (> 55 %)
te kiselih uvjeta (pH < 3,5). U uvjetima poveéanog udjela suhe tvari dolazi do ,,istiskivanja
vode®, tj. smanjenja aktiviteta vode izmedu molekula pektina, a kiseli uvjeti sprjecavaju
deprotonizaciju slobodnih karboksilnih skupina usijed ¢ega je moguée formirati stabilne
interakcije izmedu molekula pektina (Yapo i1 Gnakri, 2014). LMP pektini geliraju pri
smanjenom udjelu suhe tvari (20-55 %) te isklju¢ivo uz prisutnost multivalentnih kationa,
posebice kalcijevih iona, i snizene pH vrijednosti (pH 3-7). Nastajanje gel-strukture LMP
pektina odvija se formiranjem kalcijevih mostova izmedu nemetiliranih regija galakturonana,
prema modelu ,,egg-box“, za $to je potrebno 6-20 jedinica galaktopiranozil uronske kiseline
izmedu dva lanca (Yapo i Gnakri, 2014). S obzirom da nije potreban visoki udjel suhe tvari,
LMP pektini koriste se u proizvodnji niskokalori¢nih prehrambenih proizvoda.

U novije vrijeme se sve viSe istiCe i zdravstveno-funkcionalna komponenta primjene pektina.
Tako se pektin koristi kao prehrambeno vlakno, s obzirom da se ne moze potpuno razgraditi u
gastrointestinalnom sustavu Covjeka, te doprinosti fizikalnim i1 fermentativnim aspektima
konzumacije prehrambenih vlakana, koji se nadalje o€ituju u brojnim pozitivnim zdravstvenim
ucincima (Endress i Mattes, 2009). Pektin iskazuje potencijalno prebioti¢ka svojstva, medutim,
ista ovise o vrsti probioti¢kih bakterija te tipu pektina (Olano-Martin i sur., 2002). U kontekstu
prebioticke primjene, danas se sve vise daje prednost pektinskim derivatima u obliku pektinskih
oligosaharida (POS), kao novih prebiotika koji iskazuju bolja prebioticka svojstva u odnosu na
pektin (Olano-Martin i sur., 2002). S obzirom na brojne inovativne izvore pektina, u obliku
agro-industrijskih ostataka, ¢ije karakteristike nisu zadovoljavajuce za komercijalnu primjenu,
POS predstavljaju izrazito dobar nacin valorizacije pektinom-bogatih sekundarnih sirovina
(Babbar i sur., 2016b). Karakteristike i proizvodnja pektinskih oligosaharida opisane su u
poglavljima koja slijede.

Primjena ksilana danas se promatra kroz prizmu biorafinerije, $to nudi moguénost proizvodnje
mnoStva razli€itih proizvoda (bioproizvoda) dodane vrijednost. Pritom, potencijalan smjer
ponovne primjene ksilana ovisi 0 njegovom izvornom udjelu u sekundarnoj sirovini te
ostvarenom prinosu u postupku izdvajanja, a takoder i o Cisto¢i te fizikalno-kemijskim
svojstvima izolata (Naidu i sur., 2018). Ksilan se moze koristiti za proizvodnju razli¢itih
kemikalija dobivenih fermentacijom ili biokonverzijom ksiloze nakon potpune hidrolize ksilana
(kemijske ili enzimske), kao platformnih kemikalija za daljnje biokonverzije ili izravnu

industrijsku primjenu. Primjeri takvih vrijednih kemikalija su etanol, mlije¢na kiselina, furfural,
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ksilitol (Naidu 1 sur., 2018). Ksilan se takoder moze koristiti u proizvodnji materijala za
pakiranje te hidrogelova, kao potencijalnih nosa¢a odredenih lijekova ili drugih funkcionalnih
valorizacije, u smislu najvec¢e dodane vrijednosti uslijed potencijalne ponovne primjene u
prehrani ljudi, jest proizvodnja oligosaharida (ksilooligosaharida) kao potencijalnih novih
prebiotika (SedImeyer, 2011; Peng i sur., 2012). Specifi¢nosti proizvodnje ksilooligosaharida

te njihova fizikalno-kemijska svojstva opisani su u poglavljima koja slijede.

2.5 Oligosaharidi iz sekundarnih biljnih sirovina
2.5.1 Definicija i fizikalno-kemijska svojstva

Oligosaharidi predstavljaju skupinu kratkolan¢anih ugljikohidrata koji se najcesce razlikuju od
monosaharida i polisaharida prema stupnju polimerizacije (engl. degree of polymerization -
DP). Ipak, takav nacin podjele nije jasno definiran s obzirom da je teSko postaviti granicu
izmedu ovih skupina, naro¢ito prema polisaharidima, zbog sli¢nosti kemijskih svojstava ili
fizioloskih uc¢inaka (Voragen, 1998). Tako, broj monosaharidnih (monomernih) jedinica u
oligosaharidima moZe znadajno varirati. Prema IUB-IUPAC sustavu nomenklature,
oligosaharidima se smatraju iskljucivo ugljikohidrati u kojima je glikozidnom vezom povezano
(DP) 3-10 monosaharidnih jedinica (Barreteau i sur., 2006; Mussatto i Mancilha, 2007; Wang
isur., 2018). S obzirom da najkraci poznati prirodni polisaharid sadrzi 35 monomernih jedinica,
mnogi autori proSiruju definiciju oligosaharida tako da ista obuhvac¢a i DP veci od 10,
ukljucujuéi tako sve ugljikohidrate koji se nalaze izmedu DP 1 i 35 (BeMiller, 2018). Takoder,
1 mnogi disaharidi (pr. laktuloza ili ksilobioza) pokazuju svojstva slicna oligosaharidima te su
Cest (a Cesto i dominantan) sastojak prebioti¢kih oligosaharidnih pripravaka (Voragen, 1998).
S obzirom na navedeno, oligosaharidi se u literaturi Cesto definiraju kao ugljikohidrati DP 2-19
(25) (Barreteau i sur., 2006; Mussatto i Mancilha, 2007; Wang i sur., 2017; BeMiller, 2018).
Navedeno proSirenje definicije sukladno je 1 analitickoj praksi izdvajanja i odredivanja
oligosaharida. Naime, topljivi polisaharidi se iz ekstrakata najées¢e izdvajaju precipitacijom
etanolom u udjelu od 78 (80) % (v/v), dok u tekucoj fazi se i dalje mogu naci otopljeni
kratkolanCani ugljikohidrati razlicitog DP. U tom kontekstu, oligosaharide predstavljaju
niskomolekulski ugljikohidrati topljivi u 78 (80) % (v/v) etanolu, od kojih neki i stupnja
polimerizacije do 100 (Cummings i sur., 1997; Robefroid i Slavin, 2000).

Prehrambeni oligosaharidi mogu se podijeliti na probavljive i neprobavljive, a mogu biti
biljnoga ili Zivotinjskoga podrijetla. Najvecu vaznost u prehrani ljudi imaju biljni neprobavljivi

oligosaharidi (engl. non-digestible oligosacharides - NDO) s obzirom na dominantnu
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zastupljenost u odnosu na druge oligosaharide te izrazena funkcionalna svojstva (Mussatto i
Mancilha, 2007). Op¢éenito, fizikalno-kemijska i funkcionalna svojstva NDO ovise 0 sastavu
monosaharida te na¢inu njihovog povezivanja (tip glikozidne veze, struktura molekule), $to pak
ovisi 0 biljnom izvoru i/ili primjenjenom postupku proizvodnje (hidroliza ili sinteza).
Neprobavljivost NDO njihovo je najznacajnije svojstvo, a oznacava otpornost na hidrolizu u
ljudskom probavnom sustavu (Roberfroid i Slavin, 2000), iz ¢ega i proizlaze brojna fizioloski
aktivna svojstva buduci da ih organizam ne koristi kao izvor energije. NDO sluze kao izvor
ugljika 1 energije za mikrobiotu debelog crijeva stimulirajuci rast i aktivnost odredenog broja
bakterijskih vrsta, posebno laktobacila i bifidobakterija. Fermentacijom NDO nastaju
kratkolanCane masne kiseline (acetat, propionat, butirat) te laktat 1 plinoviti produkti (vodik,
ugljikov dioksid i metan), koji imaju brojne pozitivne uc¢inke na zdravlje ¢ovjeka (Mussatto i
Mancilha, 2007). Prema tome, NDO se mogu smatrati prebioticima (Gibson i Roberfroid,
1995).

Od ostalih svojstava znacajnih za primjenu u prehrambene svrhe, NDO su topljivi u vodi i
posjeduju umjerenu slatko¢u (u prosjeku 30-60 % manja slatko¢a od saharoze), ¢iji intenzitet
ovisi 0 kemijskoj strukturi, stupnju polimerizacije i prisutvu monosaharida i disaharida u
oligosaharidnim pripravcima. Smatra se da se intenzitet slatkoce NDO smanjuje pove¢anjem
DP (Crittenden i Playne, 1996; Voragen, 1998). Ovo svojstvo ¢ini ih pogodnima za primjenu
kao niskokalori¢na punila. Takoder iskazuju 1 svojstvo vezanja vode, mijenjaju temperaturu
smrzavanja te mogu poboljsati teksturu i senzorska svojstva proizvoda povec¢anjem viskoznosti
(NDO vecée molekulske mase) (Voragen, 1998). S obzirom da su neprobavljivi, NDO ne
pridonose energijskoj vrijednosti hrane u klasicnom smislu, ali ipak imaju odredenu energijsku
vrijednost koja proizlazi iz njihove fermentabilnosti u debelom crijevu (priblizno 1,5 kcal/g),
sli¢no kao i za topljiva prehrambena vlakna (Roberforid i Slavin, 2000). Mnogi NDO otporni
su na hidroliticko djelovanje mikrobiote usne Supljine te pokazuju svojstvo nekariogenosti.
Kemijska stabilnost NDO ovisi 0 njihovom monosaharidnom sastavu, strukturi i wvrsti
glikozidnih veza; pritom, B-glikozidne veze su jace od a-glikozidnih veza, heksoze su jace
povezane od pentoza i deoksi-Secera, a takoder i piranozni oblici molekula Se¢era u odnosu na

furanozne (Voragen, 1998).

2.5.2 Proizvodnja oligosaharida

Nacini proizvodnje NDO obuhvacaju 4 kategorije:
1. ekstrakcija vru¢om vodom iz prirodnih izvora i u izvornom obliku,

2. enzimska sinteza iz jednog ili smjese monosaharida ili disaharida,
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3. parcijalna hidroliza (enzimska ili kemijska) viSih oligosaharida ili polisaharida
4. kombinacija hidrolize i transglikozilacije (Crittenden i sur., 1996; Robefroid i Slavin,
2000).

1z prirodnih izvora najcescée se izdvajaju oligosaharidi fruktanskog tipa (fruktotoligodaharidi -
FOS) i a-galaktooligosaharidi (GOS; rafinoza i derivati). Ovi NDO sastavni su dio razli¢itih
tkiva mnogih biljaka, poput lukovice, gomolja, korijena, sréike (jezgre) i sjemenke, gdje imaju
ulogu rezervnih ugljikohidrata te Stite biljku od abiotickog stresa (smrzavanje, susa) (Martinez-
Villaluenga i Frias, 2014). FOS se mogu nacéi u razli¢itim biljnim vrstama porodica Asteraceae
(cikorija, jeruzalemska artiCoka, yacon, stevija, korijen ¢icka), Liliaceae (luk, cesnjak, poriluk),
Poaceae (jeCam, raz, pSenica), Agavaceae (agava) i Asparagaceae (Sparoge), dok najbogatiji
prirodni izvori GOS su vrste porodice Fabaceae (leca, grasak, slanutak, soja, grah) (Martinez-
Villaluenga 1 Frias, 2014). Ipak, najve¢i dio komercijalnih NDO proizvodi se enzimskom
sintezom ili hidrolizom. U enzimskoj sintezi koriste se visokospecificne glikoziltransferaze (EC
2.4.X.y.) (Saad i sur., 2013). Neovisno o na¢inu proizvodnje, NDO se ne nalaze u ¢istom obliku,
ve¢ kao smjesa oligosaharida razli¢itih DP, kao 1 monosaharida ili polisaharida izvorno
koristenih u proizvodnji, a na trziStu su dostupni u razliitim stupnjevima cisto¢e (Voragen,
1998). Tablica 10 prikazuje sastav i nacin proizvodnje najée$¢ih prebioti¢kih NDO.
Sukladno tendenciji valorizacije ugljikohidratne frakcije agro-industrijskih ostataka, ovi
otpadni i nedovoljno iskoriSteni materijali mogu se smatrati potencijano dobrim izvorom novih
NDO koji mogu nastati hidrolizom pektinskih ili hemiceluloznih polisaharida biljne stani¢ne
stijenke. Zbog iznimne varijabilnosti polisaharidne strukture, ovi izvori nude moguénost
otkrivanja novih oligosaharida sa znacajnim fizioloskim svojstvima. Jednako tako, 1 hidrolitic¢ki
procesi proizvodnje NDO dobivaju na vaznosti, kao i inovativne tehnologije koje se mogu
koristiti u tu svrhu. U tom kontekstu istrazuju se sljedeci polisaharidi, odnosno potencijalni
NDO iz istih (Barreteau i sur., 2006; Mussatto i Mancilha, 2007; Gomez i sur., 2017):

> ksilan — ksilooligosaharidi (XOS),

= arabinoksilan — arabinoksilooligosaharidi (AXOS),
» glukomanan — glukomananooligosaharidi (GMOS),
> pektin — pektinski oligosaharidi (POS),

= homogalakturonan — oligogalakturonidi (OG),

= supstituirani galakturonan ~— oligoramnogalakturonidi (ORG),
— arabinogalaktooligosaharidi (AGOS),
— arabinooligosaharidi (AOS) .
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Tablica 10. Struktura i nacin proizvodnje najces¢ih neprobavljivih oligosaharida
(Crittenden i Playne, 1996; Sako i sur., 1999; Roberfroid i Slavin, 2000).

Osnovna kemijska

NDO struktura Glikozidnaveza  Naéin proizvodnje
Gle-Frun, > lei;s;rrzkcua iz prirodnih
Fruktooligosaharidi Frli-Frunz; B-(1,2) >  enzimska sinteza iz
(FOS) nl=2-9 h
n2=1-9 saharoze o
» parcijalna hidroliza inulina
Galaktooligosaharidi ~ Glc-Galy; B(L6)- Gal-Gal g’gt'r”;m:'sgzr?rfdr'f:ﬁtoze
(GOS) n=2-5 B-(1,4) - Gal-Glc izvora
. - . » parcijalna enzimska
Izomaltooligosaharidi G_ICn, 0-(1,6) hidroliza + enzimska
(IMOS) n=2-5 . .
sinteza iz Skroba
Palatinoza i . .
. Glc-Frup; » enzimska sinteza iz
(izomaltuloza) n=2,4 o-(1.6) saharoze
oligosaharidi
Laktosukroza Gal-Gle-Eru B-(1,4) - Gal-Glc > enzimska sinteza iz laktoze
(LAS) a-(1,2) - Glc-Fru i saharoze
Laktuloza » alkalna izomerizacija
(LA) Gal-Fru B-(1,4) laktoze
Ksilooligosaharidi Xyly; B-(1,4) » parcijalna hidroliza iz
(XOS) n=2-9 ’ ksilana
Sojini oligosaharidi Galn-Glc-Fru; a-(1,6) - Gal-Gal > ekstrakcija iz prirodnog
(SOS) n=1ili 2 a-(1,2) - Glc-Fru izvora
o - » enzimskom sintezom iz
Gentiooligosaharidi Glcy; i o
GeOS) N=2-5 B-(1,6) glukoze nakon hidrolize

Skroba

Iako se kisilooligosahridi istrazuju kao prebiotici ve¢ dugi niz godina, moZze ih se svrstati u
skupinu nadolaze¢ih i inovativnih prebiotika s obzirom na nove izvore u obliku razli¢itih
lignoceluloznih otpadnih materijala. Inovativnost u smislu novih oblika NDO oc¢ituje se kroz
mogucu prosutnost razli¢itih funkcionalnih skupina vezanih na glikozilne jedinice
polimera/oligomera. U prvom redu se to odnosi na ferulinsku Kiselinu, p-kumarinsku Kiselinu
te acetilne skupine (Mussatto i Mancilha, 2007), kao i na oligosaharide razgranate strukture.

Zbog svoje velike zastupljenosti u sirovinama obradenima u ovoj disertaciji, u idué¢im
poglavljima opisat ¢e se specificni aspekti proizvodnje ksilooligosaharida i pektinskih

oligosaharida te njihovi fizioloski ucinci i potencijalna primjena.
2.5.2.1 Ksilooligosaridi

Ksilooligosaharidi (XOS) su oligomerni ugljikohidrati sastavljeni od ksiloznih monomera
povezanih B-(1,4) glikozidnom vezom (Carvalho i sur., 2013). Prirodni izvori

ksilooligosaharida su bambusovi izdanci, razli¢ito voce i povrée te mlijeko i med, ali u
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nedovoljnom udjelu za komercijalnu iskoristivost ili ostvarenje pozitivnih zdravstvenih u¢inaka
(Vazquez i sur., 2000). XOS se komercijalno proizvode hidrolizom ksilana, odnosno izvora
bogatih ksilanom, kao §to su lignocelulozne sirovine. S obzirom da ksilan predstavlja
heterogenu skupinu polisaharida, u ovom kontekstu XOS se odnose na hidroliticke produkte
glukuronoksilana (4-O-metil-glukuronoksilana).

Proizvodnja XOS mozZe se odvijati jednim od navedenih naéina (Slika 19).

Lignocelulozna sirovina

Visefazni postupak [ Jednofazni postupak

Predtretman luZzinom

[ Predtretman

kiselinom | [ Autohidroliza H Enzimska hidroliza |

Enzimska ili
| kiselinska hidroliza

] [ Enzimska hidroliza

Slika 19. Nacini proizvodnje ksilooligosaharida iz lignoceluloznih sirovina (Vazquez i
sur., 2000; Aachary i Prapulla, 2011; Carvalho i sur., 2013).

Osim navedene podjele, ¢esto se u literaturi ovi postupci grupiraju i kao kemijski, enzimski i
fizikalni te njihove kombinacije (Samanta i sur., 2015).

ViSefazni postupak najc¢esce se navodi u literaturi s obzirom da omogucuje dobivanje XOS vece
Cistoce te lak$u primjenu enzimske hidrolize uslijed smanjene rekalcitranciju supstrata u odnosu
na izvornu sirovinu. U svrhu ekstrakcije ksilana najces¢e se primjenjuje ekstrakcija luzinom
(kako je opisano u poglavlju 2.4.2.2) kao predtretman, te naknadna enzimska hidroliza. Osnovni
enzim za parcijalnu enzimsku hidrolizu ksilana i proizvodnju XOS je endo-p-1,4-ksilanaza (EC
3.2.1.8). Opcenito, ksilanaze pripadaju skupini glikozid-hidrolaza (GH) iz CAZy
(Carbohydrate-Active EnZY mes Database) obitelji 5, 7, 8, 10 i 11, od kojih iz obitelji 10 i 11
su najvise proucavane. Endo-ksilanaze nasumi¢no hidroliziraju B-(1,4) glikozidnu vezu izmedu
Xylp jedinica ksilanske okosnice, a pripadnost obiteljima hidrolaza 10 i 11 oéituje se u
toleranciji na supstituciju ksilanske okosnhice. GH 10 ksilanaze tolerantnije su na prisutnost
supstituenata te mogu hidrolizirati glikozidne veze u blizini mjesta supstitucije, a za aktivnost
zahtijevaju prisustvo 2 nesupstituirane Xylp jednice. GH 11 ksilanaze za aktivnost trebaju 3
nesupstituirane Xylp jedinice u nizu te ne mogu hidrolizirati veze u blizini mjesta supstitucije
(Hu i Saddler, 2018). Budu¢i da pokazuju aktivnost na supstratima koji sadrze samo ksilozu te
dugackim lancima XOS, a takoder nemaju drugih katalitickih aktivnosti, smatraju se tzv.

pravim ksilanazama (Carvalho i sur., 2013). Osim endo-ksilanaze, u proizvodnji XOS mogu se
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koristiti i drugi enzimi aktivni na supstratu ksilana (Slika 20) kako bi se povecao prinos XOS
(Aachary i Prapulla, 2009; Akpinar et al., 2010). Egzoksilanazna aktivnost nije pozeljna jer
dovodi do povecanog otpustanja ksiloze koja moze inhibitorno djelovati na daljnju produkciju
XOS (Carvalho i sur., 2013; Samanta i sur., 2015). Opcenito su enzimske metode preferabilne
u proizvodnji XOS visoke prehrambene kakvocée zbog ostvarivanja visokih prinosa, smanjenja
mogucnosti nastanka degradativnih produkata, te blagih uvjeta reakcije. Enzimi se mogu
dodavati izravno u reakcijsku smjesu, u imobiliziranom obliku ili se otpustati u medij uslijed
mikrobne aktivnosti (Carvalho i sur., 2013). Mikroorganizmi producensi ksilanolitickih enzima
razli¢ite su vrste rodova Aspergillus, Trichoderma, Streptomycetes, Phanerochaetes,
Chytridiomycetes, Ruminococus, Fibrobacter, Clostridium, Bacillus i Thermoascus, a
proizvodnja se odvija na prikladnim ligniceluloznim supstratima submerzno ili fermentacijom

u ¢vrstom/polucvrstom stanju (Carvalho i sur., 2013).

/

FOOH . ksilan acetil-esteraza
e o «a-D-glukuronozidaza
endo-p-1,4-ksilanaza ° L \
# 0—AC o—AC
[s} o o
mom O/D:lxow © °w °$11/°w
O o o [ o n]
Ac O-Ac 7 c
a-L-arabinofuranozidaza o o

OH /D:T/ o \m O/D:T/ CH,OH CH,0— p-kumarinska /ferulinska kiselina
A ° A

l p-kumaroil/feruloil
p-ksilozidaza esteraza

Slika 20. Prikaz mjesta djelovanja razli¢itih ksilanoliti¢kih enzima (Sunna i Antranikian,
1997).

Autohidroliza (hidrotermalni postupak, predtretman vodom) najznacajniji je fizikalni postupak
proizvodnje XOS u kojem se lignocelulozna sirovina tretira vodom pri poviSenom tlaku 1
temperaturi (150-230 °C), uslijed Cega otapalo prodire u stani¢nu stijenku te uzrokuje
depolimerizaciju lignina i hemiceluloze te bubrenje celuloze (Ruiz i sur. 2013). Pri optimiranim
procesnim uvjetima, molekule vode autoioniziraju u hidronijeve (H3zO") i hidroksidne (OH")
ione, od kojih hidronijevi ioni kataliticki djeluju na hidrolizu glikozidnih veza, a dodatno

zakiseljavanje otapala ostvaruje se hidrolizom acetilnih skupina s molekula hemiceluloze
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(Carvalho i sur., 2013; Ruiz i sur. 2013; Samanta i sur., 2015). Ovaj postupak posljednjih se
godina intenzivno istrazuje za primjenu proizvodnje XOS iz razli¢itih lignoceluloznih sirovina,
s prednostima koriStenja vode kao jedinog otapala, visoke specificnosti s obzirom na ksilan te
visokog prinosa XOS (Parajo i sur., 2004; Nabarlatz i sur., 2007; Gomez i sur., 2017). S druge
strane, za izvodenje autohidrolize potrebna je specijalizirana oprema, a parametre postupka
potrebno je prilagoditi sirovini, pri ¢emu blazi procesni uvjeti koji pogoduju hidrolizi
hemiceluloze zahtijevaju naknadnu enzimsku hidrolizu za proizvodnju XOS nizih DP (Moure
i sur., 2006). Tablica 11 prikazuje primjere proizvodnje XOS iz razli¢itih lignoceluloznih
sirovina.

Proc¢is¢avanje XOS nakon hidrolize ksilana moze biti vrlo sloZeno te postoji nekoliko pristupa
ovoj problematici. XOS se u prvoj fazi mogu izdvojiti/procistiti precipitacijom nezeljenih
molekula pomocéu metanola, etanola, propanola ili acetona, kao u slucaju izdvajanja
polisaharida, a osim nedovoljno hidroliziranih fragmentata polisaharida izdvajaju se i druge
otopljene tvari (Aachary i Prapulla, 2011). Poveéanjem udjela organskog otapala smanjuje se
DP molekula koje mogu ostati u tekuc¢oj fazi. Adsorpcija na materijalima s aktivnom povr§inom
(primjerice, aktivni ugljen) najéesca je metoda proc¢isc¢avanja XOS te se koristi u kombinaciji s
drugim tehnikama (Vazquez i sur., 2000; Aachary i Prapulla, 2011; Qing i sur., 2013).
Membranske tehnike poput ultra- i nanofiltracije najperspektivnije su metode za
visokoselektivno proc¢is¢avanje XOS (Aachary i Prapulla, 2011).

Komercijalno dostupni XOS su praSkasti preparati bijele boje te sadrze XOS razli¢itog DP,
obi¢no od 2-5, od kojih najvise DP 2 (ksilobiozu) i DP 3 (ksilotriozu) (Gullon i sur., 2008).
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Tablica 11. Pregled sirovina i na¢ina proizvodnje ksilooligosaharida (XOS).

Lignocelulozna . . . . . Sastav
sirovina Proizvodnja XOS Prinos ksilana Prinos XOS XOS Referenca
. ey ekstrakcija ksilana Lei Ca . 36,0 % pocetnog udjela 0 i . .
Pseni¢na slama eksplozijom parom endo-ksilanaza i f-glukozidaza ksilana 71 % (8 h) DP 2-6 Alvarez i suradnici (2017)
. . ekstrakcija ksilana  endo-ksilanaza iz Aspergillus 17,9 % pocetnog udjela 0 i . .
Kukuruzni oklasci luFinom foetidus MTCC 4898 ksilana 60 % (8 h) DP 2-5 Chapla i suradnici (2012)
. . predtretman endo-ksilanaza iz Aspergillus 40,8 % u predtretiranoj -
Kukuruzni oklasci sirovine luzinom oryzae MTCC 5154 sirovini 86,7 (6 h) DP>2 Aachari i Prapulla (2009)
= - - 5 ——
Kukuruzni oklasci p'redt'retmap' komerc_l jalna ksHanazz_a_ Bioxyl 4_0,8 % u predtretiranoj 89 % DP>2 Aachari i Prapulla (2009)
sirovine luzinom P40 (Biocon Ltd., Indija) sirovini
= - - 5 ——
Kukuruzni oklasci p_redt_retmgn _ komerc_l jalna ksHanazz_a_ Bioxyl 3_9,2 _/o_u predtretiranoj 52 0 DP > 2 Aachari i Prapulla (2009)
sirovine kiselinom P40 (Biocon Ltd., Indija) sirovini
Stabljika duhana ek:s, 'trakcua ksilana  endo k§|lanaz_a 12 2.1’8 ./° pocetne mase 20,7 % DP 1-6 Akpinar i suradnici (2009)
luzinom Aspergillus niger sirovine
Stabljika pamuka ek:s'traku ja ksilana  endo k§|lanaz_a iz 2_1,3 _/o pocetne mase 15 % DP 1-6 Akpinar i suradnici (2009)
luzinom Aspergillus niger sirovine
Stabljika ekvs'traku ja ksilana  endo ks_llanaz_a iz 1_8,9 _/o pocetne mase 19 % DP 1-6 Akpinar i suradnici (2009)
suncokreta luzinom Aspergillus niger sirovine
PSeni¢na slama 6k§ _trakcua ksilana  endo ks_|lanaz_a 12 2.0 .6 ./° pocetne mase 14,4 % DP 1-6 Akpinar i suradnici (2009)
luzinom Aspergillus niger sirovine
_ 0 X 3 ~ 0 X
Ljuska badema autohidroliza 65. o pocetnog udjela 6.0 & pocetnog nepoznato  Nabarlatz i suradnici (2013)
hemiceluloze udjela ksilana
_ 0 X 3 ~ 0 X
Oklasci kukuruza autohidroliza 65. o pocetnog udjela ‘!3 & pocetnog nepoznato  Nabarlatz i suradnici (2013)
hemiceluloze udjela ksilana
~ 0 o 1 ~ 0 X
Kostice masline autohidroliza 65. /o pocetnog udjela 5.5 /0 pocetnog nepoznato  Nabarlatz i suradnici (2013)
hemiceluloze udjela ksilana
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2.5.2.2 Pektinski oligosaharidi

Pektinski oligosaharidi (POS) obuhvacaju razli¢ite oligosaharidne derivate nastale
djelomicnom  depolimerizacijom pektina, primjerice oligogalakturonide (OGaU),
oligoramnogalakturonide (ORhaGau), arabinogalaktooligosaharide (AGOS),
arabinooligosaharide (AOS), galaktooligosaharide (GaOS) (Goémez i sur., 2017). Istrazivanja
novih biljnih izvora, na¢ina dobivanja POS, te funkcionalnih svojstava istih, potaknuta su
dodanom vrijednosti POS kao novih prebioti¢kih kandidata te rastu¢im trendom valorizacije
otpada iz voca i povréa koji obiluju pektinom. Primjeri takvih vrijednih sekundarnih sirovina
su ve¢ poznate pektinske sirovine koje se koriste za proizvodnju komercijalnog pektina: kore
citrusa - naranéa (30 % w/w) i limun (32 % w/w), te komina jabuke (21 % w/w), ali i drugi
agro-industrijski ostaci bogati pektinom, poput pulpe Seéerne repe (16 % w/w), breskve (18 %
w/w), manga (21 % w/w), buce (22 % w/w), ljuske luka (27-34 %), pulpe krumpira (15 % w/w),
komine masline (34 % wi/w) (brojevi u zagradama odnose se na maseni udjel pektina u sirovini)
(Gullén i sur., 2013; Babbar i sur., 2016b).

POS se mogu proizvesti depolimerizacijom izvornih pektinskih sirovina enzimskim ili
fizikalnim postupcima ili parcijalnom hidrolizom prethodno ekstrahiranog pektina pomocu

fizikalnih, kemijskih ili enzimskih metoda (Gullon i sur., 2013) (Slika 21).

Pektinom bogata sekundarna biljna sirovina

Visefazni postupak [ Jednofazni postupak
r ) o Enzimska
Ekstrakcija pektina Autohidroliza ][ hidroliza

Osnovne sirovine 0shovne sirovine |

Enzimska
hidroliza

Kiselinska Fizikalni
hidroliza postupci

J

Slika 21. Nacini proizvodnje pektinskih oligosaharida iz sekundarnih biljnih sirovina
(Gullon i sur., 2013).

Enzimske metode najceS¢e se koriste zbog svoje specifiCnosti, sigurnosti i smanjene
mogucnosti nastanka nezeljnih produkata (Babbar i sur., 2016b). S obzirom na izrazitu
sloZzenost sastava i strukture pektinske molekule, za njezinu djelomi¢nu (i potpunu)

depolimerizaciju koriste se razli¢iti enzimi (Slika 22).
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Slika 22. Prikaz mjesta djelovanja glavnih pektinolitickih enzima na kopolimernim
blokovima molekule pektina (Bonnin i sur., 2014); PG - endo-poligalakturonaza, PME -
pektin metil-esteraza; PL - pektin lijaza; PAE - pektin acetil-esteraza, PAL - pektat lijaza,
RgH - ramnogalakturonan galakturonohidrolaza, RL - ramnogalakturonan lijaza, RH -
ramnogalakturonan hidrolaza, RgAE - ramnogalakturonan acetil-esteraza, AF -
arabinofuranozidaza, eA - endo-arabinanaza, eG - endo-galaktanaza, p-Gal - pB-
galaktozidaza.

Pektinoliti¢ki enzimi opéenito se mogu podijeliti na enzime aktivne na homogalakturonanu i
enzime aktivne na ramnogalakturonanu (Bonnin i sur., 2014). Depolimerizacija
homogalakturonanske regije moze se odvijati putem hidrolize ili B-eliminacije, a specifi¢ni
enzimi iskazuju aktivnost s obzirom na nisko ili visoko esterificirani supstrat. Endo-
poligalakturonaza (EC 3.2.1.15) hidroliti¢ki nasumi¢no cijepa glikozidnu a-(1,4) vezu izmedu
galakturonskih jedinica, te moze imati razli¢itu toleranciju s obzirom na prisutnost metilnih ili
acetilnih skupina (stupanj esterifikacije homogalakturonana) (Bonnin i sur., 2014). U klasi¢nom
smislu, endo-poligalakturonaza je visokospecifi¢na za nisko metil-supstituirani galakturonan,
odnosno pektinsku Kiselinu (Voragen i sur., 2001; Tucker i Seymour, 2002; Babbar i sur.,
2016b), dok neki autori navode zasebnu kategoriju endo-poligalakturonaza specifiénih za
visokometilirane galakturonane, tj. endo-polimetilgalakturonaze (Pedrolli i sur., 2009). Egzo-
poligalakturonaza (EC 3.2.1.67) djeluje na nereduciraju¢em kraju molekule te odcjepljuje po
jednu ili dvije molekule galakturonske kiseline (Voragen i sur., 2001; Babbar i sur., 2016b).
Pektat lijaza (transeliminaza) djeluje B-eliminacijski te nasumicno cijepa glikozidnu vezu
izmedu dvije nesupstituirane jednice galakturonske kiseline, pri ¢emu nastaje dvostruka veza
na novonastalom nereduciraju¢em kraju galakturonske kiseline (Bonnin i sur., 2014). Pektat

lijaze iskazuju specifi¢nost spram niskoesterificiranih HG; medutm, neke lijaze mogu biti
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aktivne i kada su obje galakturonske jedinice metilirane te se tada prikladnije zovu pektin lijaze
(EC 4.2.2.10), a takoder mogu imati i egzo-lijaznu aktivnost (Tucker i Seymour, 2002). Lijaze
nemaju veliku vaznost u prehrambenoj industriji s obzirom da su najjaktivnije u blago bazi¢nim
uvjetima, ali imaju vaznost u razgradnji pektina u debelom crijevu ¢ovjeka (Voragen i sur.,
2001). Aktivnos$éu enzima esteraza - pektin metil-esteraze (EC 3.1.1.11) i pektin acetil-esteraze
(EC 3.1.1.6), uklanjaju se metilne i acetilne skupine sa HG, ¢ime se moze povecati dostupnost
nisko esterificiranog supstrata endo-aktivnim enzimima (Babbar i sur., 2016b). Razgradnja
ramnogalakturonanskih (RG) regija provodi se ramnogalakturonan hidrolazom ili lijazom, pri
¢emu prvo navedeni enzim pokazuje aktivnost na a-(1,2) glikozidnim vezama, dok drugo
navedeni na a-(1,4) vezama izmedu jedinica galakturonske kiseline i ramnoze (Babbar i sur.,
2016b). Ovi enzimi smatraju se manje zastupljenim pektinolitickim enzimima (Tucker i
Seymour, 2002). Ramnogalakturonan acetil-esteraza zasluzna je uklanjanje acetilnih skupina s
RG-l domena (Bonnin i sur., 2014). Neutralni bo¢ni lanci pektina mogu biti supstrat
arabinanazama i galaktanazama. Endo-arabinanaza nasumi¢no hidrolizira a-(1,5) glikozidnu
vezu nesuspstituiranih arabinana, egzo-arabinanaza hidrolizira arabinozu, arabionobiozu i
arabinotriozu s nereducirajucih krajeva linearnih arabinana, a arabinofuranozidaza odcjepljuje
arabinozu s bo¢nih lanaca arabinana i arabinanskih oligomera. Endo- i egzo-galaktanaza djeluju
na B-(1,4) glikozidnim vezama lineranih galaktana, dok B-galaktozidaza hidrolizira terminalno
vezane bocne lance galaktoze s galaktana i arabinogalaktana (Babbar i sur., 2016b).

Na hidroliticki profil POS utjecu razli¢iti parametri, kao Sto su prisutnost ili odutnost odredene
enzimske aktivnosti, koncentracija enzima, vrijeme i temperatura reakcije (Babbar i sur.,
2016b). Tablica 12 priakzuje neke od u literaturi dostupnih primjera proizvodnje POS..
Kemijske metode (kiselinska hidroliza) u proizvodnji POS nisu puno zastupljene zbog svoje
nespecificnosti, a od fizikalnih postupaka, kao 1 kod depolimerizacije ksilana, istiCe se
autohidroliza (Gullén i sur., 2013; Babbar i sur., 2016b).

U svrhu procis¢avanja POS najcesce se primjenjuju membranske tehnike (Babbar i sur., 2016b;
Gomez i sur., 2017).
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Tablica 12. Pregled sirovina i na¢ina proizvodnje pektinskih oligosaharida (POS).

Sekundarna

sirovina Proizvodnja POS Prinos pektina  Prinos POS Sastav POS Referenca
enzimski endo-
poligalakturonazom M2 (EPG- Hidroliza s EPG-M2 usmjerena je u nastajanje
ekstrakcija pektina ~ M2) 21,3 % ukupne DP3 i DP4 za nize koncentracije enzima i kra¢u Babbar i suradnici
Ljuska luka natrijevim Viscozyme L (V-2010) galakturonske hidrolizu (2016a)
heksametafosfatom  multienzimski koktel i kiseline Hidroliza s Viscozyme i Pectinase koktelima

Pectinase multienzimski koktel
(Sigma Aldrich, Njemacka)

generira dominantno monomere

Otpadne kore

autohidroliza s naknadnom membranskom filtracijom

22,3 % ukupnog udjela GalUA u

Goémez i suradnici

X o - hidrolizatu, s ve¢im udjelom DP <13
limuna (RC 1 kDa - TFF6 Milipore, SAD) nezasiéenih OGaU (2016)
enzimska hidroliza
Otpadne kore o aut(_)hidrolizata endo- 93 % gkupnog uo!jela QaIUA u Gémez i suradnici
limuna autohidroliza poligalakturonazom o - hidrolizatu, s ve¢im udjelom DP <13 (2016)
(Kluyveromyces fragilis) i pektin zasi¢enih OGaU (81 %)
lijazom (Aspergillus niger)
enzimska hidroliza
. . autohidrolizata endo- 88 % ukupnog udjela GalUA u , . s
ﬁ);?jr?:e kore \e;l;zt;?#(cua pektina poligalakturonazom o - hidrolizatu, s ve¢im udjelom DP <13 g%Tg)z | suradnici
(Kluyveromyces fragilis) i pektin zasi¢enih OGaU (94 %)
lijazom (Aspergillus niger)
Otpadne kore ekstrakcija autohidroliza vodeno- i ZmF;:fri\J{gg eno-netopljivog nepoznato Martinez i suradnici
narance materijala vodom netopljivog materijama 0GaUIAOS/Ga0s = 10:3,8:3,2 (2010a)
31 % sirovine Martinez i suradnici
Pulpa Secerne repe neizotermalna autohidroliza - (47 % AOS, 43 % OGaU, 10%  nepoznato

GaOA)

(2010b)
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Tablica 12. Pregled sirovina i nac¢ina proizvodnje pektinskih oligosaharida (POS) - nastavak.

Sekundarna

sirovina Proizvodnja POS Prinos pektina  Prinos POS Sastav POS Referenca
S -
Pulpa Secerne rene autohidroliza s naknadnom membranskom filtracijom ﬁilc’lfoﬁ)zzruinogéﬁje?gg:g'a‘ ! DP <13 Gomez i suradnici
ulp P (membrana RC 1 kDa - TFF6 Milipore, SAD) nezasiéenlil}’l OVGaU (‘71310/) = (2016)
()
enzimska hidroliza
autohidrolizata endo- 0 .
. S poligalakturonazom 7.3 % ykupnog U,O!Jela QaIUA u Gomez i suradnici
Pulpa SeCerne repe  autohidroliza Sy hidrolizatu, s ve¢im udjelom DP <13
(Kluyveromyces fragilis) i zasicenih OGaU (58 %) (2016)
pektin lijazom (Aspergillus °
niger)
enzimska hidroliza
autohidrolizata endo- 0 .
Pulpa Secerne repe ekstrakcija pektina poligalakturonazom fnzdfol? :ﬁinogé?gjeg.ggkp‘ u DP <13 Gomez i suradnici
wp p vodom (Kluyveromyces fragilis) i nezasic’zenifl O\E}aU (ggj(y) = (2016)
pektin lijazom (Aspergillus °
niger)
N enzimska hidroliza sekvencionalno pektin lijazom, 0 .
Keokrgﬁriczljaml o zatim smjesom galaktanaze, galaktozidaze, arabinanaze 20710 @A)o%ﬁ:gar:jl imasu pektina, BE ig Holck i suradnici
geéeme rf ep i arabinofuranozidaze te na kraju s dRhaGaUGaI na masu pektina (2011a)
p ramnogalakturonazom P
Pulpa Sederne repe enzimska hidroliza cjelovitog supstrata Celluclast 1,5L 26,5 % (Wiw) nepoznato Babbar i suradnici

i Viscozyme L enzimima (Sigma Aldrich, Njemacka)

(2017)

GalUA - galakturonska Kiselina, OGaU - oligogalakturonidi, GaOS - galaktooligosaharidi, AOS - arabinooligosaharidi, ORhaGaU - oligoramongalakturonidi, ORhaGaUGal -
ramongalakturonogalaktooligosaharidi.
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2.5.3 Funkcionalna svojstva

Ksilooligosaharidi 1 pektinski oligosaharidi cesto se navode kao potencijalni prebiotici,
odnosno novi prebioticki kandidati, za Sto je najzasluznija njihova otpornost na razgradnju i
apsorpciju u gastro-intestinalnom traktu, uslijed ¢ega dospijevaju u debelo crijevo relativno
nepromijenjeni. Na taj nacin postaju dostupni mikrobioti debelog crijeva koja ih moze koristiti
kao izvor ugljika i energije za rast i metabolicku aktivnost. Koncept prebiotika predstavili su
Gibson i Roberfroid (1995) definicijom: ,prebiotici su neprobavljivi sastojci hrane koji
pozitivno djeluju na zdravlje domacina selektivno stimuliraju¢i rast 1/ili aktivnost jedne ili
ogranicenog broja vrsta bakterija u debelom crijevu®. Razvojem istrazivanja i novih spoznaja,
ova definicija kasnije je izmijenjena te su prebiotici definirani kao ,,selektivno fermentirani
sastojci koji omogucuju specificne promjene u sastavu 1/ili aktivnosti intestinalne mikrobiote,
§to donosi pozitivne ucinke na zdravlje i ukupnu dobrobit domaéina (Gibson i sur., 2004,
Roberfroid, 2007). Pritom su pozitivni ucinci na zdravlje indirektni, odnosno nastaju kao
posljedica rasta i aktivnosti mikrobiote na prebiotickom supstratu. Ciljane mikrobne skupine su
probioticke bakterije u debelom crijevu, laktobacili i bifidobakterije, zbog njihovog poznatog
doprinosa zdravlju. Prebioticki uc€inak posebice se ocituje u aktivnosti bifidobakterija te se
stoga Cesto koristi i naziv ,,bifidogeni u¢inak“(Anadon i sur., 2016). O vaznosti bifidobakterija
govori 1 pojam ,,prebiotickog indeksa“ koji se koristi u evaluaciji prebiotiCkog potencijala, a
definiran je upravo kao apsolutni porast broja bifidobakterija po gramu fecesa te dnevnoj dozi
(u gramima) konzumiranog prebiotika (Roberfroid, 2007; Anadon i sur., 2016). Fermentacijom
prebiotika u debelom crijevu selektivno se povecava broj laktobacila i bifidobakterija, a kao
produkti njithovog metabolizma nastaju kratkolanc¢ane kiseline (acetat, propionat, butirat) te
laktat i plinoviti produkti (vodik, ugljikov dioksid i metan) (Anadon i sur., 2016).

Linearne kratkolancane masne kiseline (engl. short-chain fatty acids - SCFA) primarni su
produkt fermentacije prebiotika (i vlakana opcento), a njihova uloga u organizmu je vrlo vazna.
Naime, SCFA sluze kao dodatan izvor ugljika i energije za intestinalnu mikrobiotu, ali i za
stanice pojedinih organskih sustava domacina. Acetat proizvode primarno bifidobakterije, a
metabolizira se u miSi¢ima, bubrezima, srcu i mozgu. Propionat najviSe proizvode
propionibakterije i Bacteroides, a isti ima vazan utjecaj na jetru i smanjenje sinteze kolesterola.
Butirat je osnovni izvor energije za stanice debelog crijeva (kolonocite) te utjee na smanjenje
upalnih procesa i karcinogenezu, a najvise ga proizvode mikrobne vrste iz porodica
Lachnospiraceae i Ruminococcaceae (Valcheva i Dieleman, 2017). Vazan aspekt SCFA je i

tzv. unakrsno hranjenje (engl. cross-feeding), s obzirom da pojedine intestinalne bakterije koje
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ne mogu fermentirati vlakna (prebiotike), koriste SCFA kao izvor ugljika i energije, proizvodeci
tako nove metabolite (SCFA) te mijenjajuci njihovu ravnotezu na korist domac¢ina (Makeldinen
i sur., 2009). Ovaj primjer ilustrira kompleksnost i dalekoseznost prebiotickih uc¢inaka, a isti se
na taj na¢in protezu na razli¢ite imunomodulatorne aktivnosti, prevenciju karcinoma, utjecaj na
metabolizam lipida i glukoze, apsorpciju mineralnih tvari (Steed i Macfarlane, 2009; Saad i
sur., 2013). Tablica 13 prikazuje neke od pozitivnih u¢inaka prebiotika.

Tablica 13. Pozitivni u¢inci prebiotika (Anadon i sur., 2016).

Ucinci prebiotika

e povecana proizvodnja i/ili promjena sastava SCFA

e povecana masa fecesa te blago snizavanje pH vrijednosti lumena debelog crijeva

e modulacija intestinalne mikrobiote, posebice bakterija koje fermentiraju
ugljikohidrate, te uspostavljanje kiselijeg pH

e smanjena proizvodnja putrefaktivnih, toksi¢nih, mutagenih i genotoksi¢nih tvari,
bakterijskih metabolita i enzima

e niska aktivnost B-glukuronidaze i nitroreduktaze bifidobakterija i laktobacila

e smanjena proizvodnja krajnjih dusikovih produkata i reduktivnih enzima

e proizvodnja butirata koji osnazuje regeneraciju intestinalnog epitela

e povecana proizvodnja vezivnih proteina ili aktivnih nosac¢a mineralnih tvari

e povecan imunitet i modulacija proizvodnje mucina

Osnovni kriteriji za prebioticki status su in vitro i in vivo potvrdene tvrdnje:
1) otpornosti na razgradnju i apsorpciju u gastrointestinalnom traktu - otpornost na
kisele uvjete Zeluca i hidrolizu probavnim enzimima sisavaca,
2) fermenabilnosti od strane intestinalne mikrobiote uz selektivnu stimulaciju rasta
i/ili aktivnosti intestinalnih bakterija povezanih s pozitivnim ucincima na
zdravlje i ukupnu dobrobit domacina (Roberfroid, 2007).
Neki autori uz ove uvjete isti€u 1 nuznost stabilnosti u slozenim sustavima hrane, kao i tijekom
pripreme iste, s obzirom na rastucu potrebu konzumacije prebiotika (Wang, 2009).
Najveci broj etabliranih prebiotika te prebiotickih kandidata odnosi se na NDO (Wang, 2009),
ali prebioticka svojstva iskazuju i neki polisaharidi, tj. vlakna u Sirem smislu. MozZze se zakljuciti
da se svi prebiotici smatraju prehrambenim vlaknima, medutim, nisu sva prehrambena vlakna
prebiotici. Potvrdeni prebioticki NDO uklju¢uju FOS, GOS, LA, SOS, inulin (Tablica 10), dok
se kao potencijalni kandidati isticu GeOS, LAS, POS, XOS, rezistentni $krob, levani, Secerni
alkoholi (Anadon i sur., 2016).
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2.5.3.1 Prebioticki ucinci ksilooligosaharida i pektinskih oligosaharida

Spoznaje o fermentativnom kapacitetu pojedinih vrsta intestinalne mikrobiote pomazu u
razumijevanju mehanizma fermentacije polisaharida i oligosaharida u debelom crijevu te
njihovog moguceg ucinka na dinamiku intestinalne populacije (Crittenden i sur., 2002).
Najpopularnije bakterijske vrste za evaluaciju prebiotickih svojstava su laktobacili i
bifidobakterije zbog njihove velike probioticke vaznosti (Roberfroid, 2007). Razlicite
bifidobakterije sposobne su koristiti XOS kao izvor ugljika (primjerice, B. adolescentis, B.
infantis, B. bifidum, B. longum), a od predlozenih B. adolescentis najbolje koristi ksilobiozu i
ksilotriozu te je najizgledniji kandidat za tzv. bifidus faktor kod odraslih ljudi, s obzirom da je
u njihovom probavnom traktu rezidentna (Okazaki i sur., 1991). Prema istrazivanju Crittenden
i suradnika (2002), mnoge vrste laktobacila i bifidobakterija mogu koristiti XOS kao supstrat
te, opcenito, bifidobakterije uspjeSnije koriste XOS nego laktobacili. Ipak, s obzirom da
komercijalni pripravci XOS, kao 1 kompleksni hidrolizati razli¢itih lignoceluloznih sirovina,
sadrze relativno visok udjel monosaharida (ksiloze i drugih monosaharida, primjerice glukoze),
rast nekih bakterijskih vrsta zapravo se moZe pripisati koriStenju monosaharidnih
kontaminanata kao preferabilnih supstrata. U istrazivanju Crittenden i suradnika (2002) ovaj
efekt primijecen je kod vecine istrazivanih laktobacila. KoriStenje XOS (DP >2) primijeceno je
samo za L. brevis, dok je kod bifidobakterija svojstvo rasta zadrzano kod gotovo svih ispitivanih
vrsta. Medu njima, najbolji rast bio je ostvaren za B. adolescentis VTT E-991436, B. angulatum
ATCC 27535, B. lactis Bb-12, B. lactis VTT E-97847 i B. pseudolongum ATCC 25526. Osim
laktobacila i bifidobakterija, porast na XOS kao izvoru ugljika zabiljeZzen je i kod nekih
Bacteroides vrsta (B. fragilis RHI 3001, B. thetaiotaomicron RHI 4171), dok za potencijalno
patogene vrste, Clostridium perfringens, Clostridium difficile i Escherichia coli, nije zabiljezen
rast na XOS (Crittenden i sur., 2002).

Selektivna stimulacija rasta odredenih probiotickih bakterija, uz XOS kao izvor ugljika, uvelike
ovisi 0 moguénosti potpune razgradnje oligosaharida do odgovaraju¢ih monomera, odnosno
ksilanolitickom sustavu kojeg bakterije posjeduju (Aachary i Prapulla, 2011; Chapla i sur.
2012). Efikasna i potpuna hidroliza XOS zahtijeva primjenu razli¢itih enzima, kao §to su -
ksilozidaza, a-glukuronidaza, o-L-arabinofuranozidaza. Prisutnost p-ksilozidaze te
arabinozidaze potvrdene su kod nekih bifidobakterija, primjerice, B. adolescentis, B. infantis i
B. bifidum, dok u istim bakterijama nije potvrdena a-glukuronidazna niti acetil-esterazna
aktivnost (Zeng i sur., 2007).
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Bifidobakterije preferabilno koriste XOS nizeg DP (2-4) (Moura i sur., 2007; Singh i sur., 2015;
Ho i sur., 2018) sto se moze pripisati nedostatku endo-ksilanazne aktivnosti bifidobakterija i
laktobacila (Moura i sur., 2007). U prilog tome govori i podatak da laktobacili i bifidobakterije,
istrazivane u radu Crittenden i suradnika (2002), nisu mogle koristiti ksilan (komercijalni
polimerni supstrat iz drva breze), a prilikom fermentacije arabinoksilana (komercijalni
polimerni supstrat iz pira) s B. longum i B. adolescensis, primijeceno je da bakterije koriste
samo arabinansku frakciju polimernog supstrata. Ipak, u mjeSovitim kulturama rast
bifidobakterija moze se primijetiti 1 na XOS visih DP, §to se moze objasniti ksilanolitickim
djelovanjem ekstracelularnin enzima drugih bakterijskin vrsta, pr. vrsta Bacteroides i
Rosenburia (Crittenden i sur., 2002; Chassard i sur., 2007; Mékeldinen i sur., 2010). Naime,
neke vrste u zajednici pomazu hidrolizu kompleksnih supstrata do oligomera (nizih DP) koje
onda mogu Koristiti i drugi dionici mikrobne zajednice. Osim toga, za neke bifidobakterije
primijeceno je da rastu na XOS DP >2, medutim, iste ne rastu jednako na ksilozi. Isto je
primijeceno 1 kod rasta bifidobakterija na drugim vrstama neprobavljivih oligosaharida i moze
se objasniti postojanjem transportnih mehanizama za niskomolekulske NDO, koji omogucavaju
asimilaciju i digestiju istih unutar stanice, $to Se smatra svojevrsnom evolucijskom prednosti
odredenih sojeva u uvjetima niske raspolozivosti lako dostupnih supstrata (Crittenden i sur.,
2002). Sporiji rast na XOS viSeg DP potencijalno moze imati povoljne uc¢inke na mikrobiotu u
udaljenijim dijelovima debelog crijeva.

Osim stupnja polimerizacije, takoder 1 stupanj suspstitucije XOS utjeCe na mogucnost njihovog
koristenja kao supstrata, a sukladno posjedovanju specificnih enzimskih aktivnosti potrebnih
za potpunu hidrolizu XOS, kako je prethodno spomenuto. Primjerice, bifidobakterije brze
metaboliziraju linearne XOS te arabinoksilooligosaharide (AXOS) do kratkolan¢anih masnih
kiselina i laktata za razliku od visokoacetiliranih XOS ili XOS supstituiranin 4-O-metil-
glukuronskom kiselinom (Voragen i sur., 2002; Aachary i Prapulla, 2011).

Usprkos relativno velikom broju in vivo istrazivanja, jednozna¢no odredena koli¢ina potrebne
dnevne konzumacije XOS za poticanje selektivnog rasta bifidobakterija ni danas ne postoji.
Koristene koli¢ine u istrazivanjima krecu se od 1,2 do 5 g XOS dnevno (Tablica 14), medutim,
pozitivni uéinci primijeceni su i uz dozu od 0,7 g dnevno (Tomomatsu, 1994). Relativno mala
uc¢inkovita doza u odnosu na dobro poznate i prihvaéene prebiotike, fruktooligosaharide (FOS),
indicira veliki potencijal XOS kao novih visoko u¢inkovitih prebiotika (Chung i sur. 2007;
Anadon i sur., 2016;). S druge strane, neki autori navode relativno visoke preporucene dnevne
doze XOS, 8-12 g (Samanta i sur., 2015).
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Tablica 14. Pregled istrazivanja prebiotic¢kih uc¢inka ksilooligosaharida (XOS).

Mikroorganizam

Vrsta istraZivanja

XOS

Pozitivni uc¢inci

Referenca

Mikrobiota ljudskog fecesa,
B. adolescentis

B. bifidum

B. infantis

B. longum

B. breve

Bacteroides

in vivo - analizom fecesa zdravih
muskih subjekata (50-60 god.)

tijekom oralne administracije
XOS (5 g dnevno / 3 tjedna).

in vitro - sposobnost koriStenja

XOS kao izvora ugljika.

1z breze, enzimskom
hidrolizom (Trichoderma
ksilanaza) i proci§¢avanjem,
DP 1-3.

Znacajan porast broja bifidobakterija
te snizenje fekalnog pH za vrijeme
administracije.

Sve bifidobakterije uspjesno koriste
XQOS, B. adolescentis najbolje koristi
ksilobiozu.

Okazaki i suradnici
(1990)

nije opazeno.

B. pseudolongum NCFB 2244
B. longum NCFB 2259
B. bifidum NCFB 2203 Komercijalni XOS DP 2-4, . .. .
B. bifidum DSM 20082 in vitro Sistoca 70 % Jedino B. pseudvolior?.gum pokazao Hopkins i suradnici
B. infantis NCEB 2205 (Suntory Co, Japan). sposobnost znacajnijeg rasta na XOS.  (1998)
B. catenulatum NCFB 2246
B. adolescentis NCFB 2230
B. adolescentis, 1z kukuruznih oklasaka Sposobn_ovst r_asta sve 4 .t.)akterlje na

o R . XOS, snizenje pH medija. : "
B. bifidum, in Vitro enzimski (ksilanaza iz 72 bifidobakteriie bolii rast na XOS Chapla i suradnici
L. fermentum, Aspergillus foetidus MTCC nego na glukozij 7a IaJktobaciIe isto (2012)
L. acidophilus 4898), DP 2-5. ’

Mikrobiota ljudskog fecesa

in vivo - analiza fecesa ljudskih

subjekata tijekom oralne

administarcije XOS (1,2 g dnevno

Nije navedeno

Znacajan porast bifidobakterija i
laktobacila u odnosu na placebo te
smanjen rast Clostridium perfringens

Lin i suradnici (2016)

/ 6 tjedana) tijekom administracije XOS
Bolji rast B. adolescensis i L. brevis
B. adolescensis, 1z kukuruznih oklasaka na XOS lzvorima.
S Veca specificna brzina rasta . -

B. longum, L autohidrolizom, DP 2-6. oo . . Moura i suradnici

in vitro S bifidobakterija nego laktobacila na
L. fermentum, Komercijalni XOS Xylo- vorima XOS (2007)
L. brevis oligo95P (Suntory Co, Japan). '

Rast B. adolescensis i L. brevis bolji
na kratkolan¢anim (DP 2-3) XOS.
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Tablica 14. Pregled istrazivanja prebiotickih u¢inka ksilooligosaharida (XOS) - nastavak.

Mikroorganizam

Vrsta istraZivanja

XOS

Pozitivni uc¢inci

Referenca

Mikrobiota ljudskog fecesa

in vivo- analiza fecesa ljudskih
subjekata (~ 78 god.) tijekom
oralne administarcije XOS (4 ¢
dnevno / 3 tjedna)

Komercijalni XOS Xylo-
oligo95P (Suntory Co, Japan).

Snizenje fekalnog pH i povecanje
udjela vlage u fecesu.
Povecanje broja bifidobakterija.

Chung i suradnici
(2007)

Mikrobiota ljudskog fecesa

in vitro

1z ostataka nakon berbe ploda
palme autohidrolizom,

DP 4,7, 14, 28, 44, 64.
Komercijalni XOS prosje¢nog
DP 2, (Shandong Longlive
Biotechnology Co. Ltd, Kina).

Znacajno povecanje broja
bifidobakterija sukladno u¢inku
komercijalnih XOS i FOS.
Preferabilno su fermentabilni XOS
nizih DP (do 14).

Ho i suradnici (2018)

Mikrobiota ljudskog fecesa

in vivo - analiza fecesa zdravih
odraslih ljudskih subjekata
tijekom oralne administarcije
XOS (1,4 gdnevnoili 2,8 g
dnevno / 8 tjedna)

Komercijalni XOS (Shandong
Longlive Biotechnology Co.
Ltd, Kina).

Porast broja bifidobakterija, ali ne i
laktobacila.

Finegold i suradnici
(2014)

Mikrobiota ljudskog fecesa + B.
lactis

u simulatoru ljudskog debelog
crijeva Enteromix®

Komercijalni pripravci XOS
razli¢itog DP (2 % w/v).
XOS DP2 10 (Lenzing AG,
Awustrija).

XOS DP 2-5 (Longlive 95P
(Shandong Biotechnology,
Kina).

XOS DP 2-10 (Lenzing AG,
Austrija).

Znacajan porast broja bifidobakterija,
najvise za XOS DP 2-5, sukladan
porastu za FOS (pozitivna kontrola).
Znacajan porast proizvodnje SCFA
(acetat i butirat).

Maikelédinen 1 suradnici
(2010)

DP (degree of polymerization) - stupanj polimerizacije, FOS - fruktooligosaharidi.

g8



Doktorski rad - Aleksandra Vojvodié Cebin Teorijski dio

Brojna istrazivanja potvrduju potencijal prebiotickog uc¢inka XOS (Tablica 14), ali zbog velike
brojnosti, raznolikosti i kompleksnosti mikrobiote i okoloSa debelog crijeva, kao i Siroke
definicije XOS (razli¢it sastav, strukture, DP), i dalje su potrebne dodatne potvrde kako bi im
se osigurao prebioticki status (Roberfroid, 2007). Pritom je potrebno dodatno razviti analiticke
metode karakterizacije supstrata i pra¢enja prebiotickih markera te pazljivo osmisliti strogo
kontorlirana in vivo istrazivanja.

Komercijalna primjena XOS kao prebiotika zasad je ograni¢ena na japansko trziste, medutim,
moze se ocekivati da ¢e XOS ¢initi znacajniji udjel svjetskog trziSta prebiotika u buduénosti.
Kao 1 kod ksilooligosaharida, mogu¢nost koriStenja POS za selektivnu stimulaciju rasta
pojedinih mikrobnih skupina intestinalne mikrobiote ovisi o enzimskom hidrolitickom
(pektinolitickom) sustavu bakterija, odnosno posjedovanju specifi€énih enzimskih aktivnosti
potrebnih za razgradnju POS do monomera. U odnosu na ksilooligosaharide, POS predstavljaju
kompleksniji supstrat buduci da se mogu sastojati od viSe razli¢itih vrsta oligosaharida koji nisu
karakterizirani samo drugac¢ijim DP, ve¢ i znatno drugacijim monomernim sastavom (kiseli 1
neutralni Seceri) 1/ili prisutnos¢u metilnih skupina. Jednako tako, POS iz homogalakturonana
mogu nastati hidrolitickim ili B-eliminacijskim mehanizmom, odnosno kao zasi¢eni ili
nezasi¢eni oligogalakturonidi za koje intestinalna mikrobiota moze imati znacajno razliite
afinitete. Primjerice, Dongowski i Anger (1996) primijetili su da su nezasi¢eni OGaU glavni
produkti degradacije pektina u gastrointestinalnom traktu miseva te u in vitro fermentaciji
pektina mikrobiotom ljudskog fecesa. Holck i suradnici (2011b) ovim opaZanjem smatraju
OGaU intermedijarnim produktom metabolizma pektina kojeg mikrobiota moZze iskoristiti,
medutim, potrebne su dodatne potvrde ovakvih tvrdnji.

Odnos strukture POS i vezanih funkcionalnih u¢inaka opisali su Onumpai i suradnici (2011)
istrazivanjem utjecaja nemetiliraninh oligogalakturonida (OGaU, DP 1-10) dobivenih
hidrolizom poligalakturonske kiseline, metiliranin OGaU (DP 4-23) dobivenih hidrolizom
pektina (DM 34,5 %), arabinooligosaharida (AOS, DP 1-11) dobivenih hidrolizom arabinana
iz repe, galaktooligosaharida (GaOS, DP 1-10) dobivenih hidrolizom galaktana iz pulpe
krumpira te oligoramnoglakturonida (ORhaGaU, DP 2-19) dobivenih iz sluzi Arabidopsis
thaliana, na promjenu sastava fekalne mikrobiote i produkciju organskih kiselina. Istrazivanje
je pokazalo da Kiseli oligosaharidi (OGaU), bilo metilirani ili nemetilirani, kao i njihovi
,roditeljski“ pektini, nisu imali nikakav bifidogeni u¢inak. Bacteroides grupa mogla je koristiti
ove supstrate, osim nemetiliranih OGaU. S druge strane, AOS, GaOS te izvorni arabinan i

galaktan pokazali su znacajne bifidogene ucinke, posebice niskomolekulske frakcije.
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Takoder, metilirani OGaU pokazali su znacajan ucinak na porast Faecalibacterium prausnitzii,
znacajnog producenta butirata u debelom crijevu covjeka. Potvrda relativno niske (ili
fermentabilnosti OGaU (ili potpunog izostanka iste) moze se naci i u radovima Gullon i
suradnika (2011) i Gémez i suradnika (2014). U skladu s time, prebioti¢ki u¢inak POS moze se
znacajnije pripisati prisustvu neutralnih oligosaharida ili znacajnijem utjecaju na druge
mikrobne skupine, primjerice laktobacile (Gomez i sur.,, 2014). Danas Se istrazivanja
prebiotic¢kih ué¢inaka POS provode uglavnom in vitro koriste¢i fekalnu mikrobiotu (Tablica 15).
U definiranim uvjetima prati se ukupni i relativni porast broja odredenih mikrobnih vrsta te
produkcija kratkolan€anih masnih kiselina 1 promjena pH medija. Hidrolizati POS uvijek su
smjese razli¢itih pektinskih oligomera, ¢iji je profil sukladan izvornom sastavu i strukturi
pektinske molekule te naéinu njihove proizvodnje. Daljnje frakcioniranje POS ¢esto je
neprakti¢no i dugotranjo te se POS najcesce evaluiraju kao cjelovit prebioticki supstrat. U tom
smislu moZe se reci 1 da su prebioticki u¢inci specificni s obzirom na izvor POS 1 nacin njihove
proizvodnje. In vivo istrazivanja prebiotickih u¢inaka POS na ljudima jo$ uvijek nisu provedena
u znacajnijoj mjeri. Pregledi uglavnom in vitro istrazivanja prebiotic¢kih i drugih bioloskih
ucinaka POS mogu se naci u radovima Gullon i suradnika (2013), Babbar i suradnika (2016b)
i Gémez i suradnika (2017). Dosadasnja istrazivanja (Tablica 15) pokazuju da je znacenje POS
u prebiotickom smislu vrlo veliko, posebice ako se uzme u obzir da se kao supstrati za
proizvodnju POS mogu koristiti razli¢iti agro-industrijski ostaci. Zbog velike varijabilnosti
monomernog sastava i strukture pektinskih molekula, kao i velikog broj enzima uklju¢enih u
razgradnju pektina i POS, u kombinaciji s kompleksnos¢u interakcija intestinalne mikrobiote,

potrebna su daljnja istrazivanja prebiotickih uc¢inaka POS s ciljem potvrde i komercijalizacije.
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Tablica 15. Pregled istrazivanja pozitivnih u¢inka pektinskih oligosaharida (POS).

Mikroorganizam .VrSt%. . POS Pozitivni uéinci Referenca
istrazivanja
POS | - dobiveni hidrolizom
. L _ L komercijalnog HMP iz kore Preferabilnost bifidobakterija prema fermentaciji
Mikrobiota ljudskog fecesa; :;?s\t/étli?mure citrusa s endo-PG u POS II (niskometiliranih oligosaharida)
membranskom reaktoru. POS T II pokazuju bolja prebioticka svojstva od  Olano-Martin i

Pojedina¢ne vrste bifidobakterija, bakterija

i mjesovita

POS Il - dobiveni hidrolizom

izvornih pektina.

suradnici (2002)

mitjecne kiseline, klostridia, Bacteriodes, E. fkﬂﬁ:?: komercijalnog LMP iz komine  Neki potencijalno patogeni klostridiji i
jabuke s endo-PG u Bacteriodes nisu mogli rasti na POS.
membranskom reaktoru.

Sporija asimilacijska kinetika POS §to moZe imati
POS dobiveni autohidrolizom pozitivne uéinke na distalni dio debelog crijeva.

Mikrobiota ljudskog fecesa in vitro otpadnih kora narance te Najmanja preferencija OGaU. Promjena Goémez i
naknadnim procis¢avanjem relativnog udjela pojedinih skupina fekalne suradnici (2014)
membranskim postupcima. mikrobiote na korist laktobacila. Znacajna

proizvodnja SCFA (acetat > butirat > propionat)

R L S

ikrobiota ljudskog fecesa 1 pojedinacne vrste: fermentacija) postupka preterabilni OS su bili gluko),

5. bifldum DSV 20456 i ATCC 29521 primjenom Lactobacillus 1 R O 08 - X08 A0S |

B. angulatum DSM 20098 ili ATCC 27535 in vitro rhamnos_us ATCC 9595 | Bacteroides vulgatus je mogla koristiti OGaU ' Guuén. L

B: pseudolongum DSM 20099 ili ATCC 25526 ?nszimﬁér\iwolggﬁslogrga?ljz(l)lll;llgf f:: Fermentacija inokulumom fecesa pokazala je . suradnici (2011)

B. catenulatum DSM 16992 ili ATCC 27539 ' . ; d sli¢ne rezultate preferabilnosti supstrata te

Bacteriodes vulgatus DSM 1447 ili ATCC 8482 Ea?('#;jorfgd;rzooc:g C!;V/;'Il?e'ger’ U2 Jnacajan porast SCFA (najvide acetata) te snizenje
ionskom izmjenom. pH medija.

Iljc?riaésrlccij?;lllnlz)(g)iéitina iz pulpe Smanjenje broja Bacteroides te povacanje broja Holck i

Mikrobiota ljudskog fecesa in vitro Sederne repe dobiveni Firmicutes nakon fermentacija s OGaU DP 4 i DP iuradni)ci

5 2011a

enzimskom hidrolizom.
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Tablica 15. Pregled istrazivanja pozitivnih u¢inka pektinskih oligosaharida (POS) - nastavak.

Mikroorganizam i\s/tr:;;ivanja POS Pozitivni uéinci Referenca
POS iz limunove kore stimuliraju rast laktobacila,
dok POS iz pulpe Secerne repe imaju izniman
POS iz otpadne limunove kore i  bifidogeni u¢inak. Relativni porast laktobacila i Gomez i
Mikrabiota ljudskog fecesa in vitro pulpe Secerne repe proizvedeni bifidobakterija u odnosu na ukupnu mikrobiotu je suradnici (2016)
razli¢itim postupcima. vrlo sli¢an u¢inku poznatih prebiotika (FOS).
Znacajnija produkcija SCFA na POS nego na
izvornim pektinima.
'I?(?rr?e?coipa%e;l 2;2[)?::;?22 Selektivna stimulacija rasta bifidobakterija
. L L cljainog o preferabilno na AOS nizeg DP. Karakteristican Al Tamimi i
Mikrobiota ljudskog fecesa in vitro pulpe $ecerne repe enzimskim : . X . . .
koktelom Viscozyme L profil SCFA za meta_lbollzam arabinoze iznosi suradnici (2006)
(Novozymes, Danska) acetat:propionat:butirat 60-70 : 30-40 : 10.
AO.S dobl\_/enl ka.o nusproizvod Znacajan porast bifidobakterija neovisno o .
proizvodnje pektina pulpe feruloiranosti AOS; preferabilnost prema AOS Holck i
Mikrobiota ljudskog fecesa in vitro SeCerne repe ekstrakcijom s ) ; preterabl pre . suradnici
. veéeg DP. Laktobacili i Firmicutes nisu pokazali
HNOs uz razdgradnju celuloze Jnacatan rast u odnosu na inokalum (2011b)
te ultrafiltraciju i dijafiltraciju. J '
. .. . _._ Brza potrosnja te bolji rast bifidobakterija na POS
abuke pripremlent dnamickom "0 1 i2vormom pektinu. Nema zma%ain0g Chen < radhic
Mikrobiota ljudskog fecesa in vitro Jat Pripremy . utjecaja na laktobacile nakon 24 h fermentacije.
mikrofluidizacijom pod visokim S X Rl . (2013)
tlakom Smanjenje brOJ_a} klostridija i Bacteroides nakon
' 24 h fermentacije POS.
Razli¢ite vrste laktobacila, bifidobakterija, in Vitro - POS dobiven enzimskom Bolji rast bifidobakterija nego drugih vrsta u

Bacteroides te sojevi Clostridium perfringens
(interna kolekcija Institute of Food Research,
Norwick, UK)

Mikrobiota ljudskog fecesa

¢iste kulture
i mjeSovita
fekalna
kultura

hidrolizom kore bergamota
komercijalnim enzimskim
koktelom Pectincase 26L
(Biocatalysts, UK).

Cistim kulturama.

U mjesovitoj fekalnoj kulturi znacajan rast
bifidobakterija, laktobacila te smanjenje broja
klostridija. Izracunati prebioticki indeks nakon 10
h i 24 h je bio vec¢i za POS nego za FOS.

Mandalari i
suradnici (2007)

ATCC (engl. American Type Cell Culture) - ameri¢ka kolekcija mikroorganizama i kultura stanica; DSM (Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen) - njemacka kolekcija
mikroorganizama i kultura stanica; SCFA (short-chain fatty acids) - kratkolan¢ane masne kiseline; DP (degree of polymerization) - stupanj polimerizacije; OS - oligosaharidi; POS - pektinski
oligosaharidi; AOS - arabinooligosaharidi; OGaU - oligogalakturonidi; HMP/LMP (engl. high/low metoxyl pectin) - visoko/nisko-metilirani pektin; PG - poligalakturonaza; FOS -

fruktooligosaharidi.

o
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2.5.4 Primjena u razvoju funkcionalnih prehrambenih proizvoda

Povecana svijest potrosaca o vaznosti prehrane u odrzavanju i promoviranju zdravlja otvorila
je nove moguénosti u prehrambenoj industriji u smislu istrazivanja i razvoja funkcionalne
hrane. Ovaj pojam danas obuhvaca razliCite prehrambene proizvode sa zajednickom
karakteristikom znacajnog utjecaja na zdravlje ljudi. U tom smislu, funkcionalna hrana ¢ini
zasebnu kategoriju prehrambenih proizvoda koji pripadaju isklju¢ivo domeni prehrane te
nemaju terapeutski u¢inak, ve¢ potencijalno smanjuju rizik od odredenih bolesti (Roberfroid,
2002). Jedinstvena i univerzalno prihvacena definicija funkcionalne hrane ni danas ne postoji
te se slikovito moze re¢i da zapravo postoji onoliko definicija koliko i istrazivata u ovoj
tematici; dok neki autori smatraju da se funkcionalna hrana treba promatrati kao koncept, radije
nego kao jasno definirana skupina proizvoda (Roberfroid, 2000b; Bigliardi i Galati, 2013).
Mnoge relevantne svjetske organizacije predlazu razli¢ite, ali medusobno komplementarne
definicije funkcionalne hrane. Medu njima, prema zajedniCkom dokumentu ,,Scientific
Concepts of Functional Foods in Europe® nastalom kao rezultat akcije Europske komisije
(Concerted Action on Functional Food Scinece in Europe - FUFOSE) iz 1999. godine,
funkcionalna hrana definirana je kao ,,svaka hrana za koju je u zadovoljavaju¢oj mjeri dokazan
pozitivan utjecaj na jednu ili viSe ciljanih funkcija u organizmu, koji nadilazi zadovoljavanje
potrebe za nutrijentima, u smislu poboljSanja postojec¢eg zdravlja i opée dobrobiti i/ili smanjenja
rizika od nastanka nekih bolesti. Funkcionalna hrana prema ovoj definiciji mora ostati hrana i
mora iskazivati zeljeni u¢inak prilikom konzumacije u koli¢ini prikladnoj i ocekivanoj u
uvjetima normalne prehrane te se ne odnosi na proizvode u obliku tableta i kapsula, ve¢
uobi¢ajen prehrambeni obrazac (Roberfroid, 2000a; Stein i Rodriguez-Cerezo, 2008). U tom
kontekstu, funkcionalnom hranom smatra se konvencionalna hrana koja se konzumira kao dio
uobicajene prehrane te sadrzi sastojke prirodnog podrijetla (ne sadrzi sintetske sastojke), ali
moguce u puno ve¢im udjelima nego u prirodnom obliku, ili pak namirnice u koje su dodani
funkcionalni sastojci koje ista prirodno ne sadrzi, a ¢ime se promovira postoje¢e zdravlje
konzumenta smanjenjem rizika od nastanka nekih bolesti, sukladno znanstveno-odobrenim
tvrdnjama (Roberfroid, 2000b). S razvojem istrazivanja te jaCenjem trzista i potrebe za
regulranjem pitanja funkcionalne hrane, razvijene su novije definicije. Tako, prema prijedlogu
proizaslom s panelne rasprave 17. medunarodnog kongresa Functional Food Center-a
,Discovery, Utilization and Control of Bioactive Components and Functional Foods* (San
Diego, CA, SAD), funkcionalna hrana odnosi se na ,,prirodnu ili preradenu hranu koja sadrzi

poznate ili nepoznate bioloski aktivne sastojke koji u definiranoj ucinkovitoj netoksicnoj
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koli¢ini pruzaju klini¢ki dokazane dokumentirane pozitivne zdravstvene u¢inke u prevenciji,
upravljanju i tretmanu kroni¢nih bolesti®.

Funkcionalni sastojci u hrani mogu biti makronutrijenti, koji iskazuju specifi¢ne fizioloske
funkcije, zatim esencijalni mikronutrijenti, ako je njihov unos ve¢i od dnevno preporucenog,
ali i neesencijalni sastojci male ili neznatne nutritivne vrijednosti (Martirosyan i Singh, 2015).
Nacini postizanja funkcionalnosti hrane su:

¢ uklanjanje nekog sastojka koji moze iskazivati negativne ucinke nakon konzumacije
(pr. protein-alergen),

e povecanje koncentracije nekog nutritivnog sastojka prirodno prisutnog u hrani kako bi
se mogli poluciti zeljeni pozitivni uc€inci (pr. obogacivanje nekim mikronutrijentom
kako bi se osigurao unos vec¢i od dnevno preporucenog, a koji smanjuje rizik od
odredene bolesti) ili povecanje koncentracije nekog nenutritivhog sastojka hrane u
svrhu postizanja Zeljenih pozitivnih uc¢inaka,

e dodavanje nekog sastojka koji nije prirodno prisutan u hrani te nije nuzno makro- ili
mikronutrijent, a za koji postoji dokaz pozitivnih u¢inaka (pr. nevitaminski antioksidans
ili prebiotik),

e zamjena nekog sastojka (najeS¢e makronutrijenta, pr. masti), C€iji unos je obicno
suviSan te moze prouzroCiti negativne ucinke, sastojkom koji pokazuje pozitivne
ucinke,

e povecanje bioloske raspolozivosti nekog sastojka hrane za koji je poznat pozitivan
funkcionalni u¢inak (Roberfroid, 2000a).

Osim navedenoga, funkcionalna hrana obuhvaca i prirodnu hranu koja izvorno sadrzi specifi¢ne
sastojke u dovoljnoj koli¢ini da bi se ostvario pozitivan u¢inak na zdravlje konzumenta
(Roberfroid, 2000b).

Koncept funkcionalne hrane poceo se razvijati u Japanu pocetkom 1980. godina proslog
stolje¢a tijekom brojnih istrazivanja fizioloskih u¢inaka hrane kao tercijarnih funkcija iste (osim
hranjivosti i zadovoljstva kao primarnih i sekundarnih funkcija hrane) (Ohama i sur., 2006).
Izraz funkcionalna hrana postupno je zamijenjen izrazom ,hrana za zdravlje” (engl. health
foods), a 1991. uspostavljena je regulativa oznafavanja hrane za specifi¢énu zdravstvenu
namjenu (engl. Food for Specific Health Use - FOSHU). Kratica FOSHU i danas je sinonim za
funkcionalnu hranu, jedinstvenu japanskom trziStu, medutim, u stvarnosti, trziSte funkcionalne
hrane FOSHU statusa predstavlja tek 30 % ukupnog trZiSta funkcionalnih proizvoda u Japanu

s obzirom na stroge uvjete koji se moraju zadovoljiti za odobrenje FOSHU statusa (Ohama i
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sur., 2006). 1990.-ih godina u svijetu su se pojavili i drugi nazivi koji opisuju prehrambene
proizvode namjenjene promoviranju zdravlja (osim FOSHU), kao §to su: nutraceutici,
dizajnerska hrana, f(ph)arma-hrana, vita-hrana; kao i nazivi s tradicionalnijim prizvukom:
dodaci prehrani i obogacena hrana, medutim, isti se razlikuju od pojma funkcionalne hrane
(Roberfroid, 2000b; Roberfroid, 2002). Danas se funkcionalni proizvodi mogu podijeliti u 5
kategorija:

1. nemodificriani i nepreradeni (prirodni) proizvodi (engl. whole, natural products) -
najjednostavniji oblik funkcionalne hrane, hrana u svom prirodnom obliku;

2. pojacani proizvodi (engl. fortified products) - proizvod u koji je dodan neki
funkcionalni sastojak;

3. obogaceni proizvodi (engl. enriched products) - proizvod u Kkoji je dodan sastojak koji
Sse U njemu izvorno ne nalazi;

4. izmijenjeni proizvodi (engl. altered products) - proizvod iz kojeg je nepozeljan sastojak
uklonjen, smanjen njegov udjel ili zamijenjen drugim sastojkom s pozitivnim
djelovanjem;

5. poboljsani proizvodi (engl. enhanced commodities) - proizvod u kojem je udjel neke
tvari prirodno povecan primjenom posebnih uvjeta uzgoja, genetskom manipulacijom
ili drugim postupcima (Kotilainen i sur., 2006; Spence, 2006; Sir6 i sur., 2008).

U Europskoj uniji jo§ ne postoji formalna legislativa koja bi regulirala pitanje funkcionalne
hrane, niti postoji zasebna kategorija funkcionalne hrane, kao specifi¢na nadopuna postoje¢im
osnovnim kategorijama: konvencionalnoj hrani, modificiranoj hrani, hrani za posebne
prehrambene namjene ili medicinskoj hrani (Martirosyan i Singh, 2015). Ipak, svojevrsnu
regulativu predstavljaju Uredbe na razini Europske komisije te uskladeni Zakoni i Pravilnici
pojedninih drZava ¢lanica o navodenju prehrambenih i zdravstvenih tvrdnji, njihovom
oznacavanju te informiranju potroSaca. U Republici Hrvatskoj postoji pozitivan trend
percepcije funkcionalne hrane; tako je u petogodiSnjem razdoblju (2008.-2013.) povecan
postotak ispitanika (punoljetni ispitanici do 25 god.) koji su upoznati s pojmom funkcionalne
hrane (s 38,3 na 50,9 %), a takoder je zabiljeZen porast percepcije funkcionalne hrane kao hrane
koja pomaze u odrzavanju zdravlja (s 35,7 na 55,6 %), kao i redovita kupovina iste (s priblizno
25 % na priblizno 45 %) (Gajdo$ Kljusuri¢ i Caci¢, 2014). U Republici Hrvatskoj, funkcionalna
hrana ili funkcionalni sastojci podlijezu postoje¢im propisanim kategorijama hrane:
konvencionalnoj hrani, prehrambenim aditivima, dodacima prehrani, medicinskoj hrani i hrani
za posebne prehrambene namjene te su regulirani sljede¢im Zakonima i Pravilnicima: Zakonom

o0 hrani (NN 81/13), Zakonom o prehrambenim aditivima, aromama i prehrambenim enzimima
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(NN 39/13a), Zakonom o hrani za posebne prehrambene potrebe (NN 39/13b), Pravilnikom o
dodacima prehrani (NN 126/13), Pravilnikom o hrani za posebne medicinske potrebe (NN
100/08), Pravilnikom o hrani bez glutena (NN 83/10) i Pravilnikom o hrani namijenjenoj
smanjenju tjelesne mase (NN 89/08).

Globalno trziste funkcionalne hrane u stalnom je porastu (primjerice, u razdoblju 2009. - 2013.
godine zabiljezen je rast od 26,7 %) s prosje¢nim godi$njim rastom od 8,5 % te predvidenom
vrijednosti od 305,4 milijarde USD do 2020. godine (Bogue i sur., 2017). Osnovne pokretace
rasta ovog trziSta predstavljaju: snaZan interes potroSaca za prevencijom odredenih
zdravstvenih problema, rastuci troSkovi zdravstva, produljeno ocekivano trajanje Zivota te
teZnja populacije srednje 1 starije Zivotne dobi za boljom kvalitetom Zivota u starosti. Prema
podacima Datamonitora iznesenima u radu Bogue i suradnika (2017), veéina europskih
potrosaca vjeruje u pozitivne ucinke pravilne prehrane. Razvijeni funkcionalni proizvodi
uglavnom pripadaju kategorijama mlije¢nih, konditorskih i pekarskih proizvoda te proizvoda
namijenjenih prehrani djece, kao i bezalkoholnim napicima (Bigliardi i Galati, 2013), dok se u
budu¢nosti predvida najveéi rast funkcionalnim napicima 1 funkcionalnim mlije¢nim
proizvodima (Bogue i sur., 2017). Komercijalni interes za funkcionalnom hranom ima podlogu
u znanstvenim istrazivanjima. Uvidom u citiranost objavljenih radova o funkcionalnoj hrani i
nutraceuticima, najvise rangirani radovi, medu 100, odnose se na istrazivanja prebiotika,
probiotika, antioksidansa i polifenolnih spojeva (Yeung i sur., 2018), indiciraju¢i visoku
usmjerenost istrazivaca upravo na navedene funkcionalne sastojke.

Buduci da su prirodni sastojci hrane ili se dobivaju iz prirodnih izvora te iskazuju prebioticke
uc¢inke, mnogi NDO mogu se smatrati funkcionalnim ili potencijalno funkcionalnim sastojcima.
TrziSte prebiotika u stalnom je porastu; prema Global Industry Analysts-u procjenjuje se da je
u 2018. godini njegova globalna vrijednost iznosila 4,8 milijardi USD, pri ¢emu se najveci dio
odnosio na FOS i GOS, dok se potencijal primjene novih prebiotika tek treba ostvariti na
svjetskom trzistu. Sirenje europskog dijela trzista uglavnom je orijentirano na nove moguénosti
prehrambene primjene prebiotika, kao $to su mesni proizvodi ili snack prozvodi (Babbar i sur.,
2016b). Potreba za ovakvom vrstom funkcionalnih prehrambenih proizvoda proizlazi iz
opcenite potrebe za ve¢om konzumacijom prehrambenih vlakana, kojih su NDO dio (prema EU
regulativi 1169/2011 (EU Science Hub, 2018) vlakna obuhvacaju ugljikohidratne polimere DP
>3). Europska agencija za sigurnost hrane (EFSA), Svjetska zdravstena organizacija (WHO) i
Organizacija za prehranu i poljoprivredu Ujedinjenih naroda (FAO) preporucuju dnevni unos
vlakana od najmanje 25-30 g za odrasle osobe, dok u vecini europske populacije stvarni dnevni

unos je puno manji (EU Science Hub, 2018). Prebioticka funkcionalna hrana predstavlja dobar
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nacin povecanja unosa vlakana uz ostvarenje brojnih drugih pozitivnih uc¢inaka na zdravlje te
senzorskih svojstava prehrambenog proizvoda. Kao novi prebioticki kandidati koji se mogu
proizvesti iz sekundarnih biljnih sirovina, ksilooligosaharidi i pektinski oligosaharidi
predstavljaju posebno vazne ekonomi¢ne potencijalno funkcionalne sastojke u budué¢im
istrazivanjima i primjeni.

Za primjenu u formulacijama funkcionalnih proizvoda, prebiotici osim stabilnosti u
fizioloSkom smislu, moraju iskazivati i stabilnost u tehnoloSkim uvjetima pripreme
prehrambenih proizvoda te kompatibilnost s drugim sastojcima hrane. Takoder, uz izraZzena
funkcionalna svojstava, primjena NDO u razli¢itim funkcionalnim proizvodima osigurava i
postizanje tehnoloske i senzorske kvalitete, primjerice Zeljene viskoznosti, smanjene slatkoce
i/ili pozeljne teksture (Wang, 2009). Ksilooligosaharidi, primjerice, imaju umjerenu slatko¢u
(oko 30 % slatkoc¢e saharoze) te se mogu koristiti kao niskokalori¢na i1 nekariogena punila.
Takoder pokazuju vrlo dobru stabilnost u relativno Sirokom pH podrucju (pH 2,5-8,0) te pri
visokim temperaturama (do 100 °C). Navedena svojstva osiguravaju in odredene prednosti u
procesnim uvjetima u odnosu na konvencionalno koristene prebiotike kao Sto su FOS i inulin
(Vazquez i sur., 2000; Courtin i sur., 2009).

Neke od kategorija prehrambenih proizvoda u kojima se NDO mogu Koristiti kao funkcionalni
sastojci su: jogurti 1 deserti, napitci, pekarski proizvodi, juhe, umaci i namazi, djecja hrana,
razli¢iti konditorski proizvodi (Wang, 2009). Dobra topljivost u vodi ksilooligosaharida i
pektinskih oligosaharida omogucuje njihovu primjenu u razli¢itim funkcionalnim napicima kao
jednima od najpopularnijih oblika funkcionalnih proizvoda. XOS kao funkcionalni prebioticki
dodaci komercijalno su dostupni najvise u Aziji (Japan, Kina, Juzna Korea, Vijetnam, Tajvan).
Literatruni podaci navode da je prije 20-ak godina na trzistu bilo dostupno oko 100 proizvoda
koji sadrze XOS, a medu kojima odobreni FOSHU status su imali proizvodi YOGHURINA
(Suntory Ltd., Japan), MARUSHIGE GENKISU (Marushige Ueda Co., Japan), L-ONE
(Enzamin Laboratory Inc., Japan) i SUKKIRI KAICHO (Lotte Co., Japan) (Crittenden, i
Playne, 1996). Noviji podaci (Mintel, Global new products database za desetogodiSnje
razdoblje do 2008.) pokazuju Sirenje trzista novim proizvodima koji sadrze XOS, medu kojima
najvise u obliku dodataka prehrani (38 %), mlije¢nih proizvoda (25 %), konditorskih proizvoda
(16 %), bezalkoholnih pi¢a (13 %) te u djecje hrane i gotovih juha (8 %), od kojih se polovica
odnosila na japansko trziste (Mikeldinen i sur., 2009). Novija istrazivanja mogucnosti primjene
uglavnom su usmjerena na fermentirane mlije¢ne napitke (Mumtaz i sur., 2008; Penksza i sur.,
2018) te brasneno-konditorske proizvode kao sto su keksi (Ayyappan i sur., 2016). Primjena

XOS ima najvecu perspektivu u razvoju funkcionalnih napitaka (na bazi soje, ¢aja, kakaa,

94



Doktorski rad - Aleksandra Vojvodié Cebin Teorijski dio

bezalkoholnih pi¢a), mlije¢nih proizvoda (mlijeko, jogurti, mlijecni deserti, proizvodi u prahu),
konditorskih i brasneno-konditorskih proizvoda (biskviti, keksi, slatka tijesta, pudinzi, slatkisi),
proizvoda od voca (voéni zele, namazi) ili meda (Aachary i Prapulla, 2011). XOS se smatraju
sigurnima za primjenu u prehrani ljudi; u Japanu imaju FOSHU statu,s uz predlozen dnevni
unos 1-3 g (Makeldinen i sur., 2009). Sigurnost je potvrdila i EFSA (EFSA, 2018) za
komercijalni XOS iz kukuruznih oklasaka te primjenu u jogurtu, voénom namazu, napitku od
soje 1 keksima. Ipak, ovakva odobrenja Cesto imaju ograni¢enje za odredeno trziSte, tip
proizvoda, udjel XOS i vezane zdravstvene tvrdnje.

Pektinski oligosaharidi jo$ nisu komercijalizirani te u dostupnoj literaturi jo$ uvijek se ne mogu
naci prakti¢ne primjene u kontekstu razvoja funkcionalne hrane, Sto implicira veliko znacenje
i potrebu za budu¢im istrazivanjima (Babbar i sur., 2016b).

Konditorski proizvodi posebno su zanimljiva skupina prehrambenih proizvoda koji se mogu
korisititi kao potencijalno funkcionalni proizvoda, a najvise zbog svoje rasirenosti, ugodnog
okusa i ugode koju izazivaju prilikom konzumacije, relativno ucestale konzumacije,
popularnosti u svim dobnim skupinama i cjenovne pristupacnosti. Takoder, primjena ovih
proizvoda kao pogodnih dozirnih oblika funkcionalnih sastojaka narocito se isti¢e ako isti imaju
nepozeljan okus. S druge strane, konditorski proizvodi su kalori¢ne i nutrijentima relativno
siromasne namirnice te se njihova konzumacija povezuje s pove¢anim unosom Secera (1 masti
za neke vrste proizvoda), a takoder nisu preporucljivi (neki ili svi proizvodi) za konzumaciju
odredenim skupinama potrosaca (pr. dijabeticki bolesnici, osobe s izrazenom alergijom na
gluten) (Godshall, 2016). Dodavanje funkcionalne komponente konditorskim proizvodima je
dvojakog znacCaja: kao jedan od nacina poboljSavanja satusa i1 uloge konditorskih proizvoda u
prehrani, a istovremeno i kao nacin popularizacije odredenih funkcionalnih sastojaka. Pri
formuliranju kona¢nog proizvoda treba voditi racuna o odabiru pogodne vrste konditorskog
proizvoda, trenutku dodavanja funkcionalnog sastojka (kako bi isti zadrZzao svoja svojstva
tijekom tehnoloskog postupka, ali i kako ne bi izmijenio postojece tehnoloSke postavke
procesa), zatim ocuvanju kvalitete proizvoda izmijenjenog sastava tijekom proizvodnje i
skladistenja (Pickford i Jardine, 2000).

Funkcionalni konditorski proizvodi mogu se definirati kao konditorski proizvodi u kojima je
dodan, uklonjen ili zamijenjen konvencionalni sastojak drugim sastojkom Kkoji ispunjava
specifiénu fiziolosku funkciju /ili nudi potencijlnu zdravstvenu korist (Pickford i Jardine,
2000). Najraniji oblici funkcionalnih konditorskih proizvoda bili su proizvodi za ublazavanje
bolova u grlu te osvjezivaci daha, a u novije vrijeme prednjace proizvodi bez Secera (Pickford

i Jardine, 2000). Prebiotici u konditorskoj industriji mogu se koristiti kao punila u proizvodima
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smanjenog udjela Secera i/ili kalorijske vrijednosti te kao djelomi¢na zamjena za mast i brasno
(Zyzelewicz i sur., 2011), a to se posebno odnosi na kakaove proizvode kao §to je ¢okolada
(osim zamjene za masti) (Konar i sur., 2016) i brasneno-konditorske proizvode kao §to su keksi
(Ayyappan i sur., 2016). Primjena prebiotika u ovim proizvodima ograni¢ena je zakonskim
okvirima, tehnoloskim karakteristikama proizvodnje te zeljenom kvalitetom konac¢nog
proizvoda. Tako, dodatak prebiotika moZze utjecati na viskoznost, topljivost, intenzitet slatkoce,
emulgirajuca svojstva isl., a dodana koli¢ina mora biti adekvatna s obzirom na Zeljene pozitivne
u¢inke 1 tvrdnje (pr. izvor vlakana, smanjen udjel Secera ili masi, smanjena energijska
vrijednost, prema vaze¢em Zakonu (NN 39/13)) (Konar i sur., 2016). Prebiotici koji se najcesce
koriste u konditorskoj industriji su polisaharidi: inulin i polidekstroza; oligosaharidi: FOS i
GOS; zatim monosaharidi, kao $to je tagatoza, te polioli (pr. laktitol i izomalt) (Zyzelewicz i
sur., 2011; Konar i sur., 2016). Uloga prebiotika u konditorskim proizvodima moze biti
dvojaka, odnosno, dodavanjem istih moze se posti¢i smanjenje udjela nekog konvencionalnog
sastojka (Secera ili masti) uz istovremeno osiguravanje bifidogenog uc¢inka. Ova mogucnost
potencijalno nudi prednost primjene prebiotika pred drugim funkcionalnim sastojcima. Pregled
brojnih istrazivanja utjecaja dodatka razli¢itih prebiotika (najviSe inulina, FOS 1 GOS) na
reoloska, nutritivna, senzorska i teksturalna svojstva ¢okolade prikazan je u radu Konar i
suradnika (2016).

S obzirom na dostupnu literaturu, prakticna primjena ksilooligosaharida i pektinskih
oligosaharida u razvoju funkcionalnih konditorskih proizvoda vrlo je rijetka, a razlog tome
moze biti Sto ovi NDO jos uvijek nemaju potvrden prebioticki status na globalnom trzistu te su
potrebna dodatna istrazivanja u tom smjeru prije istrazivanja primjene u formulacijama
funkcionalnih proizvoda. Na tragu potencijala primjene ksiloligosaharida je istrazivanje
Ayyappan i suradnika (2016) u kojem su XOS koriSteni u proizvodnji funkcionalnih keksa.
Pritom, zamjena saharoze sa XOS, u udjelu 5 %, nije utjecala na fizikalno-kemijska svojstva
konacnog proizvoda, a tijekom pripreme zadrzana je potencijalna funkcionalnost XOS (74 %
izvorno dodanih XOS je zadrzano). Autori takoder navode kako je potencijalnu funkcionalnost
ovakvog proizvoda potrebno istraziti u buduénosti, prvenstveno in vivo istrazivanjima.

S obzirom na navedeno, ksilooligosaharidi i pektinski oligosaharidi kao novi prebioticki
kandidati nude velike mogu¢nosti u daljnim istraZivanjima, od pronalaska novih i ekonomi¢nih
izvora, prvenstveno sekundarnih biljnih sirovina, optimizacije proizvodnje i karakterizacije, do
uklapanja u nove funkcionalne prehrambene proizvode te konacne potvrde prebiotickih
svojstava. Nastavak istrazivanja na XOS i POS svakako je sukladan globalnim trendovima u

prehrambenoj industriji, razvijenima kao posljedica svjesnosti o ekoloSkoj odgovornosti, ali 1
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ulozi prehrane u prevenciji oboljenja, a to su valorizacija agro-industrijskih ostataka u
proizvode visoke dodane vrijednosti te kreiranje inovativnih prehrambenih proizvoda

namijenjenih o¢uvanju zdravlja ljudi.
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3. MATERIJAL | METODE
3.1 Materijal
3.1.1 Priprema sekundarnih biljnih sirovina

U ovome istrazivanju koristeno je 5 sekundarnih biljnih sirovina (Tablica 16).

Tablica 16. Pregled sekundarnih biljnih sirovina koristenih u radu.

Naéin

Uzorak Oznaka uzoka Podrijetlo dobivanja/oblik

Nusproizvod tehnoloskog Nakon ekstrakcije

e o po;tupka o saharoze; briketirani
repe (engl. sugar beet pulp)  (Viro tvornica Secera d.d., ST

Hrvatska) suhi repin rezanac
WS Izdvajanjem jezgri

Ljuska oraha Otpad iz domacinstva

(engl. walnut shell) oraha

Nusproizvod tehnoloskog
postupka
(Zvecevo, Hrvatska)

Ljuska kakaovog CBH
zrna (engl. cocoa bean husk)

Przenjem kakaovog
zrna

Cis¢enjem glavice
luka

Ljuska crvenog OP

luka (engl.onion peel) Otpad iz domacinstva

PP
(engl. pea pod)

Izdvajanjem zrna

Otpad iz domacdinstva y
graska

Mahuna graska

Mahuna graska i ljuska crvenog luka dodatno su suSene u laboratorijskom suSioniku (ST-06,
Instrumentaria; Hrvatska) pri 50 °C do udjela vode od priblizno 10 %. Ostale sirovine nisu
suSene s obzirom da su bile dopremljene u suhom obliku ili su bile prirodno suhe.

Suhe sirovine, osim ljuske oraha, usitnjene su koriStenjem mlinca za kavu za domacinstvo.
Ljusku oraha je, zbog tvrdoce, usitnjena u laboratorijskom vibracijskom mlinu s kuglicama
(Mixer Mill MM 400, Retsch; Njemacka). Naknadnim prosijavanjem usitnjenih sirovina kroz
sito veli¢ine pora 400 pm dobivena je frakcija finih Cestica koja je koriStena u daljnjim
eksperimentima. Suhi usitnjeni uzorci ¢uvani su u papirnatim vre¢ama na hladnom i suhom
mjestu, uz dodatak male koli¢ine silika gela kako bi se sprije¢ilo nakupljanje vlage.

U svrhu detaljne karakterizacije sakupljenih prosijanih frakcija, provedena je analiza veli¢ine
Cestica metodom difrakcije laserskih zraka. U tu svrhu koriSten je analizator Mastersizer 2000
(Malvern Panalytical; Ujedinjeno Kraljevstvo). Uredaj mjeri kut 1 intenzitet rasprSenja laserskih
zraka prilikom njihovog prolaska kroz rastresit uzorak, a pritom $to su Cestice manje, kut

rasprSenja je veci. Rezultati su dobiveni obradom podataka specijaliziranim programom
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(Mastersizer 2000 software v. 5.60) te su prikazane veli¢ine d(0,1), d(0,5) i d(0,9). Mjerenje za
svaki uzorak provedeno je 2 puta.

3.2 Metode

Slika 23 sazeto prikazuje preparativne i analiticke metode koriStene u radu, a opisni postupak

rada te koriStena oprema, uredaji i kemikalije navedeni su u sljede¢im podpoglavljima.

3.2.1 Karakterizacija osnovnog makrokomponentnog sastava
3.2.1.1 Odredivanje udjela suhe tvari

Udjel suhe tvari odreden je prema modificiranoj AOAC 930.15 metodi (Padmore, 1990a).
Ovim postupkom prati se promjena mase uzorka tijekom suSenja pri 105 °C do uspostave
konstantne vrijednosti. Susenjem pri navedenoj temperaturi dolazi do izdvajanja slobodne vode
iz uzorka te se masa vlaznog uzorka kontinuirano smanjuje dok se ne izdvoji sva slobodna voda.
Odredivanje udjela suhe tvari provedeno je u duplikatu, a rezultati su izrazeni kao maseni udjel
u sekundarnoj biljnoj sirovini (%) i prikazani kao srednje vrijednosti s pripadaju¢om

standardnom devijacijom.

3.2.1.2 Odredivanje udjela masti

Udjel masti odreden je prema modificiranoj AOAC 920.39 metodi (Padmore, 1990b) kod koje
se selektivna ekstrakcija lipidnih komponenata iz biljnih supstrata provodi primjenom
pogodnog otapala (nepolarno organsko otapalo) koje cirkulira principom isparavanja i
kondenzacije u zatvorenoj aparaturi po Soxhlet-u. Prilikom ekstrakcije, lipidna frakcija zasebno
se izdvaja u tikvici.

Odredivanje udjela masti provedeno je u duplikatu, a rezultati su izrazeni kao maseni udjel u
suhoj tvari sekundarne biljne sirovine (% s.tv.) i prikazani kao srednje vrijednosti s

pripadaju¢om standardnom devijacijom.
3.2.1.3 Odredivanje udjela proteina

Udjel proteina odreden je prema modificiranoj AOAC 976.05 metodi (metoda po Kjeldahl-u
(poluautomatski)) (Padmore, 1990c). Postupak se sastoji od nekoliko koraka:
e mineralizacija - primjenom koncentrirane sumporne kiseline i katalizatora pri visokoj

temperaturi se organski dusik (podrijetlom iz proteina) prevede u amonijevu sol,
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Slika 23. Shematski prikaz preparativnih i analitickih metoda koristenih u radu.
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o alkalizacija i destilacija (automatski u destilacijskoj jedinici (KT 200 Kjeltec™, FOSS,
Danska) - alkalizacijom (40 % NaOH w/v) se amonijeva sol nastala tijekom
mineralizacije prevede u amonijak koji se zatim predestilira u otopinu borne kiseline (4
% wi/v) s dodatkom indikatora bromkrezol-zeleno i metil-crveno (0,1 % v/v, svaki)

e titracija klorovodi¢nom kiselinom - odredi se utroSak HCI (0,1 M, volumetrijski
standard) potreban za neutralizaciju amonijevih iona (neutralizacija se provodi do
promjene boje indikatora).

Utrosak kiseline (HCI) za titraciju uzorka i slijepe probe preracunava se na udjel oslobodenog
dusika u uzorku, a potom se udjel dusika u uzorku putem prikladnih konverzijskih faktora
preracunava na udjel proteina u uzorku. Konverzijski faktori mogu se razlikovati ovisno o
uzorcima 1 prisutnosti neproteinskog duSika u istima. U ovome radu koriSten je standardni
konverzijski faktor 6,25.

Odredivanje udjela proteina provedeno je u duplikatu, a rezultati su izraZzeni kao maseni udjel
u suhoj tvari sekundarne biljne sirovine (% s.tv.) i prikazani kao srednje vrijednosti s

pripadaju¢om standardnom devijacijom.
3.2.1.4 Odredivanje udjela mineralnog ostatka

Udjel mineralnog ostatka odreden je prema modificiranoj AOAC 942.05 metodi (Padmore,
1990d). Pirolizom uzorka pri visokoj temperaturi (550 °C) potpuno izgaraju organske
komponente dok se anorganske izdvajaju u obliku ostatka ¢iji udjel se odreduje gravimetrijski.
Odredivanje udjela mineralnog ostatka provedeno je u duplikatu, a rezultati su izrazeni kao
maseni udjel u suhoj tvari sekundarne biljne sirovine (% s.tv.) i prikazani kao srednje vrijednosti

s pripadaju¢om standardnom devijacijom.

3.2.2 Karakterizacija ekstraktibilne suhe tvari

Ekstraktibilnom suhom tvari u ovome radu podrazumijevaju se nestrukturne komponente
biljnoga matriksa, ¢ije je uklanjanje potrebno kako bi se materijal adekvatno pripremio za
daljnje analize, odnosno kako bi se sprijeCile moguce interferencije ekstraktibilnih spojeva
prilikom analize strukturnih komponenti matriksa, konkretno, strukturnih ugljikohidrata.

U tu svrhu, ekstrakcija topljive suhe tvari obi¢no se provodi hidroalkoholnom otopinom ili
zasebno vodom i alkoholom, a pritom se izdvajaju anorganske komponente, nestrukturni
ugljikohidrati (jednostavni Seceri i prirodno prisutni oligosaharidi), dusikovi spojevi, voskovi,
pigmenti i drugi biljni sekundarni metaboliti (polifenolni spjevi) i sl. Za daljnju analizu

ugljikohidrata najvaznije je u ekstrakcijskom koraku ukloniti sve nestrukturne Secere buduci da
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isti mogu lazno pozitivno utjecati na kvantifikaciju pojedinih Secera u sastavu strukturnih

ugljikohidrata.
3.2.2.1 Priprema ekstrakata
3.2.2.1.1 Vodena i etanolna ekstrakcija u aparaturi po Soxhletu

Uzastopne ekstrakcije vodom i etanolom u aparaturi po Soxhletu provedene su prema protokolu
National Renewable Energy Laboratory-ja (NREL/TP-510-42619) (Sluiter i sur., 2008b), uz
manje izmjene.

Postupak rada:

U celuloznu ¢ahuru za ekstrakciju odvaze se 2,5 + 0,1 g uzorka, zaCepi komadi¢em vate, te se
Cahura uspravno postavi u ekstraktor. Otapalo (190 mL demineralizirane vode) se ulije u
prihvatnu tikvicu koja se zatim zajedno s ekstraktorom (u koji je umetnuta ¢ahura s uzorkom)
pricvrsti na vodeno hladilo 1 zatim se ukljuci grijac (pjeS€ana kupelj). Ekstrakcija se provodi
tijekom 6 h, brzinom 1-1,5 sifona po satu (jedan sifon predstavlja jednu izmjenu otapala iz
ekstraktora u tikvicu putem preljevne cijevi), a vrijeme se mjeri od trenutka kada se pocnu
nakupljati prve kapi otapala na dnu ekstraktora. Po zavrSetku ekstrakcije 1 hladenja aparature,
tikvice s ekstraktom odvajaju se od ostatka aparature, a maksimalno ocijedene ¢ahure stavljaju
se susiti u laboratorijski susionik (ST-06, Instrumentaria; Hrvatska) pri najvise 60 °C. Ohladeni
vodeni ekstrakt (na sobnu temperaturu) kvantitativno se prenese u odmjernu tikvicu od 200 mL
i nadopuni do oznake demineraliziranom vodom.

Osusene ¢ahure s ekstrahiranim uzorkom postavljaju se za drugu ekstrakciju s etanolom (96 %
EtOH) prema gore opisanom postupku. Ekstrakcija etanolom takoder se provodi tijekom 6 h,
brzinom 4-6 sifona po satu, a dobiveni etanolni ckstrakt se po zavrSetku ekstrakcije

kvantitativno prenese u odmjernu tikvicu primjerenog volumena i nadopunjuje do oznake.

3.2.2.1.2 Konvencionalna ekstrakcija 70 %-tnim etanolom

Postupak rada:
U laboratorijske ¢ase od 100 mL pomijesa se suhi uzorak s otapalom (70 %-tni EtOH (v/Vv)),

koji se pripremi iz 96 %-tnog etanola), u omjeru 1:10 (w/v). Smjesa se mijeSa pomocu
magnetske mjesalice (RT 5, IKA; Njemacka) tijekom 30 min i pri sobnoj temperaturi u
poklopljenim ¢asama, nakon ¢ega se filtrira preko Biichnerovog lijevka s Whatman No. 4 filter
papirom, pomoc¢u vakuuma. Talog na filteru kvantitativno se prenese ponovno u ¢asu, doda se

jednak volumen svjezeg otapala te se ekstrakcija ponovi pri istim uvjetima. Ekstrakcija na
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opisan nac¢in provodi se ukupno 3 puta. Filtrati (ekstrakti) nakon svake ekstrakcije kvantitativno

se zdruze, a menzurom se izmjeri ukupni volumen etanolnog ekstrakta.
3.2.2.2 Odredivanje suhe tvari ekstrakta

Ukupna ekstraktibilna suha tvar odredena je kao suha tvar pojedinog ekstrakta sukladno AOAC
metodi opisanoj u poglavlju 3.2.1.1.

Ekstrakcija svakom od opisanih metoda provedena je u duplikatu, a rezultati su izrazeni kao
maseni udjel u suhoj tvari sekundarne biljne sirovine (% s.tv.) te prikazani kao srednje

vrijednosti s pripadaju¢om standardnom devijacijom.
3.2.2.3 Odredivanje bioaktivnog sastava i antioksidacijskog kapaciteta
3.2.2.3.1 Odredivanje ukupnih polifenolnih spojeva

Odredivanje ukupnih polifenola provedeno je spektorfotometrijski prema prilagodenoj metodi
Lachman i suradnika (1998).
Princip metode:

Metoda se temelji na kolorimetrijskoj reakciji Folin-Ciocalteau reagensa s nekim reduciraju¢im
agensom (polifenolni spojevi). Folin-Ciocalteau reagens (smjesa fosfovolframove i
fosfomolibden Kiseline) reagira s fenoksid-ionom iz uzorka prilikom ¢ega se fenoksid-ion
oksidira, a Folin-Ciocalteau reagens reducira do plavo obojenih volframova i molibdenova
oksida. Intenzitet obojenja, izravno proporcionalan udjelu polifenola u uzorku, odredi se
spektrofotometrijski pri 765 nm (Singleton i Rossi, 1965).

Priprema uzoraka:

Ukupni polifenoli odredeni su u vodenim i etanolnim ekstraktima sekundarnih sirovina
pripremljenima kako je opisano u poglavlju 3.2.2.1.1. Prema potrebi, ekstrakti (vodeni i
etanolni) se razrijeduju prije postavljanja reakcije.

Postupak rada:

U laboratorijsku epruvetu (15 mL) otpipetira se 0,1 mL uzorka, 6 mL demineralizirane vode te
0,5 mL razrijedenog (s vodom, 1:2 v/v) Folin-Ciocalteau reagensa (Kemika; Hrvatska) i
promijesa na vorteksu. Zatim se doda 1,5 mL 20 %-tne (w/v) otopine natrijeva karbonata
(Na2CO3) te opet dobro promijesa na vorteksu. Tako pripremljena reakcijska smjesa ostavi se
2 h pri sobnoj temperaturi, nakon ¢ega se mjeri apsorbancija razvijenog plavog obojenja pri 765
nm (spektrofotometar Genesys™ 10S UV-VIS, Thermo Fisher Scientific, SAD) u odnosu na
slijepu probu. Slijepa proba priprema se na isti nacin kao 1 ispitivani uzorci, s razlikom da se

umjesto uzorka u reakcijsku smjesu dodaje jednaki volumen demineralizirane vode.
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Izracun rezultata:

Iz osnovne otopine standarda galne kiseline (98 %, Acros OrganicsTM, Fisher Scinetific; SAD)
koncentracije 1000 mg/L, pripreme se razrjedenja 50, 100, 200, 300, 400, 600 i 800 mg/L te se
ponovi prethodno opisani postupak reakcije s Folin-Ciocalteau reagensom za svako razrjedenje.
Na osnovu izmjerenih vrijednosti apsorbancija i poznatih vrijednosti koncentracija galne
kiseline, konstruira se pravac ovisnosti apsorbancije (Y-os (AA)) o koncentraciji (X-0s (mg/L)),
odnosno bazdarni pravac, prema ¢ijoj jednadzbi se izracunava koncentracija ukupnih polifenola
za izmjerene vrijednosti apsorbancije u uzorcima, a rezultati se izrazavaju kao ekvivalenti galne
kiseline (engl. gallic acid equivalents - GAE).
Jednadzba bazdarnog pravca za ukupne polifenole glasi:

y = 0,0011x + 0,0079; R? = 0,9988
gdje su:

y - razlika izmjerenih vrijednosti apsorbancije uzorka i slijepe probe,
X - trazena koncentracija analita u uzorku.

Mjerenja ukupnih polifenolnih spojeva provedena su u duplikatu, a udjeli su izraunati s
obzirom na ukupni volumen pojedinog ekstrakta te pocetnu masu uzorka koriStenog za
ekstrakcije. Rezultati su izraZzeni kao maseni udjel (mg GAE/g s. tv.) u suhoj tvari pocetnog

uzorka te prikazani kao srednje vrijednosti s pripadaju¢om standardnom devijacijom.
3.2.2.3.2 Odredivanje ukupnih neflavonoida i flavonoida

Princip metode:

Flavonoidi se iz uzorka taloze pomoc¢u formaldehida koji reagira na pozicijama C-6 ili C-8 na
5,7-dihidroksi flavonoidu stvarajuc¢i metiol-derivate koji dalje reagiraju s drugim flavonoidima
takoder na C-6 ili C-8 polozaju, itd. (Kramling i Singleton, 1969; Ough i Amerine, 1988).
Kondenzirane molekule nastale ovom reakcijom uklone se mikrofiltracijom, a ostatak
neflavonoidnih polifenola odreduje se prema opisanoj metodi za ukupne polifenole (v.
prethodno poglavlje, 3.2.2.3.1).

Postupak rada:

U Eppendorf epruvete od 2 mL pipetira se 1 mL uzorka (vodeni ili etanolni ekstrakt sekundarnih
biljnih sirovina), 0,5 ml otopine klorovodi¢ne kiseline (HCI, razrijedenje s vodom 1:4 v/v) i 0,5
mL formaldehida te se otopina ostavi 24 h na mra¢nom i hladnom mjestu, nakon ¢ega se filtrira
kroz mikrofiltere (Chromafil CA-25/45, Macherey-Nagel, Njemacka). Tako pripremljen novi

uzorak analizira se prema opisanom postupku za odredivanje ukupnih polifenola Folin-
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Ciocalteu-ovim reagensim (3.2.2.3.1), pri ¢emu u reakciji sudjeluju neflavonoidni polifenolni
spojevi.

Izracun rezultata:

Koncentracija ukupnih neflavonoida izratunava se prema istom bazdarnom pravcu kao i za
ukupne polifenole, dok se koncentracija ukupnih flavonoida izracunava iz razlike koncentracije
ukupnih polifenola i ukupnih neflavonoida, a rezultat se izrazava, kao i kod polifenola, na
ekvivalente galne kiseline (GAE).
ukupni flavonoidi = ukupni fenoli — ukupni neflavonoidi

Odredivanje ukupnih neflavonoida provedeno je u duplikatu, a udjeli su izracunati s obzirom
na ukupni volumen pojedinog ekstrakata te pocetnu masu uzorka koriStenog za ekstrakcije.
Rezultati udjela ukupnih neflavonoida 1 flavonoida izraZeni su kao maseni udjel (mg GAE/g
s.tv.) u suhoj tvari sekundarne biljne sirovine te prikazani kao srednje vrijednosti s
pripadaju¢om standardnom devijacijom.

3.2.2.3.3 Odredivanje pojedinacnih  polifenola i  metilksantina  tekucinskom
kromatografijom visoke ucinkonitosti (HPLC-PDA)

Analiza pojedinac¢nih polifenolnola i metilksantina provedena je prema modificiranoj metodi
Bels¢ak-Cvitanovi¢ i suradnika (2011).

Postupak rada:

Analiza bioaktivnih spojeva provedena je kromatografijom obrnutih faza na InertSustain® C18
(4,6 x 250 mm, 5 um) (GL Sciences, Japan) koloni pomoc¢u kromatografskog sustava Agilent
1200 Series (Agilent Technologies, SAD) sastavljenog od kvaterne pumpe, autosamplera s
injektorom, termostata kolone i PDA (engl. photo diode array) detektora. Mobilnu fazu ¢inile
su dvije komponente: A - 2 %-tna (v/v) otopina mravlje kiseline (HCOOH) u vodi i B - 2 %-
tna (v/v) otopina mravlje kiseline u acetonitrilu. Optimalno razdavajanje komponenata
postignuto je uspostavljanjem linearnog gradijenta sastava mobilne faze u vremenu prema
sljede¢em: 0. min: 90 % A, 10 % B; 25. min: 60 % A, 40 % B; 45. min: 30 % A, 70 % B, pri
protoku od 1 mL/min. Ukupno vrijeme analize iznosilo je 50 min, ukljucujué¢i 5 min
stabilizacije na pocetne uvjete sastava mobilne faze.Temperatura kolone bila je 25 °C, a
volumen injektiranih uzoraka iznosio je 20 pL (uzorci ekstrakata filtrirani su kroz mikrofiltere
(Chromafil CA-25/45, Macherey-Nagel, Njemacka) prije injektiranja u kromatografski sustav).
Detekcija bioaktivnih spojeva omoguéena je snimanjem efluenta pri 278 nm pomoc¢u PDA
detektora. Upravljanje kromatografskim sustavom te obrada kromatograma omoguceni su

programom ChemStation (Agilent Technologies, SAD).
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Identifikacija i kvantifikacija detektiranih spojeva

Otopine standarada polifenolnih spojeva i metilksantina pripremljene su u koncentracijskom

rasponu 5 - 100 pg/mL u 6 tocaka te analizirane prema istoj metodi kao i ekstrakti. Podaci

dobiveni analizom kromatograma standarada koriSteni su za identifikaciju pikova u uzorcima

te za kalibraciju sustava. Identifikacija je provedena usporedbom retencijskih vremena i

karakteristi¢nih apsorpcijskih spektara snimljenih PDA detektorom u rasponu valnih duljina od

190 do 400 nm. Za kvantifikaciju identificiranih analita i uzorku koristeni su odgovarajuci

bazdarni pravci (Tablica 17).

Tablica 17. Bazdarni pravci identificiranih bioaktivnih spojeva u vodenim i etanolnim

ekstraktima sekundarnih biljnih sirovina.

: . Yo o . . Jednadzb Koficijent
Naziv spoja Cistoca i dobavlja¢ b:iEZrlfoigl pravea korel aJCije (Rz)
- 0 M H 0
E_Iag!nska 97 Yo (I:IPLC), Fluka Biochemika; y = 11,311x - 8,02 0,9999
kiselina Njemacka
E;';Ti'r'gs“a 99 %, Sigma-Aldrich; Njematka ~ y = 60,496x + 11,83 1,000
o 98 %, Acros Organics™, _
Galna kiselina Fisher Scinetific: SAD y = 56,244x - 31,86 0,9999
Kafein 99 % (HPLC), Fluka; Njemacka y = 60,160x + 82,54 0,9998
Kafeinska > 99 %, Acros Organics™, _
kiselina Fisher Scinetific; SAD y=129,030x+8168 0,999
EL‘:{;’r?ae”Ska 95 0%, Sigma-Aldrich; Njemacka  y = 24,414x + 33,45 0,9992
e
Kvercetin > 95 %, Sigma-Aldrich; y=44,013x +18,62  0,9998
Njemacka
e
Luteolin > 98 %, Sigma-Aldrich; y=39,577x + 19840  0,9941
Njemacka
ﬁ}é‘e‘;mg”r‘s"a 98 %, Sigma-Aldrich; Njemacka  y=121,28x + 24,90 0,099
Protokatehinska 97 %, Acros Organics™, Fisher  _
kiselina Scinetific; SAD y=34,738x-2237 09997
Teobromin 99 %, Sigma-Aldrich; Njemacka y = 46,967x + 39,20 0,9999
Vanilinska 98,5 %, Acros Organics™,
T ) o = +
kiselina Fisher Scinetific; SAD y = 73,661 +5,53 0,9999

HPLC analize provedene su u duplikatu, a udjeli pojedinac¢nih polifenola i metilksantina

izracunati su s obzirom na volumen dobivenih ekstrakata i po¢etnu masu uzorka koriStenog za

ekstrakcije. Rezultati su izrazeni kao maseni udjel (ug/g s. tv.) u suhoj tvari sekundarne biljne

sirovine te prikazani kao srednje vrijednosti s pripadaju¢om standardnom devijacijom.
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3.2.2.3.4 Odredivanje antioksidacijskog kapaciteta ABTS i DPPH metodama

Antioksidacijski kapacitet vodenih i etanolnih ekstrakata sekundarnih biljnih sirovina odreden
je s obzirom na ekvivalentni u¢inak vodeno-topljivog analoga vitamina E (6-hidroksi-2,5,7,8-
tetrametilkroman-2-karboksilna kiselina) - Trolox (Sigma Aldrich, Njemacka) kao Trolox-
ekvivalentni antioksidacijski kapacitet (engl. Trolox equivalent antioxidant capacity - TEAC).
ABTS Metoda temelji se na oksido-redukcijskoj reakciji ,,gaSenja“ plavo-zelenog radikal-
kationa 2,2'-azinobis (3-etilbenzotiazolin-6-sulfonske kiseline) (ABTS radikal-kation (Sigma
Aldrich; Njemacka)), koji se formira kemijskom ili enzimskom oksidacijom otopine ABTS-a
(Re i sur., 1999). DPPH metoda temelji se na redukciji 1,1-difenil-2-pikrilhidrazil (DPPH
(Fluka; Njemacka)) radikala u metanolnoj otopini. DPPH radikal radi nesparenog elektrona
pokazuje jaku apsorpciju u vidljivom dijelu spektra (515 nm), dok u prisutnosti elektron donora
(antioksidans koji ,,gasi“ slobodne radikale) dolazi do stabilizacije DPPH radikala sparivanjem
elektrona te do promjene ljubicaste boje (oksidirani oblik radikala) otopine u zutu (reducirani
oblik radikala) (Brand-Williams i sur., 1995).

Postupak rada:

ABTS metoda:

Pripremi se otopina ABTS radikala, oksidacijom 7 mM vodene otopine ABTS reagensa s 140
mM Kkalijevim peroksodisulfatom, do kona¢ne koncentracije otopine kalijeva peroksodisulfata
od 2,45 mM. Pripremljena otopina ostavi se preko no¢i (najmanje 12-16 h) pri sobnoj
temperaturi i u mraku kako bi reakcija bila potpuna. Na dan analize otopina se razrijedi
etanolom (96 %) do kona¢ne koncentracije ABTS radikala od 1 % (v/v), tako da apsorbancija
te otopine pri 734 nm iznosi 0,70 = 0,02. Alikvot 20 puL uzorka (vodeni ili etanolni ekstrakt
sekundarnih biljnih sirovina) pomijeSa se s 2 mL otopine ABTS radikala u laboratorijskoj
epruveti te se izmjeri apsorbancija pri 734 nm (spektrofotometar Genesys™ 10S UV-VIS,
Thermo Fisher Scientific, SAD) nakon to¢no 6 minuta reakcije u mraku, u odnosu na slijepu
probu.

DPPH metoda:

Pripremi se 0,094 mM otopina 1,1-difenil-2-pikrilhidrazil radikala (DPPH) u metanolu. U
laboratorijsku epruvetu se otpipetira 0,1 mL uzorka (vodeni ili etanolni ekstrakt sekundarnih
biljnih sirovina), doda se 3,9 mL otopine DPPH i reakcijska smjesa se promijesa na vorteksu.
Zacepljene epruvete ostave S€ u mraku pri sobnoj temperaturi tijekom 30 min, nakon cega se

mjeri apsorbancija (spektrofotometar Genesys™ 10S UV-VIS, Thermo Fisher Scientific, SAD)
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pri 515 nm, u odnosu na slijepu probu. U obje metode slijepa proba sadrzi jednaki volumen
otapala umjesto uzorka.

Izracun rezultata:

Iz osnovne otopine standarda Trolox-a koncentracije 1 mM, pripreme se razrjedenja 0,2 mM,
0,4 mM, 0,6 mM i 0,8 mM te se ponove prothodno opisani postupci reakcije s ABTS i DPPH
radikalima za svako razrjedenje.
Na osnovu izmjerenih vrijednosti apsorbancija i poznatih vrijednosti koncentracija Trolox-a,
konstruira se pravac ovisnosti promjene apsorbancije (Y-os (AA)) o koncentraciji (X-0s
(mmol/L)), odnosno bazdarni pravac. Promjena apsorbancije izratuna se oduzimanjem
vrijednosti apsorbancije reakcijske smjese s uzorkom od iste za slijepu probu. Koriste¢i
bazdarni pravac, izraCuna se koncentracija Trolox-a kojom se postiZze jednak reakcijski u€inak
(smanjenje intenziteta obojenja izvorne otopine radikala pri istim uvjetima).
Jednadzbe bazdarnih pravca glase:

ABTS y =0,2915x + 0,0055; R? = 0,9993

DPPH y =0,6115x —0,0097; R? = 0,9997
Gdje su:

y - razlika izmjerenih vrijednost apsorbancije slijepe probe i uzorka,
X - trazena ekvivalentna koncentracija standarda koja daje isti u¢inak.

Analiza Trolox-ekvivalentnog antioksidacijskog kapaciteta provedena je u duplikatu, a kona¢ni
rezultat izraCunat je s obzirom na ukupni volumen pojedinog ekstrakata te po¢etnu masu uzorka
koristenog za ekstrakcije. Rezultati su izrazeni kao maseni udjel (umol TE/g s.tv.) ekvivalenata
Trolox-a (TE - engl. Trolox Equivalents) u suhoj tvari sekundarne biljne sirovine te prikazani

kao srednje vrijednosti s pripadaju¢om standardnom devijacijom.

3.2.3 Krakterizacija ugljikohidratne frakcije
3.2.3.1 Odredivanje udjela netopljivih 1 topljivih vlakana

Udjel ukupnih vlakana odreden je integriranom enzimsko-gravimetrijskom metodom AOAC
2011.25 (McCleary i sur., 2012) koristenjem seta za odredivanje ukupnih vlakana (K-INTDF,
Megazyme, Irska). Primijenjenom metodom odredena su netopljiva i topljiva vlakna velike
molekulske mase, odnosno ukupna vlakna velike molekulske mase kao njihov zbroj.

Princip metode:

Enzimskom hidrolizom uzoraka razgraduju se nestrukturni ugljikohidrati i proteini, nakon ¢ega

zaostaju strukturni ugljikohidrati koji se gravmetrijski zasebno odreduju kao topljiva i1
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netopljiva vlakna te se u istima naknadno analiziraju udjeli proteina i mineralnog ostatka u
svrhu korekcije rezultata.

Postupak rada:

Enzimska hidroliza uzoraka

Odvaze se 1,000 £ 0,005 g usitnjenog uzorka u laboratorijske boce od 250 ml (Duran®,
Njemacka). Uzorak se navlazi s 1 mL etanola (96 %-tni), a zatim se doda se 40 mL 50 mM
maleat-pufera (pH 6,0) koji sadrzi pankreasnu o-amilazu i amiloglukozidazu. Pufer se
prethodno pripremi na nacin da se otopi 11,6 g maleinske kiseline u 1600 mL demineralizirane
vode te se podesi pH dodatkom 4 M NaOH do vrijednosti 6,0. U prepremljenu otopinu doda se
0,6 g kalcijeva klorida dihidrata (CaCl, x 2H.0) te se nadopuni do oznake (2 L). Neposredno
prije primjene, u 290 mL pripremljenog pufera otopi se 0,10 g a-amilaze, a zatim se doda i 0,3
mL amiloglukozidaze. Uzorci se inkubiraju na tresilici (Certomat RM, Sartorius, Njemacka)
pri 37 °C tijekom 16 h, pri brzini okretaja 150 rpm. Enzimska reakcija zaustavlja se dodatkom
3 mL 0,75 M trizma bazi¢ne otopine (kona¢ni pH ~ 8,2) te zagrijavanjem reakcijske smjese u
vodenoj kupelji pri 95-100 °C tijekom 20 minuta. Sadrzaj boca ohladi se do 60 °C i potom se
doda 100 puL otopine proteaze. Sadrzaj se inkubira pri 60 °C tijekom 30 minuta na tresilici.
Enzimska reakcija proteazom zaustavlja se dodavanjem 4 mL 2 M octene kiseline (kona¢ni pH
~4,3).

Netopljiva vlakana

Sadrzaj boce nakon uzastopnih enzimskih hidroliza filtrira se pomoc¢u vakuuma preko loncica
s filtracijskom povr§inom od sinteriranog stakla (sinter lon¢i¢i volumena 50 mL, poroziteta 40
- 100 um, Duran®, Njemacka). Za koristenje, lon¢ice je potrebno prethodno pravilno pripremiti
- lon¢i¢i moraju biti dobro oprani, izareni u mufolnoj pe¢i, ohladeni i izvagani. Kao pomo¢no
filtracijsko sredstvo koristi se Celite® 545 AW (Sigma-Aldrich, Njemacka) koji se prethodno
(u fazi pripreme lonci¢a) nanosi u ravnomjernom sloju (~1 g) na filtracijsku povrSinu lon¢ica.
Budu¢i da talog na sinter lon¢i¢ima u koraku nakon enzimske hidrolize predstavlja netopljiva
vlakna, vrlo je vazno kvalitativno prenijeti sav sadrzaj boce na filter, §to se ¢ini pomocu tople
vode zagrijane na 60 °C (ukupno 20 mL). Sakupljeni filtrat nadopuni se do volumena 70 mL i
sauva za odredivanje topljivih vlakana. Ostatak na lon¢icu ispere se s dvije porcije od 15 mL
78 %-tnog etanola, 96 %-tnog etanola i acetona, a filtrat od ispiranja se baca. Lonci¢i s talogom
su$e se pri 105 °C (ST-06, Instrumentaria; Hrvatska) do konstantne mase, nakon ¢ega se ohlade
u eksikatoru i vazu. I1zvagani lon¢i¢i cuvaju se za dodatne analize u svrhu korekcije rezultata.

Topljiva vlakna
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Topljiva vlakna odreduju se iz filtrata nakon izdvajanja netopljivih vlakana preko sinter lon¢ica.
Sakupljeni filtrat (70 mL) potrebno je zagrijati na 60 °C, a zatim se dodaje Cetverostruki
volumen (280 mL, volumen izmjeren pri sobnoj temperaturi) 96 %-tnog etanola zagrijanog na
60 °C, uz intenzivno mijesanje (pripremiti u laboratorijskoj staklenoj boci od 500 mL (Duran®,
Njemacka)). Smjesa se ostavi pri sobnoj temperaturi tijekom 60 minuta, nakon Cega se
istaloZzena topljiva vlakna filtriraju pomocu vakuuma na sinter lon¢i¢ima s pomocénim
filtracijskim sredstvom (kao za netopljiva vlakna). Topljiva vlakna kvantitativno se prenesu
pomocu 78 %-tnog etanola, a talog se ispere s dvije porcije od 15 mL 78 %-tnog etanola, 96 %-
tnog etanola i acetona (filtrat od ispiranja se baca). Lon¢i¢i s talogom topljivih vlakana suse se
pri 105 °C do konstantne mase, nakon Cega se ohlade u eksikatoru i1 vazu. Izvagani lonc¢i¢i
cuvaju se za dodatne analize u svrhu korekcije rezultata.

Izradun rezultata:

Masa netopljivih (NV) i topljivih (TV) vlakana odreduje se iz razlike konstantne mase loncica
s talogom (nakon suSenja pri 105°C) te Cistog izarenog lon¢i¢a s pomo¢nim filtracijskim
sredstvom, dok se udjel istih ratuna S obzirom na pocetnu masu uzorka (ili masu suhe tvari)
kojom se zapoc€inje enzimska hidroliza.
U svrhu dobivanja sto to¢nijih rezultata, potrebno je odrediti udjele proteina (v. poglavlje
3.2.1.3) i mineralnog ostatka (v. poglavlje 3.2.1.4) u talozima netopljivih i topljivh vlakana.
Prilikom analize proteina i mineralnog ostatka, kao uzorak za analizu koristi se cijeli talog sa
sinter lon¢ica (zajedno s pomo¢nim filtracijskim sredstvom). U slucaju analize proteina, isti se
prebacuju u epruvete za digestiju, dok se za analizu mineralnog ostatka talog mineralizira u
sinter lon¢i¢ima. Lonci¢e je potrebno pazljivo zagrijavati i hladiti u mufolnoj pe¢i kako ne bi
doslo do pucanja. Masa (udjel) ukupnih vlakana izracuna se prema izrazu:

m (NVili TV) = m1 - mz - Mproteini - Mumineralni ostatak
Gdje su:

mM; - masa sinter lon¢i¢a s talogom,
Mz - masa praznog sinter lonci¢a s pomo¢nim filtracijskim sredstvom.

Analiza netopljivih i topljivih vlakana napravljena je u 4 paralele, dok su korekcijske analize
napravljene u duplikatu. Rezultati udjela topljivih i netopljivih vlakana velike molekulske mase
izrazeni su kao maseni udjel (%) u sirovoj ugljikohidratnoj frakciji te prikazani kao srednje

vrijednosti s pripadaju¢om standardnom devijacijom.

110



Doktorski rad - Aleksandra Vojvodié Cebin Eksperimentalni dio

3.2.3.2 Odredivanje udjela topljivog i netopljivog lignina

Udjeli netopljivog i topljivog lignina u uzorcima sekundarnih biljnih sirovina odredeni su prema
prilagodenom protokolu po predlosku metode National Renewable Energy Laboratory-ja

NREL/TP-510-42618 (Sluiter i sur. 2008a).

Princip metode:

Gravimetrijsko odredivanje ostatka nakon potpune kiselinske hidrolize biljnog supstrata
(polisaharida), pri ¢emu lignin ostaje uglavnom nehidroliziran (Klasonov lignin).

Priprema kiselinskih hidrolizata

Postupak rada:

Odvaze se 0,3000 + 0,0010 g uzorka u laboratorijsku epruvetu (15 mL), oprezno se doda 3,00
+ 0,01 mL 72 %-tne (w/w) sumporne Kiseline (H2SOs) te se smjesa pazljivo i temeljito
homogenizira pomoc¢u staklenog Stapica, pritom pazeéi da je cjelokupni materijal ravnomjerno
navlazen kiselinom. Sadrzaj u epruveti ostavi se pri sobnoj temperaturi tijekom 1 h uz
povremenu (svakih 10 min) homogenizaciju staklenim $tapi¢em. Po zavrSetku inkubacije,
sadrzaj epruvete paZzljivo se kvantitativno prenese u laboratorijsku bocu od 100 mL (Duran®,
Njemacka) pogodnu za autoklaviranje, pri ¢emu se sumporna kiselina razrjeduje vodom do
udjela 4 % (w/w) (dodaje se ukupno 84,00 + 0,04 mL vode). Boca se zacepi (Cep ne zavrtati do
kraja) i autoklavira (autoklav tip 7510945, Sutjeska, Srbija) tijekom 1 h (izotermno) pri 121 °C.
U kiselini netopljiv lignin (Klasonov lignin)

Nakon autoklaviranja, boca se ohladi do sobne temperature u hladnoj vodenoj kupelji, a potom
se njezin sadrzaj filtrira pomoc¢u vakuuma preko prethodno pripremljenih lon¢ica sa filterskom
povrsinom od sinteriranog stakla (sinter lon€i¢i volumena 50 mL, poroziteta 40 - 100 pum,
Duran®, Njemacka). Iz dobivenog filtrata izuzima se alikvot 50 mL za odredivanje u kiselini
topljivog lignina, a potom se ostatak taloga iz boce kvantitivno prenese na sinter lon¢i¢ i ispire
s najmanje 50 mL demineralizirane vode. Talog na sinter lon¢i¢u susi se u laboratorijskom
susioniku (ST-06, Instrumentaria; Hrvatska) pri 105 °C do konstantne mase, nakon Cega se
lon¢i¢ hladi u eksikatoru do sobne tempearture i vaze.

Loncici za filtraciju pripremaju se na na¢in da se dobro operu (po potrebi se i zare u mufolnoj
peci pri 550 °C tijekom 2 h), a na osuSene loncice stavlja se ravnomjeran sloj (~ 1 g) pomoénog
filtracijskog sredstva Celite® 545 AW (Sigma-Aldrich, Njemacka) te se lon€i¢i zatim suse pri

105 °C do konstantne mase, hlade u eksikatoru i vazu.
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U kiselini topljiv lignin

Udjel topljivog lignina odreduje se spektrofotometrijski (Genesys™ 10S UV-VIS, Thermo
Fisher Scientific, SAD) u alikvotu filtrata kiselinskog hidrolizata izdvojenome neposredno
nakon filtracije u kiselini netopljivog lignina. Mjerenje se provodi pri 240 nm, u Kkiveti od
kvarcnog stakla volumena 4 mL i duljine puta svjetlosti 1 cm, uz 4 % (w/w) sumpornu kiselinu
kao slijepu probu. Uzorci za mjerenje razrijeduju se po potrebi (4 % (W/w) sumpornom
kiselinom) tako da vrijednost apsorbancije iznosi 0,7 - 1,0. Analizu je potrebno provesti unutar
6 h od provedene kiselinske hidrolize.

Izradun rezultata:

Udjel u kiselini netopljivog lignina (KNL) izra¢una se prema izrazu:

m; —my
0% KNL= —x 100

Myzorak
Gdje su:
M1 - masa sinter lon¢i¢a pripremljenog za filtraciju,
M - masa sinter lon¢i¢a s talogom nakon suSenja do konstantne mase.
Udjel u kiselini topljivog lignina izraunat je prema izrazu:
UVabs =V * fp;1 i}

% KTL =
o exLx Myzorak

100

Gdje su:

UVabs - razlika vrijednost apsorbancije pri 240 nm uzorka i slijepe probe,
V - volumen filtrata (0,087 L)

foiL - faktor razrijedenja uzorka,

& -apsorpcijski koeficijent pri zadanoj valnoj duljini (25 L/g cm)

L - duljina kvarcne kivete za mjerenje

Potpuna kiselinska hidroliza, a zatim i odredivanje udjela netopljivog i topljivog lignina
provedeni su u duplikatu. Rezultati su izraZzeni kao maseni udjel (% s.tv.) u suhoj tvari
sekundarne biljne sirovine te prikazani kao srednje vrijednosti s pripadaju¢om standardnom
devijacijom.

3.2.3.3 Odredivanje udjela jednostavnih Secera

Jednostavni Seceri (glukoza, fruktoza i1 saharoza) odredeni su u vodenom, etanolnom i 70 %-
tnom etanolnom ekstraktu sekundarnih biljnih sirovina primjenom tekucinske kromatografije
visoke ucinkovitosti s refrakcijskom detekcijom (HPLC-RID), prema metodi Laboratorija za
tehnologiju ugljikohidrata i konditorskih proizvoda Prehrambeno-biotehnoloskog fakulteta

Sveucilista u Zagrebu. Priprema ekstrakata opisana je prethodno (poglavlje 3.2.2.1).
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Postupak rada:

U svrhu pripreme uzorka za analizu, alikvot ekstrakta pomijesa se s acetonitrilom u omjeru 1:1
(v/v) kako bi se sastav uzorka priblizio sastavu mobilne faze, a time i zastitio kromatografski
sustav od eventualne nezeljene precipitacije otopljenih tvari u uzorku uslijed promjene sastava
otapala. Smjesa uzorka i acetonitrila ostavljena je tijekom 1 h pri -20 °C kako bi se maksimalno
potaknula precipitacija, a zatim su uzorci profiltrirani kroz PTFE Chromafil mikrofiltere
veli¢ine pora 0,2 um (Macherey-Nagel, Njemacka) u posudice za uzorkovanje (HLPC viale).
Ovako pripremljen uzorak je razrijeden u odnosu na izvorni ekstrakt, pri ¢emu faktor
razrjedenja iznosi 2 (koji se koristi za izraun rezultata).

Analiza jednostavnih Secera provedena je kromatografijom hidrofilnih interakcija (engl. HILC
- hydrophilic interaction liquid chromatography) na Luna NH2 koloni (Phenomenex, SAD)
(polarna stacionarna faza) i kromatografskim sustavom Agilent 1200 Series (Agilent
Technologies, SAD) u sklopu kojeg se nalaze kvaterna pumpa, autosampler s injektorom,
termostat kolone te refrakcijski detektor. Mobilnu fazu ¢inila je smjesa vode i acetonitirila,
pomijeSanih u omjeru 80:20 (v/v). S obzirom na refraktometrijsku detekciju (mjerenjem
relativne promjene indeksa loma), uspostavljena je isklju¢ivo izokratna eluacija analita pri
protoku od 1 mL/min. Temperatura kolone, kao i detektora, iznosila je 35 °C, a volumen
injektiranih uzoraka 10 pL. Separacija analita pri ovim uvjetima postignuta je unutar 15 min
(trajanje metode), od Cega se zadnjih 3 min odnosilo na stabilizaciju sustava prije pocetka
sljedece analize. Upravljanje kromatografskim sustavom te obrada kromatograma omoguceni
su programom ChemStation (Agilent Technologies, SAD).

Izracun rezultata:

Identifikacija spojeva provedena je usporedbom retencijskih vremena pikova na
kromatogramima uzoraka s kromatogramima standarada, dok su za kvantifikaciju koristene
povrsine ispod pikova dobivene nakon integracije kromatograma. Bazdarni pravci (Tablica 18)
za svaki identificirani spoj (Secer) definirani su nakon analize otopina standarda u
koncentracijskom rasponu 0,1 - 2,0 mg/mL, prema istoj metodi kojom su analizirani i ekstrakti,
te koreliranjem poznatih koncentracija s odgovarajuéim povrSinama ispod dobivenih pikova.
Koriste¢i odgovaraju¢e bazdarne pravce, iz vrijednosti dobivenih povrSina identificiranih
pikova u kromatogramima uzoraka izracunate su odgovarajuce koncentracije Secera u uzorku.
Udjeli Secera izracunati su s obzirom na ukupni volumen ekstrakta te poCetnu masu uzoraka
koriStenih u ekstrakcijama. HPLC analize provedene su u duplikatu, a rezultati su izraZeni su

kao maseni udjeli (% s.tv.) u suhoj tvari sekundarne biljne sirovine i kao maseni udjeli u
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ugljikohidratnoj frakciji pojedine sirovine, te prikazani kao srednje vrijednosti s pripadaju¢om

standardnom devijacijom.

Tablica 18. Bazdarni pravci za odredivanje udjela jednostavnih Se¢era HPLC-RID

metodom.
. . Mo .. . JednadZba bazdarnog Koeficijent
Naziv spoja Cistoca i dobavlja¢ pravca korelacije (RZ)
D-(*) - glukoza Fluka; Njematka y = 78 734x + 696,91 0,9999
monohidrat
.
o) - fruktoza > 99 /()I,\I?engnr:?kaAldﬂch, y = 107 115x + 510,11 0,9999
0 - - H -
Saharoza >99,5%, Sigma-Aldrich; — _ 145 959y + 255 36 0,0998

Njemacka

3.2.3.4 Odredivanje udjela skroba

Odredivanje udjela Skroba u sekundarnim biljnim sirovinama provedeno je prema internom
protokolu Francuskog nacionalnog instituta za istrazivanja u poljoprivredi (INRA, Centar
Angers-Nantes, BIA, laboratorij Paroi Végétale et Polysaccharides Pariétaux), Koji je
pripremljen prema radu McCleary i suradnika (1997), te AACC 76-13.01 i AOAC 996.11
metodama opisanima u Megazyme protokolu za odredivanje ukupnog $kroba (Megazyme,
2018).

Princip metode:

Enzimska hidroliza $kroba a-amilazom i amiloglukozidazom, nakon ¢ega se jedinice glukoze
kvantificiraju kromatografski te prera¢unavaju na udjel $kroba u uzorku.

Priprema pufera:

Natrij-MOPS pufer (50 mM, pH 7,0)

Za pripremu 100 ml pufera, otopi se 1,156 g 3-(N-morfolino) propansulfonske kiseline

(dinatrijeva sol, M9381, Sigma Aldrich, Njemacka) u 60 mL deionizirane vode, podesi se pH
do 7,0 dodatkom 1 M klorovodi¢ne kiseline (HCI) uz pracenje na pH-metru, nakon ¢ega se
doda 74 g kalcijeva klorida dihidrata (CaCl. x 2H-0) i volumen se dopuni do 100 mL.
Natrij-acetatni pufer (200 mM, pH 4,5)

Za pripremu 100 mL pufera, otopi se 2,721 g natrijeva acetata trihidrata (NaCOOCH;3 x 3H20)
u 60 mL deionizirane vode, namjesti se pH na vrijednost 4,5 dodatkom koncentrirane octene
kiseline (CH3COOH) i nadopuni se volumen do 100 mL.

Postupak rada:
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Precizno se odvaze 10,0 £ 0,5 mg uzorka u laboratorijsku epruvetu s debelim stijenkama i
navojnim ¢epom (12 mL, Pyrex®, Corning; SAD). U epruvetu se pazljivo doda 0,1 mL otopine
ramnoze (L-ramnoza monohidrat, 99 %, Sigma-Aldrich; Njemacka) 20 mg/mL, koja sluzi kao
interni standard te 0,2 mL MOPS pufera. Epruveta se lagano protrese rukom, pritom pazec¢i da
uzorak ne ostaje na stijenci epruvete. Uzorak se ostavi preko no¢i pri sobnoj temperaturi. Iduci
dan pripremi se i standardni uzorak Skroba (kukuruzni $krob) na sli¢an nacin - odvaga
standardnog uzorka iznosi 5,0 + 0,5 mg te se u isti dodaje 0,2 mL standardne otopine ramnoze
10,2 mL MOPS pufera. Pripremljeni uzorci i standardni uzorak u zacepljenim epruvetama stave
se u termoblok (QBH2, Grant Instruments; Ujedinjeno Kraljevstvo), zagrijan pri 120 °C,
tijekom 5 min. Zatim se odmah prebace u drugi termoblok zagrijan pri 100 °C, ¢epovi se njezno
otpuste kako bi se sprijecilo pjenjenje, doda se 0,3 mL termostabilne a-amilaze koncentracije
100 U/mL (30x razrjedenje komercijalnog enzimskog preparata - termostabilna a-amilaza iz
Bacillus licheniformis 3000 U/mL (EC 3.2.1.1), Megazyme; Irska) u MOPS puferu, te se se
smjesa inkubira 6 min uz mijesanje na vorteksu svake 2 min. Nakon toga, epruvete se prebace
u vodenu kupelj zagrijanu pri 50 °C, pri¢eka se 5 min kako bi se izjednacila temperatura, te se
doda 0,4 mL natrij-acetatnog pufera pH 4,5 i 0,1 mL otopine amiloglukozidaze koncentracije
20 U/mL (amiloglukozidaza iz Aspergillus niger 200 U/mL (EC 3.2.1.3), Megazyme; Irska) te
se smjesa inkubira daljnjih 30 min. Hidrolizati se zatim prebace u Eppendorf epruvete od 2 mL
i centrifugiraju pri 12 000 o/min (5804 R, Eppendorf; Njemacka) pri sobnoj temperaturi tijekom
10 min. Supernatant se izdvoji i razrijedi prema potrebi prije analize.

Razrijedeni uzorci hidrolizata analiziraju se HPAEC kromatografijom (engl. high-pefrormance
anion exchange chromatography) pomoc¢u Dionex™ ICS 3000 sustava (Thermo Fisher
Scientific, SAD) s Dionex™ CarboPac™ PA 1 4 x 250 mm kolonom (Thermo Fisher Scientific,
SAD) te uz elektrokemijsku detekciju s referentnom Ag/AgCl elektrodom. Analiza se provodi
tijekom 7 min, izokratnom eluacijom mobilnom fazom (dvokomponentni sustav: A - 500 mM
otopina natrijeva hidroksida i B - voda HPLC kvalitete, automatski mije$ani u omjeru 20:80
(A:B (v/Vv))), pri temperaturi kolone 25 °C i volumenu injektiranog uzorka 20 pL. Prije analize
uzorci se filtriraju kroz PVDF 0,45 um mikrofiltere (Macherey-Nagel; Njemacka). Upravljanje
kromatografskim sustavom te obrada kromatograma omoguceni su specijaliziranim
programom Chromeleon (Thermo Fisher Scientific, SAD).

Izracun rezultata:

Kvantifikacija se provodi uspostavom faktora odziva (engl. response factor - RF) analita
(glukoze) u odnosu na interni standard (ramnozu). Iz analize uzoraka standarada rastucih

koncentracija (2, 4, 6, 12, 20, 30, 40 ug/mL svaki) konstruiraju se odgovarajuc¢i bazdarni pravci
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za glukozu i ramnozu te se odaberu vrijednosti koncentracije i povrsine pika za svaki standard,
koje odgovaraju sredini bazdarnog pravca. Uzevsi u obzir tako dobivene vrijednosti, odredi se
faktor odziva analita s obzirom na interni standard, prema izrazu:

As *cC
RF = IS X

- Ay *cs
Gdje su:

Ais - povrsina pika internog standarda,
Cis - koncentracija (masa) internog standarda,
Ay - povr§ina pika analita (standarda),
Cx - koncentracija (masa) analita (standarda).

Ista formula primjenjuje se 1 za kvantifikaciju pikova u uzorku, pri ¢emu su poznate povrsine
pikova internog standarda i analita, koncentracija (masa) internog standarda te faktor odziva za
pojedini analit (u ovom slucaju, glukoza), a trazi se koncentracija (masa) analita. Takoder, u
obzir treba uzeti i razrjedenje uzorka, a konacni udjel glukoze u uzorku prera¢unava se na udjel
Skroba koriStenjem faktora 0,9 koji korigira vrijednost s obzirom na anhidro oblik polimera.
Odredivanje skroba provedeno je u duplikatu, a rezultati su izraZeni kao maseni udjel (%) u
sirovoj ugljikohidratnoj frakciji pojedine sirovine i prikazani kao srednje vrijednosti s

odgovaraju¢om standardnom devijacijom.
3.2.3.5 Odredivanje monomernog sastava ugljikohidratne frakcije
3.2.3.5.1 Priprema alkoholno-netopljivog ostatka

Alkoholno-netopljivi ostataci (engl. alcohol insoluble residue - AIR) pripremaju se uzastopnim
ekstrakcijama 70 %-tnim etanolom, u adekvatnoj koli¢ini za daljnje eksperimente i analize (cca
100 g), kako je prethodno opisano u poglavlju 3.2.2.1.2. Svrha ovakve pripreme uzoraka
prvenstveno je uklanjanje jednostavnih Secera koji mogu interferirati, odnosno lazno uvecati
prinos pojedinih monosaharida - sastavnih dijelova strukturnih ugljikohidrata.

Nakon uzastopnih ekstrakcija, ekstrahirani materijal osusi se izmjenom otapala. U tu svrhu prvo
se 2 puta uzastopno mijesa (ispire) s 96 %-tnim etanolom u omjeru 1:3,5 (w/v) (izmedu dva
ispiranja, otapalo se odvaja filtracijom na Biichnerovom lijevku s Whatman No.4 filter papirom,
pomocu vakuuma), a zatim 1 put s acetonom u omjeru 1:2 (w/v), koji se takoder ukloni
filtracijom. Ekstrahirani materijal zatim se susi u digestoru u tankom sloju u plitkoj posudi
velike ishlapne povrsine, prekriven stani¢evinom. S obzirom da su etanol i aceton lako hlapiva
1 zapaljiva otapala, postupak se provodi u dobro ventiliranom prostoru (digestor). Nakon S$to

ishlapi aceton, osuSeni materijal se po potrebi dodatno usitni u tarioniku s tu¢kom.
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3.2.3.5.2 Potpuna kiselinska hidroliza

Potpuna kiselinska hidroliza prodrazumijeva potpunu dezintegraciju polisaharida do monomera
koji ih sacinjavaju, a koji se naknadno odreduju prikladnim instrumentalnim metodama.
Postupak potpune kiselinske hidrolize prilagoden je prema internom protokolu Francuskog
nacionalnog instituta za istrazivanja u poljoprivredi (INRA, Centar Angers-Nantes, BIA,
laboratorij Paroi Végétale et Polysaccharides Pariétaux), koji je pripremljen prema radu
Englysta i Cummingsa (1988).

Netopljivi uzorci

U staklene epruvete (12 mL, Pyrex®, Corning; SAD) pazljivo se odvaze 25,0 + 2,0 mg (AIR
uzorci sekundarnih biljnih sirovina ili drugi netopljivi polisaharidni uzorci), pazec¢i da uzorak
ne ostaje po stijenkama epruvete. Zatim se pazljivo doda 250 puL 72 % (v/v) (13 M) sumporne
kiseline (takoder pazeci da kiselina ne ostaje po stijenci epruvete) te se uzorak inkubira pri
sobnoj temperaturi tijekom 30 min uz mijesanje saklenim Stapi¢em (kojim se osigurava potpuno
vlazenje uzorka jakom Kiselinom). Svrha ovog postupka, koji se jo§ naziva predhidroliza, je
narusavanje visoko uredene strukture netopljivih polisaharida te njihova solvatacija. Nakon
zavrSene predhidrolize, kiselina se razrjeduje dodatkom 2,25 mL demineralizirane vode te 0,5
mL pripremljenog internog standarda (otopina myo-inozitola (min. 99 %, Sigma Aldrich,
Njemacka) koncentracije 5 mg/mL ili otopina D-(-)-riboze (98 %, Sigma-Aldrich; Njemacka,
koncentracije) 2,4 mg/mL. Uzorci se promije$aju na vorteksu (tek onda se izvade stakleni
Stapici), zaCepe i stave u uljnu kupelj (HBR 4 control, IKA; Njemacka) zagrijanu pri 100 °C ili
u termoblok zagrijan pri istoj temperaturi, u kojima se hidroliza provodi tijekom najmanje 2 h.
Nakon zavrSene hidrolize, uzorci u epruvetama ohlade se u hladnoj vodenoj kupelji (ili smjesi
vode i leda), promijeSaju se na vorteksu te centrifugiraju (SL 8R, Thermo Fisher Scientific,
SAD) kako bi se istalozile nehidrolizirane komponente. Za neutralizaciju se uzima 1 mL bistrog
supernatanta u Eppendorf epruvete (2 mL), a ostatak kiselog hidrolizata se moze ¢uvati pri -20
°C. Neutralizacija se provodi dodatkom praskastog kalcijeva karbonata (CaCO3), ¢ija koli¢ina
se izraCuna iz stehiometrije reakcije neutralizacije (za alikvot 1 mL i koncentraciju Kiseline
priblizno 1 M, koli¢ina CaCOs iznosi 0,110 g, odnosno dodaje se priblizno 0,13 g CaCO3).
Dodavanjem CaCOz dolazi do stvaranja tesko topljive soli kalcijeva sulfata (CaSOa) zbog koje
smjesa poprima bijelu boju i pastoznu teksturu. Takoder dolazi do oslobadanja ugljikova
dioksida (CO>), zbog Cega se uzorak pjeni te je CaCO3 stoga potrebno dodavati postupno.
Nakon $to se doda predvidena koli¢ina CaCQOs3, uzorak se centrifugira, a supernatantu se izmjeri

pH (pomocu indikatorskih trakcija za podru¢je 0-14, Macherey-Nagel; Njemacka) koji po
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zavrSetku neutralizacije iznosi 6,5-7,0. Neutralizirani hidrolizat izdvaja se i ¢uva pri -20 °C za
potrebe daljnjih analiza.

Topljivi uzorci

Topljivi polisaharidi pazljivo se odvazu u staklene epruvete (10,0 + 1,0 mg), doda se 1,3 mL
demineralizirane vode te se uzorci otope laganim protresanjem epruvete (paziti da mijesanje
nije prejako kako se uzorak ne bi zalijepio za stijenke epruvete). Zatim se dodaje 1,2 mL 2,5 M
sumporne kiseline i 0,5 mL otopine internog standarda. Uzorci se ru¢no promijesaju laganim
protresanjem epruveta ili rotacijom pri najmanjoj brzini na vorteksu i stave se u uljnu kupelj
zagrijanu pri 100 °C gdje se provodi hidroliza tijekom 2 h. Iznimku ¢&ine uzorci topljvog
polisaharida pektina, ¢iju hidrolizu je potrebno provoditi tijekom 6 h, kako bi doslo do potpune
hidrolize ramnogalakturonana, te tijekom 2 h, zbog oCuvanja prinosa arabinana. Nakon
hidrolize pri 100 °C, epruvete s uzorcima se ohlade i centrifugiraju te se izuzme alikvot 1 mL
bistrog supernatanta za neutralizaciju kalcijevim karbonatom, kako je prethodno opisano.

3.2.3.5.3 Odredivanje monomernog sastava tankoslojnom kromatografijom visoke
ucinkovitosti (HPTLC)

3.2.3.5.3.1 Optimizacija metode

HPTLC je najnapredija tehnika tankoslojne kromatografije koja koristi ¢vrsti plocasti nosac na
koji se nanosi uzorak i preko kojeg prelazi fronta mobilne faze, na taj nacin razdvajajuci
pojedine komponente u uzorku s obzirom na njihov relativno razli¢it afinitet prema mobilnoj i
stacionarnoj fazi. Optimizacija ovakvog kromatografskog postupka u smislu poboljSanja
separacije analita provodi se kombiniranjem znacajki stacionarne (razliite vrste nosaca,
impregnacija nosaca) i mobline faze (sastav, pH) te vremena (broj uzastopnih razvijanja) i
nacina razvijanja ploce (vertikalno, horizontalno, sa ili bez prethodnog zasi¢ivanja komore
parama mobilne faze). Optimizacija separacije monosaharida provedena je s obzirom na
impregnaciju silika gel plo¢e, promjenu sastava i pH mobilne faze te ukupnog broja razvijanja
ploce. Tablica 19 prikazuje ispitivane kromatografske uvjete.

Priprema stacionarne faze:

Plocu, tj. stacionarnu fazu €inila je komercijalno dostupna silika gel ploc¢a (HPTLC Silica Gel
60, Merck; SAD) dimenzija 20 x 10 cm. Plo¢om se treba paZljivo rukovati kako se ne bi ostetila
fina povrsina silike. Nakon uzimanja iz originalnog pakiranja, s ploce se lagano otpuhne
eventualno prisutna fina prasina mikroskopskih Cestica silike te se po potrebi ploca pazljivo
izreze na manje komade pomoéu posebnog rezaca (Smartcut plate cutter, Camag; Svicarska).
U svrhu analize jednostavnih Secera, ploCa se koristila kao takva, neimpregnirana, te

impregnirana. Impregnacija je provedena uranjanjem u 0,3 M ili 0,5 M otopinu natrijeva
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dihidrogenfosfata (NaH2POs) kojoj je podesena pH vrijednost na 3,0; 5,0 ili 7,0. Impregnacija
plo¢e izvodi se automatiziranim uredajem za uranjanje (Chromatogram Immersion Device,
Camag; Svicarska) s pripadaju¢om kadicom za otapalo, koje uvijek istom podesenom brzinom
uranja plocu te ju zadrzava u kadici za definirano vijeme (1 min) (reproducibilnost pripreme
plo¢e od velike je vaznosti za daljnju analizu). Nakon uranjanja, visak tekuéine s ploce lagano
se ocijedi na papirnom ubrusu te se ploca susi susilom za kosu podesenim na najmanju brzinu
puhanja zraka. Suha ploca (na izgled) dodatno se susi u laboratorijskom susSioniku pri 110 °C
tijekom 30 min, nakon ¢ega se hladi na zraku pokrivena stani¢evinom, a ohladena je spremna
za nanos$enje uzoraka.

Tablica 19. Kromatografski parametri prilikom optimizacije razdvajanja monosaharida
tankoslojnom kromatografijom visoke uc¢inkovitosti (HPTLC)

Omijer otapala Razvijanje

Mobilna faza (VIVIVIV) ploce Impregnacija
a) AcN:H20:EtOACc:1-PrOH 17:3:4:4 3X -
b) AcN:H20:EtOAc:1-PrOH 17:1:6:6 3X -
C) AcN:H20:EtOAc:1-PrOH 18:3:6:6 3X -
d)  AcN:H20:EtOAc:1-PrOH:HCOOH 17:3:4:4:1 3x -
e) AcN:H20:EtOAc:1-PrOH 17:3:4:4 2X 0,5M NaH,PO,
f) AcN:H20:EtOAc:1-PrOH 17:3:4:4 3X 0,5M NaH,PO,
0) AcN:H20:EtOAc:1-PrOH 17:3:4:4 3x 0,5M NaH,PO,, pH=3,0
h) AcN:H20:EtOAc:1-PrOH 17:3:4:4 3x 0,5M NaH,PO,, pH=5,0
i) AcN:H20:EtOACc:1-PrOH 17:3:4:4 3X 0,5M NaH,PO,, pH=7,0
i) AcN:H20:EtOAC:1-PrOH 17:3:4:4 3x 0,3M NaH,PO,, pH=5,0

Priprema uzorka:

Kao uzorak koriStena je smjesa standarada ocekivanih monosaharida (ukupno 7): D-(+)-
manoze, D-(+)-galaktoze, D-(+)-ksiloze, D-(+)-arabinoze, L-(+)-ramnoze monohidrata (LGC
Standards; UK), D-(+)-glukoze monohidrata (Fluka; Njemacka) te uronske kiseline (D-(+)-
galakturonske kiseline (Sigma-Aldrich; Njemacka). Uzorak se nanosio 8 mm od donjeg ruba
ploce te u $irini (engl. band width) 1 cm i ekvivalentnoj koncentraciji 1 ili 2 mg/mL (svi Seceri,
osim ramnoze, naneseni su u volumenu 1 uL (koncentracija izvorne otopine standarda 1

mg/mL), dok je ramnoza nanesena u volumenu 2 pL. (koncentracija izvorne otopine standarda
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1 mg/mL)) pomocu poluautomatiziranog uredaja za nanos$enje uzoraka (Linomat 4, Camag;
Svicarska) i mikolitarske igle (25 uL, Hamilton, SAD).

Plo¢a s naneSenim uzorkom razvijana je u vertikalnom polozaju u dvostrukoj kadici za
razvijanje s pregradom, unutarnjih dimenzija koje odgovaraju plo¢i 20 x 10 cm (Twin Trough
Chamber, Camag; Svicarska), koja se prethodno zasiéuje s 20 mL otapala za razvijanje
(mobilne faze) tijekom najmanje 10 min.

Razvijanje kromatograma:

Ploca se razvija do 80 mm od donjeg ruba ploce (prethodno oznaciti olovkom visinu razvijanja
ploce), nakon ¢ega se pazljivo izvadi i ocijedi na papirnom ubrusu te se osusi ravhomjernim i
polaganim prijelazima struje toplog zraka iz suSila za kosu preko ploce (izvoditi u digestoru).
Postupak razvijanja ploc¢e ponavljan je ukupno najmanje 2 puta te najvise 3 puta, Svaki puta u
u prethodno zasi¢enim kadicama. Nakon zavrSenog razvijanja, osusena ploca se derivatizira
uranjanjem u DAP reagens (engl. diphenylamine-aniline-phosphoric acid) koji se priprema kao
2 %-tna (w/v) otopina difenilamina (ACS reagens, min. 99 %, Sigma Aldrich; Njemacka) i
anilina (ACS reagens, min. 99,5 %, Sigma Aldrich; Njemacka) (udjel svakog spoja je 2 %) u
20 %-tnoj (v/v) otopini fosforne kiseline u metanolu. Derivatizacija se izvodi automatiziranim
uredajem za uranjanje ploCe (vrijeme zadrzavanja 2 s), a mokra ploca se potom ocijedi na
papirnom ubrusu te se pazljivo osusi susilom za kosu. Nakon toga, ploca se stavi grijati na
horizontalni grija¢ (TLC Plate Heater, Camag; Njemacka) (donji dio ploce potrebno je dobro
obrisati vodom i etanolom kako se ne bi zalijepio za grija¢u plo¢u) pri 150 °C tijekom 3-5 min
kako bi doslo do reakcije izmedu analita (Secera) i adsorbiranog derivatizacijskog reagensa.

Pritom analiti razvijaju karakteristicno obojenje, odnosno kromatogram postaje vidljiv.

3.2.3.56.3.2 Analiza pri optimalnim uvjetima
Priprema stacionarne faze:

Stacionarna faza je prije analize impregnirana 0,5 M otopinom NaH.PO4 podeSene pH
vrijednosti na 5,0, kako je opisano u prethodnom poglavlju.

Priprema uzoraka:

Uzorci neutraliziranih kiselinskih hidrolizata (priprema uzoraka opisana u poglavlju 3.2.3.5.2)
razrjeduju se metanolom (MeOH) u omjeru 1:1 (v/v) te se filtriraju kroz PVDF mikrofiltere
veli¢ine pora 0,2 um (Macherey-Nagel, Njemacka) u posudice za uzorkovanje (HPLC viale).
Priprema uzoraka u lako hlapivom otapalu potrebna je kako bi se uzorak lakse nanio na plocu,

tj. kako bi tekuca faza laksSe ishlapila pod strujom dusika prilikom nanoSenja uzorka. Priprema
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hidrolizata, kako je opisano u poglavlju 3.2.3.5.2, nije podrazumijevala u konkretnom slucaju
HPTLC metode, dodatak internog standarda, ve¢ je umjesto dodan jednaki volumen vode.
Nanosenje uzoraka na stacionarnu fazu

Nanosenje uzoraka provedeno je automatiziranim uredajem za uzimanje i nanosenje uzoraka -
autosamplera (Automatic TLC Sampler ATS4, Camag; Svicarska), a parametri nano$enja
podeseni su u programu WinCATS (Camag, Svicarska). Uzorci su naneseni u volumenu 10 pL,
8 mm od donjeg ruba te 15 mm od bo¢nog ruba ploc¢e, a Sirina nanosa iznosila je 8 mm
(horizontalni razmak izmedu 2 nanosa automatski se podeSava s obzirom na ukupan broj
uzoraka, dimenziju plo€e 1 Sirinu pojedinog nanosa).

Razvijanje kromatograma:

Mobilnu fazu za razvijanje plo¢e ¢inio je Cetverokomponentni sustav acetonitril:voda:etil
acetat:1-propanol (17:3:4:4 vivivlv, Cisto¢e otapala p.a., osim acetonitrila (HPLC grade)), a
razvijanje je provedeno ukupno 3 puta do 80 mm fronte, u prethodno zasi¢enim kadicama. Ploc¢a
je izmedu svakog razvijanja pazljivo ocijedena i osuSena suSilom za kosu. Derivatizacija
kromatograma provedena je kako je opisano u prethodnom poglavlju.

Dokumentiranje, obrada i izraun rezultata:

Ohladene derivatizirane plo¢e dokumentirane su pomocu VideoStore sustava (Camag;
Svicarska) koji je opremljen Reprostar 3 transiluminatorom te foto kamerom. Digitalne
fotografije snimljene su pri bijelom osvjetljenju te u remisijsko-transmisijskom nacinu rada
transiluminatora, a naknadno su obradene primjenom specijaliziranog programa (WinCATS,
Camag; Svicarska).

Identifikacija je provedena usporedbom retencijskih faktora (Rf) pojedinog analita (Secera) s
retencijskim faktorima odgovarajucih standarada. Retencijski faktor definira se kao omjer
duljine prijedenog puta svakog analita s duljinom fronte otapala do koje se razvija kromatogram
te je definiran za svaki Secer pomocu programa za analizu fotografije. Kvantifikacija pojedinog
SeCera u uzorku provedena je vanjskim standardima koji su na plo¢u naneseni u rastucoj
koncentraciji. Kalibracija je provedena u 7 to¢aka u koncentracijskom rasponu 50 - 350 ug/mL
za galakturonsku kiselinu, galaktozu, manozu, arabinozu, ksilozu, te 100 - 700 pg/mL za
glukozu i 200 - 800 ug/mL za ramnozu. S obzirom na promjenjive uvjete tijekom analize,
kalibracija smjesom standarada provedena je za svaku plocu, tj. svaku analizu. Obradom
digitalne fotografije razvijene plo¢e pomocéu specijaliziranog programa dobiveni su
odgovaraju¢i kromatogrami za svaki uzorak 1 smjesu standarada, kao i povrsine ispod pikova
analita. Na temelju kromatograma standarada konstruirane su bazdarne krivulje za svaki Secer,

koje su koriStene za kvantifikaciju istih u uzorku. Udjeli pojedina¢nih Secera (u anhidro obliku)
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u uzorku izracunati su s obzirom na ukupni volumen hidrolizata i pocetnu masu uzorka
koriStenu za potpunu kiselinsku hidrolizu te koriste¢i polimerizacijske faktore (za prijetvorbu
u anhidro oblik) za pojedini Secer (0,88 za pentoze, 0,90 za heksoze, 0,907 za uronske kiseline
1 0,89 za deoksi Secere).

HPTLC analize provedene su u triplikatu, a rezultati su izrazeni kao maseni udjeli (% s.tv.)
pojedinog Secera (tj. njegova anhidro oblika) u suhoj tvari sekundarne biljne sirovine (pritom
je uzet u obzir gubitak suhe tvari tijekom ekstrakcije 70 %-tnim etanolnom) te prikazani kao

srednje vrijednosti s pripadaju¢om standardnom devijacijom.
3.2.3.5.4 Odredivanje sastava neutralnih sec¢era plinskom kromatografijom (GC-FID)

Postupak je proveden prema adaptiranoj metodi laboratorija Paroi Végétale et Polysaccharides
Pari¢taux 725-LA2-MO-MET-1998-193 Francuskog nacionalnog insituta za istrazivanja u
poljoprivredi (INRA, Centar Angers-Nantes, BIA), koja je pripremljena prema radovima
Blakeney i suradnika (1983) te Englysta i Cummingsa (1988).

Princip metode:

Metoda se temelji na redukciji Secera (aldehidne ili keto skupine u molekuli) do odgovarajuc¢ih
alkohola (alditola) te acetilacijom istih do alditol acetata. Dobiveni derivati pogodni su za
analizu plinskom kormatografijom. Ovom metodom kvalitativno i kvantitativno se odreduju
neutralni Seceri: heksoze - galaktoza, manoza, glukoza; pentoze - arabinoza i ksiloza i deoksi
Seceri - ramnoza i fukoza, uz prisutnost internog standarda myo-inozitola.

Priprema uzoraka:

Uzorci se pripremaju potpunom Kiselinskom hidrolizom (poglavlje 3.2.3.5.2), a kao interni
standard, u ovoj metodi koristi se myo-inozitol (5 mg/mL). Osim uzorka, za analizu se priprema
i smjesa standarada ocekivanih Secera, u koncentraciji 1 mg/mL (svaki) koja sluZi za kalibraciju
metode. Smjesa standarada podvrgava se hidrolit¢kim uvjetima kako je predvideno i za uzorke
(osim predhidrolize, koja se ne provodi na smjesi standarada), §to se ponavlja prilikom svake
pripreme uzoraka (potpune hidrolize). Hidrolizati dobiveni nakon potpune Kiselinske hidrolize
(bistri supernatant) ne neutraliziraju se kalcijevim karbonatom, ve¢ se se koriste kao takvi.
Postupak rada:

Alikvot 0,5 mL Kkiselog hidrolizata neutralizira se dodatkom 0,15 mL 25 %-tne otopine
amonijaka, u epruveti s navojnim ¢epom (12 mL, Pyrex®, Corning, SAD), promijesa se na
vorteksu te se provjeri pH indikatorskim papiri¢em (pH ~ 9). Seceri u uzorcima zatim se
reduciraju dodatkom 0,1 mL svjeze pripremljene otopine natrijeva borohidrida (NaBHsa)

koncentracije 100 mg/mL u 3 M otopini amonijaka, uzorak se promijesa na vorteksu, dobro
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zacepi i stavi grijati pri 40 °C u vodenu kupelj tijekom 1 h. Nakon zavrSene redukcije, epruvete
se stavljaju u ledenu kupelj (smjesa vode i leda) te se u njih dodaju 2 obroka po 50 pL
koncentrirane octene kiseline kako bi se degradirao suviSak NaBHj. Kiselina se pazljivo dodaje
zbog burne i egzotermne reakcije (zato se uzorak istovremeno hladi), a izmedu 2 dodavanja
kiseline, uzorak se dobro promijesa na vorteksu. Izuzme se alikvot 0,15 mL reduciranog uzorka
te se otpipetira u laboratorijsku epruvetu (20 mL). U daljnjem koraku provodi se acetilacija
prethodno nastalih alditola dodatkom 2 mL acetat anhidrida (Sigma Aldrich; Njemacka) te 0,2
mL N-metilimidazola (Sigma Aldrich; Njemacka). Otopina se dobro promijesa na vorteksu te
ostavi tijekom 20 min pri sobnoj temperaturi u digestoru. Reakcija se zaustavlja dodatkom 5
mL vode (snazno homogenizirati na vorteksu). Pro¢is¢avanje i koncentriranje dobivenih alditol
acetata provodi se ekstrakcijom u 1,5 mL diklormetana. Nakon separacije faza, donji organski
sloj izdvoji se (pazljivo se prenese pipetom) u posude za uzorkovanje (GC vials) koje se
hermeticki zatvore.

Analiza alditol acetata provedena je plinskom kromatografijom (Autosystem XL GC, Perkin
Elmer; SAD) s plamen-ionizacijskim detekcijom i GC kolonom (DB225 30 m x 0,32 mm, 0,25
um, SGE Analytical Science, Australia). Temperatura injektora iznosila je 220 °C; injektirano
je 1 uL uzorka u split na¢inu rada (1:50). Analiza je provedena izotermno pri temperaturi 205
°C iuz vodik (H2) kao mobilnu fazu (H2 se doprema iz generatora vodika (Hydrogen Generator
9400, Packard Instrument Company; SAD)), pri protoku 4 mL/min.. Temperatura detektora
iznosila je 220 °C, uz napon od -200 V. Analiza kormatograma omogucena je specijaliziranim
programom TotalChrom (Thermo Fisher, SAD).

Izracun rezultata:

Identifikacija je provodena usporedbom relativnih retencijskih vremena (u odnosu na interni
standard) pikova na kromatogramima uzorka i smjese standarada. Kvantifikacija je provedena
koriStenjem internog standarda, formulom kako je navedeno u izracunu rezultata u poglavlju 0.
GC-FID analiza provedena je u triplikatu, a rezultati su izrazeni kao maseni udjeli (% s.tv.)
pojedinog Secera (tj. njegova anhidro oblika, koriste¢i polimerizacijske faktore: 0,88 za
pentoze, 0,90 za heksoze, 0,907 za oronske kiseline i 0,89 za deoksi Secere) u suhoj tvari
sekundarne biljne sirovine ili analizirane polisaharidne frakcije (prilikom analize hidrolizata
sekundarnih sirovina uzet je u obzir i gubitak suhe tvari u obliku 70 %-tnog etanolnog ekstrakta
prilikom pripreme AIR) te prikazani kao srednje vrijednosti s pripadaju¢om standardnom

devijacijom.
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3.2.3.5.5 Kolorimetrijsko odredivanje udjela uronskih kiselina

Postupak je proveden prema adaptiranoj metodi laboratorija Paroi Végétale et Polysaccharides
Pariétaux 725-LA2-MO-MET-1998-192 Francuskog nacionalnog instituta za istrazivanja u
poljoprivredi  (INRA, Centar Angers-Nantes, BIA) primjenom poluatomatiziranog
kontinuiranog protoénog analizatora (SANPLYS SYSTEM, Skalar Analytical; Nizozemska), a
na temelju rada Blumenkrantz i Asboe-Hansen-a (1973) kasnije nadopunjenog radovima
Ahmed i Labavitch-a (1977) te Thibault-a (1979).

Princip metode:

Metoda se temelji na reakciji izmedu furfurnih derivata Secera, koji nastaju djelovanjem
koncentrirane sumporne kiseline pri povisenoj temperaturi i m-hidroksidifenila (MHDP), pri
¢emu nastaju ruziCasto-crveni kondenzacijski produkti ¢iji Se intenzitet obojenja mjeri
fotometrom. Iako i neutralni Seceri podlijezu reakciji, intenzitet obojenja u reakciji S uronskim
kiselinama daleko je ve¢i i stoga je metoda pogodna za uzorke koji sadrzavaju znacaju koli¢inu
uronskih kiselina u svom sastavu. Za analizu manuronske kiseline u reakcijsku smjesu je
potrebno dodati i natrijev tetraborat, a navedena sol takoder intenzivira obojenje koje potjece
od glukuronske kiseline (Filisetti-Cozzi i Carpita, 1991).

Priprema uzoraka:

Za netopljive uzorke potrebno je prethodno provesti potpunu kiselinsku hidrolizu, a kao uzorak
za analizu uronskih Kiselina koristi se kiseli hidrolizat bez prethodne neutralizacije. Topljivi
uzorci vazu se (5 - 10 mg) u odmjerne tikvice od 10 mL te se otope u 2 mL vode. Uzorcima se
dodaje 2 mL 0,1 M otopine natrijeva hidroksida (NaOH) u svrhu saponifikacije. Saponifikacija
se nakon 30 min (pri sobnoj temperaturi) zaustavlja neutralizacijom uzorka dodavanjem
ekvimolarne koli¢ine klorovodi¢ne kiseline (HCI, takoder 2 mL), a uzorci se zatim dopunjavaju
do oznake. Saponifikacija uzoraka provodi se kako bi se uklonile prvenstveno metilne skupine
s molekule polisaharida, budu¢i da metil-uronska kiselina i uronska kiselina daju drugaciji
intenzitet obojenja, a hidroliti¢ki uvjeti koji se uspostavljaju tijekom analize nisu dovoljni kako
bi hidrolizirali vezu metil-uronska kiselina in situ pa je isto potrebno prethodno osigurati.
Buduéi da sustav moze analizirati samo tekuée uzorke, netopljivi uzorci se prethodno
hidroliziraju (v. poglavlje 3.2.3.5.2) prilikom ¢ega se hidroliziraju i metilne skupine
poliuronidnih molekula te stoga nije potrebna saponifikacija hidrolizata.

Postupak rada:

MHDP (85 %, Sigma Aldrich; Njemacka) reagens priprema se (u odgovaraju¢em volumenu,

najmanje 100 mL) u koncentraciji 400 mg/L u 1/8 M otopini natrijeva hidroksida, u tamnoj
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boci (ili se obi¢no staklo oblozi aluminijskom folijom) i ¢uva u hladnjaku do upotrebe. Otopina
natrijeva tetraborata (ACS reagens, min 99,5%, Sigma Aldrich; Njemacka) priprema se u
koncentriranoj sumpornoj kiselini najmanje 12 h prije analize kako bi se sva sol tetraborata
otopila (11,9 g Na2B4O7 x 10 H.O otopi se u 2,5 L of H2SOs).

Poluautomatizirani kontinuirani proto¢ni analizator pripremi se za rad; namjeste se cjevcice za
dovod otapala na peristalticku pumpu, a na usisnoj strani se urone u odgovarajuci reagens
(MHDP i otopina tetraborata u H.SOs, u svaki reagens zasebno), ukljuce se grijaci, cirkulacija
hladne vode kroz hladilo te fotometar i pisa¢. Priceka se 20-ak minuta kako bi se sustav ustalio,
tj. postigla bazna linija na pisacu. U specijalne bunari¢e za uzorke postave se prvo otopine
standarada (glukuronske i galakturonske kisline) za kalibraciju sustava, a zatim i uzorci. 1za
serije kalibracijskih standarada te serije paralelnih uzoraka postavlja se bunari¢ s vodom koji
sluzi da se uzorci odvoje baznom linijom. Automatizirana igla uzima uzorak iz bunari¢a i nanosi
ga u uredaj, gdje se mijesa s reagensima prilikom kontinuiranog protoka kroz sustav. Reakcijska
smjesa se zatim zagrijava, a uslijed hidroliti¢kog djelovanja poviSene temperature i sumporne
kiseline, dolazi do cijepanja molekula topljivih polisaharida te daljnje konverzije do furfurnih
produkata koji reagiraju s m-hidroksidifenilom dajuci ruzicasto-crveno obojenje. Reakcijska
smjesa se hladi prolaskom kroz sustav hladila te ulazi u proto¢nu ¢eliju fotometra (520 nm) koji
zatim prenosi signal do pisaca te se iscrtava linija u obliku pika.

Nakon analize uzoraka otopinom tetraborata i MHDP reagensom, postupak se ponavlja kako je
opisano, ali se reakcija, umjesto otopinom tetraborata i MHDP-om, provodi koncentriranom
kiselinom i MHDP-om. Pritom se sustav ne zaustavlja, ve¢ se samo zamijeni reagens na usisnoj
strani te se priceka dok se sustav ne ustali pri novim uvjetima. Takoder je potrebno sustav
ponovno kalibrirati standardom galakturonske kiseline, nakon ¢ega slijedi analiza uzoraka.
KoriStenjem tetraborata postize se specifi¢nost reakcije s obzirom na vrstu uronske Kiseline
buduci da tetraborat intenzivira obojenje za glukuronsku kiselinu, dok u reakciji bez tetraborata
obojenje uglavnom dolazi od galakturonske kiseline (ako su u uzorku prisutna oba spoja).
Reakcijom s tetraboratom odreduju se ukupne uronske Kiseline, bez tetraborata galakturonska
kiselina, a glukuronska kiselina se odreduje iz razlike odziva za navedene reakcije.

Izracun rezultata:

Odziv sustava u ovoj metodi predstavlja visina (mm) iscrtanih pikova, kao rezultat mjerenog
intenziteta obojenja prilikom prolaska reakcijske smjese kroz ¢eliju fotometra. Visina svakog
pika od bazne linije mjeri se ravnalom. Koreliranjem visine pikova standarada s pripadaju¢im
koncentracijama konstruiraju se bazdarni pravci. Koncentracijski raspon za oba standarda

iznosio je 10 - 100 pg/mL u 6 tocaka. Prvo se, iz rezultata visine pika u uzorku i bazdarnog
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pravca za galakturonsku kiselinu iz reakcije s teraboratom, izracuna koncentracija ukupnih
uronskih kiselina na ekvivalent galakturonske kiseline. Zatim se isto ponovi za reakciju sa
sumpornom kiselinom za isti uzorak i taj se podatak koristi za izracun udjela galakturonske
kiseline u uzorku. Budu¢i da se iz reakcije sa sumpornom kiselinom dobiva relevantan podatak
0 koncentraciji galakturonske kiseline, taj podatak se koristi da bi se izra¢unala ekvivalentna
visina koja bi se dobila u reakciji s tetraboratom kada bi uzorak sadrzavao samo galakturonsku
kiselinu. 1z razlike stvarne visine iz reakcije s tetraboratom (odziv s obzirom na ukupne uronske
kiseline u uzorku) te izracunate ekvivlentne visine galakturonske kiseline za istu reakciju,
izratuna se visina pika koja potjeCe od glukuronske kiseline. Dobivena visina se preko
bazdarnog pravca za glukuronsku kiselinu u reakciji s tetraboratom preraCunava na
koncentraciju glukuronske kiseline u uzorku, odnosno masenog udjela u poc¢etnoj masi uzorka
ako se uzme u obzir volumen hidrolizata (za netopljive uozrke) ili otopljenog uzorka
(saponificiranog, za topljive uzorke) te po¢etna masa uzorka za hidrolizu (netopljivi uzorci) ili
saponifikaciju (topljivi uzorci).

U slucaju da uzorak osim uronskih kiselina sadrzi 1 visok udjel neutralnih Secera, potrebno je
napraviti korekciju za neutralne Secere - propustiti standard glukoze, kao predstavnika heksoza,
te arabinoze ili ksiloze, kao predstavnika pentoza, pri ¢emu se raspon koncentracija definira s
obzirom na poznatu koncentraciju neutralnih Se¢era u uzorku hidrolizata (GC analiza). 1z
bazdarnog pravca za neutralne Secere te poznate koncetracije istih u uzorku izracuna se
ekvivalentna visina koja bi se dobila kada bi uzorak sadrzavao samo neutralne Secere. Uz
pretpostavku da je ukupna visina pika uzorka rezultat reakcije svih monosaharida u uzorku,
oduzimanjem ekvivalentne visine za neutralne Secere od ukupne visine, rezultat se korigira s
obzirom na utjecaj neutralnih Secera.

Kolorimetrijska analiza uronskih kiselina MHDP metodom provedena je u triplikatu, a rezultati
su izrazeni kao maseni udjeli (% s.tv.) galakturonske ili glukuronske kiseline, odnosno ukupnih
uronskih kiselina (tj. njihova anhidro oblika, koriste¢i polimerizacijski faktor 0,907) u suhoj
tvari sekundarne biljne sirovine ili analizirane polisaharidne frakcije (pritom je, u slucaju
analize hidrolizata sekundarnih sirovina, uzet u obzir gubitak suhe tvari u obliku 70 %-tnog
etanolnog ekstrakta prilikom pripreme AIR) te prikazani kao srednje vrijednosti s pripadaju¢om

standardnom devijacijom.
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3.2.3.5.6 Odredivanje monomernog sastava tekucinskom kromatografijom visoke
ucinkovitosti (HPLC-PDA)

3.2.3.5.6.1 Derivatizacija monosaharida 3-metil-1-fenil-2-pirazolin-5-onom (PMP
reagens)

Derivatizacija monosaharida dobivenih potpunom kiselinskom hidrolizom, kao i standarada,
provedena je prema postupku Sun-a i suradnika (2014), uz manje modifikacije. Za analizu se
koriste neutralizirani kiselinski hidrolizati (v. poglavlje 3.2.3.5.2).

Opis postupka:

U Eppendorf epruvete od 2 mL pipetira se 50 pL uzorka neutraliziranog hidrolizata (ili otopine
standarada poznate koncentracije), zatim se doda 50 puL 0,6 M otopine natrijeva hidroksida
(NaOH) te se reakcijska smjesa dobro izmijesa na vorteksu. Odmah zatim doda se 100 uL. PMP
reagensa (M70800 Sigma-Aldrich, Njemacka) (0,5 M metanolna otopina), smjesa se ponovno
promijesa na vorteksu, a epruveta se uroni u vodenu kupelj (TKS-1, termomedicinski aparati
,Bodalec*, Hrvatska) zagrijanu pri 70 + 2 °C (epruvete je potrebno dobro zacepiti, a Cepove po
potrebi dodatno osigurati). Derivatizacija se provodi tijekom 60 minuta pri navedenoj
temperaturi, Uz ponovno mijesanje na vorteksu nakon 20. i 40. minute. Po zavrSetku reakcije,
epruvete s uzorcima hlade se u hladnoj vodenoj kupelji, a reakcijska smjesa neutralizira se
dodatkom 120 pL 0,3 M otopine klorovodi¢ne kiseline (HCI) i dobro se promijesa na vorteksu.
Smjesa se nadopuni demineraliziranom vodom do ukupnog volumena od 1 mL (dodati 680 uL
demineralizirane vode) te se provjeri pH dobivene otopine (pH 4-6). Suvisak PMP reagensa
uklanja se uzastopnim ekstrakcijama s kloroformom, koji se dodaje u omjeru 1:1 (v:v). Ukupno
se izvode 3 ckstrakcije, a svaka uz intenzivno mijeSanje na vorteksu tijekom najmanje 30
sekundi te potom kratko centrifugiranje pomocu stolne mini centrifuge kako bi se uspjesnije
razdvojili vodeni i organski sloj. Pomoc¢u automatske pipete pazljivo se izdvaja gornji vodeni
sloj u kojem se nalaze PMP derivati monosaharida, koji se prenosi u novu epruvetu te se
postupak ponavlja do maksimalnog iscrpljenja suvisnog PMP reagensa (ukupno 3 puta). Gornji
vodeni sloj nakon trostruke ekstrakcije kloroformom koristi se za analizu monomenog sastava

primjenom tekucinske kromatografije visoke djelotvornosti.

3.2.3.5.6.2 Optimizacija metode
S obzirom na prirodu analita (PMP derivata Secera), koji su ioniziraju¢e molekule uslijed keto-
enolne tautomerizacije uvjetovane promjenom pH vrijednosti, optimizacija HPLC metode

najviSe je bila usmjerena na sastav mobilne faze.
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Koristen je komatografski sustav Agilent 1200 Series s kolonom Zorbax Extend C18 (4,6 x 250
mm; 5um) (Agilent Technologies, SAD) i dvokomponentnom mobilnom fazom (komponenta
A - 20 mM natrij-fosfatni pufer (razli¢itih pH vrijednosti), komponenta B - acetonitril (AcN)).
Prva faza optimizacije HPLC metode osmisljena je s obzirom na promjenu 3 pH vrijednosti
vodene komponente mobilne faze (fosfatni pufer) te 4 razli¢ita udjela organskog dijela mobilne
faze (acetonitrila). Kombinacijom navedenih promjenjivih parametara mobilne faze kreirane su
zasebne izokratne metode prema kojima je analizirana derivatizirana smjesa 10 monosaharida
iste koncentracije (250 pg/mL), saCinjena od 8 neturalnih Seéera (D-(+)-manoza, D-(+)-
galaktoza, D-(+)-ksiloza, D-(+)-arabinoza, L-(+)-ramnoza monohidrat (LGC Standards; UK),
D-(+)-glukoza monohidrat (Fluka; Njemacka), D-(-)-riboza (Sigma-Aldrich; Njemacka) i L-(-)-
fukoza (Acros Organics™, Thermo Fisher; SAD) te 2 uronske Kiseline (D-glukuronska i D-(+)-
galakturonska kiselina (Sigma-Aldrich; Njemacka). Tablica 20 i Tablica 21. prikazuju
varijacije u sastavu mobilne faze te parametre definiranih izokratnih metoda.

Tablica 20. Prikaz kombinacija sastava mobilne faze prilikom optimizacije HPLC-PDA
metode za analizu monomernog sastava polisaharida.

pH vrijednost vodene komponente mobilne faze
(natrij-fosfatni pufer)

7,0 75 8,0

5 15 pH7,0_AcNI5 pH7,5_AcN15 pH8,0_AcN15
?% 16 pH7,0_AcN16 pH7,5_AcN16 pH8,0_AcN16
§ ‘%’ 17 pH7,0_AcN17 pH7,5_AcN17 pH8,0_AcN17
=< 18 pH7,0_AcN18 pH7,5_AcN18 pH8,0_AcN18

Svrha izokratnih analiza bila je uo¢iti utjecaj pH vrijednosti mobilne faze te udjela organske
faze na razlucivost pikova na kromatogramu, Sto ¢e posluziti kao temelj za daljnju optimizaciju.
Nakon definiranja najboljeg kromatograma dobivenog izokratnom metodom, ista metoda je
modificirana promjenom nacina eluacije u gradijentno kako bi se osigurala Zeljena razlu¢ivost

kromatograma.
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Tablica 21. Parametri definiranih izokratnih metoda.

Promjenjivi parametri
Mobilna faza  Tablica 20

Stalni parametri
Stacionarna faza  Zorbax Extend C18, 4,6 x 250, 5 um
Eluacija  izokratno
Protok 1 mL/min
Temperatura kolone 30 °C
Detekcija  PDA, 245 nm
Volumen injektiranja 10 pL

Temperatura autosamplera  5°C
Trajanje metode 50 min

3.2.3.5.6.3 Analiza pri optimalnim uvjetima
HPLC analiza PMP derivata monosaharida provedena je prema metodi razvijenoj u
Laboratoriju za tehnologiju ugljikohidrata i konditorskih proizvoda Prehrambeno-
biotehnoloSkog fakulteta Sveucilista u Zagrebu.

Priprema uzoraka:

Derivatizirani uzorci se prije HPLC analize profiltriraju kroz mikrofiltere od regenerirane
celuloze veli¢ine pora 0,2 um (Phenomenex; SAD). Osim uzoraka hidrolizata, derivatizira se i
uzorak smjese standarada ocekivanih monosaharida, u kojoj se takoder nalazi interni standard
(svaki analit u koncentraciji 250 pg/mL).

Opis postupka:

Analiza se provodi na C18 koloni Zorbax Extend 4,6 x 250 mm, 5 um (Agilent Technologies,
SAD) dvokomponentnom mobilnom fazom: A - 100 mM natrij-fosfatni pufer pH 8,0; B -
acetonitril (AcN), uz gradijentnu eluaciju kako slijedi: 0. min - 12 % B; 35. min 17 % B; 36.
min - 20 % B; 45. min - 20 % B; 46. min - 12 % B; 65. min - 12 % B, pri protoku 1 mL/min,
temperaturu kolone 25 °C te snimanje efluenta u UV podrucju, pri 245 nm. Dobiveni
kromatogrami obradeni su pomoc¢u programa ChemStation (Agilent Technologies, SAD).

Izracun rezultata:

Identifikacija PMP-derivata provodi se usporedbom retencijskih vremena pikova u uzorku s
pikovima na kromatogramu smjese standarada. Kvantifikacija identificiranih pikova provodi se

pomocu internog standarda, formulom kako je navedeno u izracunu rezultata u poglavlju 0. Kao
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interni standard koristena je riboza ¢ija koncentracija u svakom uzoraku je iznosila 400 pg/mL
(interni standard dodaje se prilikom potpune kiselinske hidrolize, v. poglavlje 3.2.3.5.2).

HPLC-PDA analiza PMP-derivata provedena je u triplikatu, a rezultati su izraZzeni kao maseni
udjeli (% s.tv.) pojedinog Secera (tj. njegova anhidro oblika koriste¢i polimerizacijske faktore:
0,88 za pentoze, 0,90 za heksoze, 0,907 za oronske kiseline 1 0,89 za deoksi Se¢ere) u suhoj
tvari sekundarne biljne sirovine (pritom je uzet je u obzir gubitak suhe tvari u obliku 70 %-tnog
etanolnog ekstrakta prilikom pripreme AIR) ili analizirane polisaharidne frakcije, te prikazani

kao srednje vrijednosti s pripadaju¢om standardnom devijacijom.

3.2.3.5.6.4 Validacija metode
Validacija HPLC metode moZe se definirati kao postupak prikupljanja dokumentiranih dokaza
da je valjanost 1 izvodljivost razvijene metode unutar granica njezine namjene, tj. da ¢e metoda
pokazivati relevantne rezultate prilikom svake primjene (Jimidar i sur., 2007). Najces¢i
validacijski parametri, odnosno izvedbene karakteristke metode koje se odreduju su: to¢nost,
preciznost (ponovljivost 1 intermedijarna preciznost), specificnost, limit detekcije, limit
kvantifikacije, linearnost, raspon i robusnost (Shabir, 2003). Validacija razvijene HPLC-PDA
metode za odredivanje PMP-derivata neutralnih Secera i uronskih kiselina provedena je prema
radovima Dai 1 suradnika (2010) i Lv 1 suradnika (2009) s obzirom na sljede¢e validacijske
parametre: linearnost, limit detekcije, limit kvantifikacije, preciznost (ponovljivost i
intermedijarna preciznost) 1 tocnost.
Linearnost metode
Linearnost metode potvrdena je uspostavljanjem ovisnosti izmedu omjera povrSine pika
odgovaraju¢eg monosaharida (x) s povrSinom pika internog standarda (1S) (Ax/Ais) i omjera
odgovaraju¢e koncentracije monosaharida s koncentracijom internog standarda u uzorku
(cx/cis), za dobivene rezultate analize smjese standarada i internog standarda. S obzirom da je
primjena internog standarda u ovom postupku nuzna kako bi se kompenzirali evenutalni
kvantitativni gubici tijekom derivatizacije, linearnost za definirano koncentracijsko podrucje
odredena je upravo s obzirom na koncentraciju internog standarda kako ¢e se koristiti prilikom
analize uzoraka.
Analiza je provedena prema parametrima metode kako je definirano u prethodnom poglavlju,
a smjesa standarada sadrzavala je 8 neutralnih Secera (glukoza, manoza, galaktoza, ksiloza,
arabinoza, ramnoza, fukoza, riboza), od kojih je riboza sluzila kao interni standad, te 2 uronske
kiseline (glukuronska i galakturonska kiselina). Raspon koncentracija svakog monosaharida

iznosio je 10-400 pg/mL, u 10 tocaka, dok je koncentracija internog standarda u svakom uzorku
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(svaka mjerna tocka) bila stalna i iznosila je 400 pug/mL. Dobiveni podaci obradeni su
programom Excel, Microsoft Office 2013 paketa, te su odredene jednadZbe krivulja lineranosti
(nagib pravca i odsje¢ak na osi y) te koeficijenti determinacije (R?). Odredivanje linearnost
metode provedeno je u triplikatu.

Limit detekcije (LOD) i kvantifikacije (LOQ)

Limit detekcije moze se definirati kao najmanja koli¢ina analita u uzorku koja se moze
detektirati, ali ne nuzno 1 kvantificirati kao to¢na vrijednost (ICH, 2005); odnosno, to je
najmanja vrijednost koncentracije ¢iji odziv se jasno moze razlikovati od Suma. Limit
kvantifikacije definira se kao najmanja koli¢ina (koncentracija) analita koja se moze odrediti s
odgovaraju¢om preciznosti 1 to¢nosti.

Za odredivanje LOD 1 LOQ koriStena je metoda odredivanja standardne devijacije odsjecka na

osi y, pri ¢emu su koristeni izrazi:

LOD = 3,3 2
= * —
SR

LO 10 0
= * —
¢ S

Gdje su:

o - standardna devijacija odziva (standardna devijacija odsjecka na osi y ili rezidualna
standardna devijacija regresijske linije),
S - nagib kalibracijskog pravca.

Odredivanje LOD i LOQ provedeno je u 7 to¢aka, u triplikatu, a koncentracijski raspon iznosio
je 2,5 - 100 pg/mL. Uzorci standarada analizirani su prema HPLC-PDA metodi pri optimalnim
uvjetima, a podaci povrSina pikova za svaku koncentracijsku tocku, te odgovaraju¢ih
koncentracija, obradeni su u programu programu Excel, Microsoft Office 2013 paketa, pomoc¢u
funkcije LINEST. Dobivene vrijednosti standardne devijacije odsje¢ka na osi y uvrSene su u
odgovarajuce izraze za izracun LOD 1 LOQ. Dobivene vrijednosti LOQ potvrdene su dodatnom
HPLC-PDA analizom.
Preciznost
Preciznost se moze definirati kao bliskost slaganja mjerenih rezultata, pri ¢emu se uzastopno
mijeri isti homogeni uzorak pri definiranim uvjetima. U tom smislu, da bi se metoda mogla
karakterizirati kao precizna, mjereni rezultati moraju imati minimalno rasprSenje od srednje
vrijednosti. Preciznost metode moZe se razmatrati kroz tri aspekta:

1) ponovljivost - podrazumijeva preciznost pri istim operativnim uvjetima kroz kraci

vremenski interval. Ponovljivost se Cesto naziva i untardnevna preciznost (engl.

intraday precision),
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2) intermedijarna preciznost - podrazumijeva unutarlaboratorijske varijacije kao S§to su
razli¢iti instrumeti, razliciti analitiCari ili preciznost mjerena kroz vise dana i sl. (engl.
interday precision),

3) reproducibilnost - podrazumijeva interlaboratorijsku preciznost.

U ovome radu odredena je ponovljivost metode uzastopnim analizama PMP derivata smjese 10
standarada koncentracije 250 ug/mL (svakog standarda) medu kojima se nalazio i interni
standard (riboza, u istoj koncentraciji). Tablica 22 prikazuje plan odredivanja preciznosti
metode.

Tablica 22. Prikaz plana eksperimenata za odredivanje preciznosti metode.

DAN 1 DAN 2 DAN 3
1 1 1 o
- 2 2 2 2 T3
x 5 5 e
é = 3 3 3 @ N
© 4 4 4 § s
5 5 5 =
ponovljivost, ponovljivost, ponovljivost,
n=5 n=5 n=5
1 1 1 o
~ L 2 2 2 =R
< c =2
= [<5] o] —
= = 3 3 3 @ N
+— -2 E 8 [
» g 4 4 4 35
5 5 5 =
ponovljivost, ponovljivost, ponovljivost,
n=>5 n=5 n=5
1 1 1 @
™ GEJ‘ 2 2 2 §§ o
£ g 3 3 3 R
= v— =
® E 4 4 4 5 £
5 5 5 =
ponovljivost, ponovljivost, ponovljivost,
n=>5 n=5 n=5
Lo
(4]
ponovljivnost,  ponovljivnost,  ponovljivnost, S5
n=15 n=15 n=15 g e
55
e
= a

Za odredivanje ponovljivosti metode, analiza iste smjese standarada provedena je 5 puta u
jednom danu (n = 5), a dobiveni rezultati retencijskog vremena (engl. retention time - RT) i

povrsine pikova pojedinih monosaharida (engl. area - A) obradeni su u programu Excel,
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Microsoft Office 2013 paketa, te prikazani kao vrijednost % RSD (engl. relative standard

deviation), koja se izra¢una primjenom izraza:

SD
%RSD =

avg F 100

Gdje su:

SD - standardna devijacija n mjerenja,
AVG - srednja vrijednost n mjerenja.

Takoder je odredena i intermerijarna preciznost uzastopnim analizama istog uzorka tijekom 3
dana (uz 5 uzastopnih mjerenja u danu, n=15), odnosno pracenjem retencijskog vremena i
povrSine pikova te raCunanjem % RSD. Za odredivanje intermedijarne preciznosti, promjena
analitickih uvjeta ukljucivala je rad viSe analiti€ara, odnosno pripremu svjeze mobilne faze
(kriti¢na tocka analize) svaki dan analize prema prethodno definiranom postupku.
S obzirom da HPLC analizi prethodi derivatizacija uzorka, ponovljivost i intermedijarna
preciznost odredena je i za paralelno pripremljene uzorke smjese standarada (u triplikatu), tj.
za sam postupak derivatizacije.
S obzirom na primjenu internog standarda u ovoj metodi, relativne standardne devijacije (%
RSD) izraCunate su za apsolutne vrijednosti retencijskog vremena i povrSine te relativne
vrijednosti retencijskog vremena i povrsine, u odnosu na interni standard, za svaki analit.
Tocnost
Tocnost se moze definirati kao bliskost slaganja neke konvencionalno to¢ne vrijednosti ili
prihvacene referentne vrijednosti i izmjerene vrijednosti, odnosno kao stupanj podudarnosti
rezultata dobivenih primjenom metode i oCekivanih toc¢nih rezultata (ICH, 2005). Tocnost
metode moZe se odrediti na viSe nacina:

1) usporedbom rezultata dobivenih nekom metodom s rezultatima dobivenima primjenom

etablirane referentne metode,
2) analizom uzoraka poznate koncetracije te usporedbom dobivenih rezultata s to¢nim
ocekivanim rezultatima, pri ¢emu je uzorak poznate koncentracije:
a) kontorolni ili certificirani referentni uzorak
b) poznati uzorak u kojeg je dodana odredena poznata koli¢ina analita.

U ovome radu to¢nost metode odredena je dodavanjem poznate koli¢ine analita (monosaharida)
u poznati uzorak alkoholno netopljivog ostatka ljuske kakaovog zrna (CBH). Uzorak ljuske
kakaovog zrna izabran je kao referentni uzorak jer sadrzi sve monosaharide od interesa. Uzorak
alkoholno-netopljivog ostatka pripremljen je ekstrakcijskim postupkom kako je opisano u

poglavlju 3.2.2.1.2. Suhi uzorak alkoholno netoplivog ostatka podvrgnut je hidrolizi
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sumpornom Kiselinom pri poviSenoj temperaturi (uz prethodnu predhidrolizu), kako je opisano
u poglavlju 3.2.3.5.2, a prije hidrolize u uzorak je dodan interni standard riboza (400 ug/mL u
uzorku). U pripremljeni uzorak (neutralizirani hidrolizat) dodane su poznate koli¢ine svih
monosaharida (za ¢ije odredivanje je optimirana HPLC metoda) u tri razli¢ite koncentracije
(konacne koncentracije u uzorku):

1) 25 ug/mL - manoza, ramnoza, glukuronska kiselina, ksiloza, galaktoza, arabinoza i
fukoza te 100 pg/mL - glukoza i galakturonska kiselina (najzastupljeniji Seceri u
hidrolizatu CBH)

2) 50 ug/mL - manoza, ramnoza, glukuronska kiselina, ksiloza, galaktoza, arabinoza i
fukoza te 200 pg/mL - glukoza 1 galakturonska kiselina (najzastupljeniji Seceri u
hidrolizatu CBH)

3) 75 ng/mL - manoza, ramnoza, glukuronska kiselina, ksiloza, galaktoza, arabinoza i
fukoza te 300 ug/mL - glukoza i galakturonska kiselina (najzastupljeniji Seceri u
hidrolizatu CBH).

Novi (s dodanim monosaharidima) uzorci te izvorni uzorak derivatizirani su u triplikatu, a
dobiveni derivati analizirani su razvijenom HPLC-PDA metodom. Rezultati su obradeni
programom Excel, Microsoft Office 2013 paketa, a tocnost metode izraCunata je usporedbom
odredenih vrijednosti koncentracije monosaharida u analiziranim novim uzorcima (koji sadrze
dodane standarde monosaharida) s o¢ekivanom, teorijski uve¢anom vrijednosti koncentracije
monosaharida u istima. Rezultati to¢nosti metode izrazeni su kao postotak od ocekivane to¢ne

vrijednosti, s pripadaju¢om vrijednosti relativne standardne devijacije (% RSD).
3.2.3.6 Karakterizacija neugljikohidratnog dijela strukturnih polisaharida
3.2.3.6.1 Odredivanje stupnja metilacije i acetilacije

Odredivanje stupnja metilacije i acetilacije primjenom tekucinske kromatografije visoke
uc¢inkovitosti uz refrakcijsku detekciju (HPLC-RID) provedeno je prema metodi laboratorija
Paroi Végétale et Polysaccharides Parié¢taux 725-LA2-MO-MET-2004-288 Francuskog
nacionalnog instituta za istraZivanja u poljoprivredi (INRA, Centar Angers-Nantes, BIA),
adaptiranoj prema radu Levigne i suradnika (2002b).

Princip metode:

Saponifikacijom uzoraka u luznatom mediju dolazi do oslobadanja esterski vezanih metilnih i
acetilnih skupina koje se odreduju primjenom tekucinske kromatografije visoke u¢inkovitosti s

refrakcijskom detekcijom (HPLC-RID) uz interni standard izopropanol.
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Postupak rada:
Odvaze se 5,0 = 0,5 mg uzorka u Eppendorf epruvetu od 2 mL te se doda 0,5 mL otopine

bakrova sulfata pentahidrata (CuSO4 x 5H.0) koncentracije 1 mg/mL, u koju je dodan
izopropanol u koncentraciji 0,7 mg/mL, a zatim i 0,5 mL otopine natrijeva hidroksida (NaOH)
koncentracije 1 M. Epruvete se zacepe, dobro promijesaju na vorteksu i drze pri4 °C (u hladnoj
komori) tijekom 1 h (uz intenzivno mijesanje na vorteksu svakih 10 min). Saponificirani uzorci
zatim se propuste kroz kationski izmjenjiva¢ u H* formi (Alltech®Maxi Clean™ I1C-H kolone,
0,5 mL (Grace Davison Discovery Sciences, SAD) preko Sprice (prethodno se izmjenjivaé
ispire s 10 mL deionizirane vode te se posusi istiskivanjem suvis$ne vode) te se filtrat skuplja u
posudice za uzorkovanje (HPLC vials). Svrha filtriranja kroz IC-H kolone je uklanjanje suviska
bakrovih iona te precipitiranog pektina. Zbog visoke hlapivosti metanola, octene kiseline i
izopropanola, cijeli postupak protrebno je provoditi pri niskoj temperaturi (u hladnoj komori,
pri 4 °C).

Osim uzoraka, na jednak nacin priprema se i otopina standarada; u Eppendorf epruvetu od 2
mL otpipetira se 0,25 mL vodene otopine standarda metanola (MeOH) koncentracije 0,8
mg/mL te 0,25 mL vodene otopine standarda octene kiseline (AcA) koncentracije 0,8 mg/mL,
a zatim i 0,5 mL vodene otopine CuSO4 x 5H20 koncentracije 1 mg/mL, u kojoj se nalazi interni
standard, izopropanol, u koncentraciji 0,7 mg/mL (koncentracija standarada metanola i octene
kiseline iznosi 0,2 mg/mL, dok koncentracija izopropanola (internog standarda) iznosi 0,35
mg/mL i istovjetna je koncentraciji izopropanola u uzorcima). Saponifikacija, kao i za uzorke,
traje 1 h uz mijeSanje na vorteksu svakih 10 min, nakon ¢ega se uzorak standarda filtrira kroz
IC-H kolonu.

Uzorci i standardi analiziraju se HPLC uredajem opremljenim autosamplerom (Waters 717 plus
autosampler, Waters; SAD), pumpom (Waters 590, Waters; SAD), termostatom kolone,
kolonom LiChrospher® 100 RP-18¢ (5 um) LiChroCART® 250-4 (Merckmilipore, SAD) i
refrakcijskim (engl. refraction index - RI) detektorom (Waters 2414, Waters; SAD). Eluacija se
provodi izokratno 4 mM otopinom H20Ss pri 1 mL/min, uz temperaturu kolone 15 °C i
volumen injektiranih uzoraka 20 pL. Vrijeme analize je 25 min. Upravljanje uredajem i obrada
kromatograma omoguceni su programom Chromeleon™ v. 6.8 Chromatography Data System
(Thermo Fisher, SAD).

Izracun rezultata:

Identifikacija pikova metanola i octene kiseline u uzorcima provedi se usporedbom retencijskih
vremena s kromatogramom smjese standarada. Kvantifikacija identificiranih pikova provodi se

internim standardom, prema formuli kako je navedeno u poglavlju 0.
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Stupanj metilacije (DM) /ili acetilacije (DA) pektina izraCuna se kao molarni omjer metanola,
odnosno octene kiseline u uzorku i poligalakturonata, prema izrazima:
MGaluA = Msample * %Gaiva

Mpyreon . Mgaiva .

%DM = 100

Muyeon Meawa

Myca Meava
* *

%DA = 100

Maca Mgava

uz: Mwmeon = 32 g/mol; Maca = 60 g/mol; Mgaiua = 176 g/mol.
Pritom je potrebno prethodno odrediti udjel GalUA.
Odredivanje stupnja metilacije i acetilacije provedeno je u triplikatu, a rezultati su izraZeni kao
stupanj metilacije (DM) i stupanj acetilacije (DA) ili kao maseni udjeli metila ili acetila u suhoj
tvari odgovarajuceg uzorka te prikazani kao srednje vrijednosti s pripadaju¢om standardnom
devijacijom.

3.2.3.6.2 Odredivanje vezanih fenolnih kiselina

Vezane fenolne kiseline odredene su prema metodi 1268-MO-MET-2015 laboratorija Paroi
Végétale et Polysaccharides Parié¢taux Francuskog nacionalnog instituta za istrazivanja u
poljoprivredi (INRA, Centar Angers-Nantes, BIA), adaptiranoj prema radu Waldron i suradnika
(1996).

Princip metode:

Deesterifikacija (saponifikacija) vezanih fenolnih Kkiselina u luznatom mediju nakon ¢ega se
iste proc¢iS¢avaju i ekstrahiraju organskim otapalom te analiziraju primjenom HPLC-UV
metode. Preduvijet odredivanja vezanih fenolnih kiselina je prethodna ekstrakcija materijala s
obzirom na slobodne fenolne kiseline (priprema AIR uzorka, v. poglavlje 3.2.3.5.1).

Postupak rada:

Odvaze se 20,0 + 1,0 mg suhog uzorka (za pretpostavljen udjel vezanih fenolnih kiselina 1-5
%) u prozirne laboratorijske epruvete s navojnim ¢epom (12 mL, Pyrex®, Corning, SAD) te se
doda 2 mL 2 M otopine natrijeva hidroksida (NaOH). Epruvete se stave u vodenu kupelj
zagrijanu pri 35 °C, epruvete se od¢epe, a na vrh se postavi nastavak za dovod dusika (lagana
struja plina, u digestoru) kako bi se stvorila inertna atmosfera na povrSini. Epruvete se zastite
od svjetla aluminijskom folijom. Deesterifikacija traje 30 min, nakon ¢ega se dodaje 0,2 mL
internog standarda (otopina 3,4,5-trihidroksi-trans-cinaminske Kkiseline (TMCA, 96 %,
American Custom Chemicals Corporation; SAD) u 0,2 M NaOH (koncentracija TMCA 0,5
mg/mL), smjesa se dobro promijesa na vorteksu, a epruvete se zatim centrifugiraju (5804 R,

Eppendorf; Njemacka; 3000 x g pri 20 °C) kako bi se odvojio netopljivi materijal te se za daljnji
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postupak izuzima alikvot 1 mL supernatanta. Supernatant se zakiseli dodatkom 1 mL 2 M
otopine klorovodi¢ne kiseline (HCI), nakon ¢ega se provjerava pH otopine (indikatorskim
trakicama u podrucju 0-7 (Macherey-Nagel; Njemacka)) koji treba biti vrijednosti 2,0.
Postizanje pH 2 je vrlo vazno buduci da se pri tom pH oslobodene kiseline nalaze u
protoniranom obliku §to je vazno za njihovu kasniju ekstrakciju u organsko otapalo. U otopinu
se zatim dodaje 3 mL etil-etera, smjesa se intenzivno promijesa pomocu vorteksa, a sepraracija
faza ubrza se centrifugiranjem (5804 R, Eppendorf; Njemacka; 3000 x g pri 20 C). Gornja
organska faza pazljivo se prebaci u Ciste epruvete od tamnog stakla, a otapalo se otpari u
digestoru u struji duSika uz zagrijavanje do najvise 40 °C (vodena kupelj). Suhi ekstrakt
resuspendira se u 1 mL 50 %-tnog metanola te prenese u posudice za uzorkovanje (HPLC vials)
od tamnog stakla.

Kod analize topljivih uzoraka, odvaze se 10 + 0,5 mg uzorka te se isti otope u 0,9 mL 2 M
NaOH, a nakon nakon 30 min saponifikacije dodaje se 0,1 mL internog standarda (TMCA 0,5
mg/mL u 0,2 M NaOH) te se nastavi postupak kako je prethodno opisano. Za tekucée uzorke se
pipetira tocno 0,9 mL uzorka te se dodaje 1 mL 4 M NaOH, a nakon 30 min saponifikacije
dodaje se 0,1 mL internog standarda (TMCA 0,5 mg/mL u 0,2 M NaOH) i dalje slijedi protokol
kako je prehodno opisano.

HPLC-UV analiza fenolnih kiselina provodi se kromatografijom obrnutih faza na HPLC
uredaju koji se sastoji od autosamplera (Dionex AS, Thermo Fisher Scientific; SAD), kvaterne
pumpe (Dionex UltiMate™ 3000, Thermo Fisher Scientific; SAD), termostata kolone te UV
deterktora (Spectra SYSTEM UV2000, Thermo Separation Products; SAD), i koloni Vision
HT C18 HL (4,6 x 250 mm, 5um). Eluacija se provodi gradijentno dvokomponentnom
mobilnom fazom (A - acetonitril; B - natrij-acetat pufer pH 4,6 (4,5 g natrijeva acetata trihidrata
otopiti u 700 mL vode, dodati 2,2 mL koncentrirane octene kiseline, provjeriti pH i nadopuniti
do 1 L)), a gradijent je uspostavljen prema sljede¢em: 0. min - 15 % A, 85 % B; 5. min - 15 %
A, 85 % B; 20. min - 25 % A, 75 % B; 20,5. min - 15 % A, 85 % B; 25. min - 15 % A, 85 % B.
Protok mobilne faze iznosi 1 mL/min, temperatura kolone 30 °C, a volumen injektiranog uzorka
20 pL. Kormatogrami se dobivaju snimanjem efluenta u UV podrucju, pri 280 i 320 nm.
Upravljanje instrumentom te obrada kromatograma omoguceni su programom Chromeleon
(Thermo Fisher Scientific; SAD).

Izracun rezultata:

Identifikacija se provodi usporedbom relativnih retencijskih vremena (u odnosu na interni
standard) pikova na kromatogramima uzorka i smjese standarada. Smjesa standarda sadrzava

fenolne kiseline od interesa i interni standard u koncentraciji koja se koristi pri analizi uzoraka
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(trans-ferulinska (> 99 %, Sigma-Aldrich; Njemacka) i p-kumarinska kiselina (> 98 %, Sigma-
Aldrich; Njemacka) u koncentraciji 100 ug/mL, uz TMCA kao interni standard (100 pg/mL ))
te se podvrgava postupku jednako kao i uzorak (tretira se kao tekuci uzorak). Kvantifikacija se
provodi internim standardom, prema formuli kako je navedeno u poglavlju 0.

Analiza vezanih fenolnih kiselina provedena je u duplikatu, a rezultati su izrazeni kao maseni
udjeli u suhoj tvari (% s.tv.) sekundarne biljne sirovine ili analizirane polisaharidne frakcije,
odnosno kao molarni omjer specifi¢ne fenolne kiseline i anhidro oblika odredenog/odredenih
Se¢ernih monomera u uzorku (stupanj feruloilacije, DF - analogno opisanom izracunu za
odredivanje stupnja metilacije/acetilacije u poglavlju 3.2.3.6.1) te prikazani kao srednje

vrijednosti s pripadaju¢om standardnom devijacijom.
3.2.3.7 Analiza glikozidnih veza strukturnih polisaharida

Glikozidne veze u molekulama polisaharida odredene su metodom permetilacije prema
internom protokolu Francuskog nacionalnog instituta za istrazivanja u poljoprivredi (INRA,
Centar Angers-Nantes, BIA, laboratorij Paroi Végétale et Polysaccharides Pariétaux), koji je
pripremljen prema radu Anumula i Taylor-a (1992).

Postupak rada:

Uzorci topljivih polisaharida pripremljeni su kao vodene otopine koncentracije ~0,8 mg/mL i
kvantitativno su propustene preko jakog kationskog izmjenjivaca. U tu svrhu, koristene su Poly-
Prep® (Bio Rad; SAD) kromatografske kolone za niskotla¢nu ili gravitacijsku kromatografiju
koje se pune (1 mL) Dowex 50WX4 jakim kationskim izmjenjivatem u H* formi (Dow
Chemicals; Njemacka). Svrha ionske izmjene u ovome slucaju je postizanje Kisele
(deprotonirane) forme polisaharida za potrebe daljnje analize. Uzorak se propusta kap po kap u
tikvicu s okruglim dnom (25 mL) postavljenu na dnu kolone te se ispire vodom (u dvostukom
volumenu uzorka). Uzorak u tikvici uparava se do suhoga pomocu rotacijskog vakuum
uparivaca (R-200, Biichi; Njemacka) pri najvise 40 °C. Upareni uzorak paZzljivo se
kvantitativno prenese s 4 x 0,25 mL demineralizirane vode u epruvete s navojnim ¢epom (12
mL, Pyrex®, Corning; SAD). Uzorci se zatim suse liofilizacijom (LYO GT2 Basic, SRK
System Technik; Njemacka). U osuSene uzorke (te ostale netopljive uzorke odvage ~0,8 mg)
dodaje se 1 mL dimetilsulsoksida (DMSO, bezvodni, min. 99,9 %, Sigma Aldrich; Njemacka)
te se uzorci zagrijavaju pri 80 °C u vodenoj kupelji tijekom 1 h uz povremenu sonikaciju od
nekoliko minuta u ultrazvu¢noj kupelji (Elmasonic S 10H, Elma Schmidbauer GmbH;
Njemacka) kako bi se pospijesilo otapanje uzoraka (pogotovo izvorno netopljivih). Uzorci se

zatim postupno hlade na sobnu temperaturu tijekom iduc¢ih priblizno 20 min. U ohladene uzorke

138



Doktorski rad - Aleksandra Vojvodié Cebin Eksperimentalni dio

dodaje se 1 mL prethodno svjeze pripremljenog metilsulfil karbaniona (priprema je opisana
zasebno u nastavku teksta) te 0,5 mL metil jodida (CHal, > 99 %, Sigma-Aldrich; Njemacka),
epruvete se dobro zacepe i intenzivno mijeSaju na vorteksu uz povremenu sonikaciju tijekom
5-7 min pri sobnoj temperaturi. Zatim se dodaje jo$ 0,25 mL CHzl te se postupak ponovi. S
obzirom na hlapivost i toksi¢nost metil jodida, postupak se provodi uz propisane zastitne mjere.
U uzorke se zatim dodaje 2 mL demineralizirane vode i 2 mL kloroforma u svhu ekstrakcije
permetiliranih  polisaharida, epruvete se ponovno zafepe 1 dobro promijesaju, a
centrifugiranjem (5804 R, Eppendorf; Njemacka; 3000 x g pri 20 °C) se pospjesuje razdvajanje
faza. Gornja vodena faza odvaja se u otpad, a donja organska dodatno se ispire s 3 x 2 mL vode
uz mijeSanje i centrifugiranje kako je opisano. Nakon ispiranja, sloj kloroforma otparava se do
suhoga u struji dusika i pri 40 °C (vodena kupelj) u digestoru.

Otpareni uzorci hidroliziraju se trifluoroctenom kiselinom (TFA, min. 99 %, Sigma-Aldrich;
Njemacka) te se derivatiziraju do alditol acetata, koji su u ovom slu¢aju djelomi¢no metlirani
alditol acetati (engl. partially methylated alditol acetates - PMAAS). U tu svrhu, u epruvete sa
suhim uzorcima, dodaje se 0,4 mL vode i 0,1 mL internog standarda myo-inozitola (otopina
koncentracije 0,5 mg/mL), a zatim i 0,5 mL 4 N trifluoroctene kiseline (TFA), nakon Cega se
epruvete zatvore, dobro promijesaju i stave u termoblok (QBH2, Grant Instruments; Ujedinjeno
Kraljevstvo) pri 120 °C tijekom 2,5 h. Nakon kiselinske hidrolize, epruvete se hlade, a TFA se
otparuje na rotacijskom vakuum uparivac¢u (R-200, Biichi; Njemacka) pri najvise 40 °C. Suhi
ostatak ispire se s 0,5 mL vode koja se takoder otpari. Isprani suhi talog u epruveti reducira se
borhidridom te acetilira acetanhidridom, kako je prethodno opisano u poglavlju 3.2.3.5.4, uz
modifikaciju da se alkalizacija uzorka prije redukcije provodi na nacin da se suhi talog dobro
resuspendira u 50 pL vode te se doda jedna kap 3 N otopine amonijaka, a pH (> 9) se provjeri
izuzimanjem kapljice uzorka vrhom nastavka za pipetu (provjeri se na mjestu distinktvine
promjene boje na pH indikatorskoj trakici). Nakon derivatizacije, PMAA se ekstrahiraju u
diklormetanu (Sigma-Aldrich; Njemacka) i prenose u posudice za uzorkovanje (GC vials) te
hermeticki zatvaraju ,,crimp* tehnikom.

GC-MS analiza provedena je u laboratoriju BIBS platforme Francuskog nacionalnog instituta
a istrazivanja u poljoprivredi (INRA BIA UR1268 Biopolymers Interactions Assemblies,
Platform BIBS, INRA, F-44300 Nantes, Francuska) prema etabliranoj metodi i uz stru¢no
vodstvo inZenjera u laboratoriju. Pritom je koristen GC-MS uredaj Trace-GC-1SQ Thermo™
(Thermo Fisher Scientific; SAD) s nepolarnom TraceGOLD™ TG-1MS GC (30m x 0,25mm,
0,25um) kolonom (Thermo Fisher Scientific, SAD). Mobilnu fazu ¢inio je Ho pri protoku 1,5

mL/min. Uzorci su injektirani pri temperaturi 240 °C. Temperaturni program analize bio je
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postavljen kako slijedi: izotermno pri 60 °C (0-5 min), zatim je temperatura podignuta do 315
°C (3 °C/min) te je zadrzana pri 315 °C daljnje 2 min. Temperatura izvora elektrona u detektoru
bila je 230 °C. Mase su dobivene skeniranjem u rasponu m/z 100 do 500. Upravljanje GC-MS
uredajem te obrada kromatograma omogucéeni Su specijaliziranim programom Xcalibur
(Thermo Fisher Scientific, SAD).

Priprema metilsulfinil karbaniona:

U 0,1 mL 50 %-tne vodene otopine NaOH (415413, Sigma-Aldrich; Njemacka) dodaje se 0,2
mL metanola te se smjesa dobro promijeSa na vorteksu. Zatim se pazljivo dodaje 6 mL DMSO
dok se NaOH-MeOH smjesa nalazi u suspenziji (na vorteksu). Tako dobivena smjesa
centrifugira se pri 10 000 o/min i sobnoj temperaturi tijekom 10 min (3K30 - rotor 12150,
Sigma; Njemacka), nakon ¢ega se supernatant DMSO skupi u otpad, a talog se resuspendira u
6 mL svjezeg DMSO te se postupak ponovi kako je opisano. Ispiranje s DMSO provodi se
ukupno 3 puta. Nakon ispiranja, talog se dobro resuspendira u 2 mL DMSO te se koristi kao
fina suspenzija (potrebno dobro promijesati prije svake primjene). Karbanion je potrebno za
svaku analizu svjeze pripremiti.

Izradun rezultata:

Identifikacija PMAAs provedena je usporedbom relativnih retencijskih vremena (u odnosu na
interni standard) s istima u internoj bazi podataka (platforma BIBS, INRA BIA) te na temelju
masenog spektra fragmenata.

Relativni udjel pojedinog PMAA, a time 1 odgovarajuce glikozidne veze, izraCunat je kao omjer
povrsine pika odredenog PMAA te ukupne povrsine svih identificiranih pikova te u odnosu na
odgovarajuci odzivni faktor (u odnosu na interni standard), prema internom predlosku izra¢una
(platforma BIBS i PVPP laboratorij, INRA BIA).

3.2.3.8 Analiza veli¢ine topljivih polisaharida ekskluzijskom kromatografijom

Analiza veli¢ine i mase topljivih polisaharida provedena je prema internom protokolu
Francuskog nacionalnog instituta za istrazivanja u poljoprivredi (INRA, Centar Angers-Nantes,
BIA, laboratorij Paroi Végétale et Polysaccharides Pariétaux) ekskluzijskom kromatografijom
(engl. high-performance size-exclusion chromatography - HPSEC).

Postupak rada:

Uzorci topljivih polisaharida otopljeni su u vodi u koncentraciji ~3 mg/mL te im je izmjeren
pH pomocu pH indikatorskih trakica za pH podruéje 0-14 (Macherey-Nagel; Njemacka).
Vrijednosti pH podeSene su na 5-6 (osobito vrijedi za uzorke pektina) dodatkom malog

volumena (5-50 pL, ovisno o pocetnom pH, kao i vrsti uzorka) 0,05 M litijeva hidroksida
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(LiOH), kako bi se sprijecilo stvaranje aglomerata koji interferiraju sa stvarnim rezultatima.
Uzorci su zatim profiltrirani kroz mikrofiltere vel¢ine pora 0,45 um (CA25/45, Macherey-
Nagel; Njemacka), a u slu¢aju jako viskoznih otopina koriSteni su Whatman® GD/X
polipropilenski mikrofilteri veli¢ine pora 0,45 um (Sigma-Aldrich; Njemacka). Filtrirani uzorci
sakupljeni su u posudice za uzorkovanje (HPLC vials).

Size-exclusion analiza uz multidetekciju provedena je na HPLC uredaju sastavljenom od
autosamplera (Series 200 Autosampler, Perkin Elmer; SAD), pumpe (PU-1580, Jasco
Corporation; Japan) te serijski povezenih refrakcijskog (RI) detektora (Viscotek RI Detector
(VE-3580), Malvern Panalytical; Ujedinjeno Kraljevstvo), viskozimetra, ,light-scattering*
detektora (Viscotek 270 Dual Detector, Malvery Panalytical; SAD) i UV detektora (LDC
SpectroMonitor 3000, Milton Roy; SAD) podesenog na 280 nm te HPLC kolone Shodex™
OHpak SB-805 HQ (Showa Denko K.K.; Japan). Mobilnu fazu ¢inila je 50 mM otopina
natrijeva nitrata, protok je bio podesen na 0,813 mL/min; temperatura kolone iznosila je 22 °C,
a volumen injektiranog uzorka 50 uL. Upravljanje instrumentom te obrada kromatograma
omoguceni su programom OmniSEC 4.7.0 (Malvern Panalytical; Ujedinjeno Kraljevstvo).
IzraCun rezultata:

Sustav je kalibriran s obzirom na dekstran (T 73K, ¢isto¢a 100 %, MW 73253 Da, Mn 58341
Da, IVw (0,268), dn/dc 0,147) i pululan (P 73K, ¢istoca 100 %, MW 72812 Da, Mn 68283 Da,
IVw (0,343), dn/dc 0,147) (Malvern Panalytical; Ujedinjeno Kraljevstvo).

Podaci distribucije molekulskih masa u obliku srednje broj¢ane molekulske mase Mn (engl.
number average molecular weight), srednje masene molekulske mase Mw (engl. weight
average molecular weight) te unutrasnje (intrinzicke) viskoznosti dobiveni su kao izlazni
parametri analize nakon racunalne obrade kromatograma. Faktor polidisperzije (engl.
polydispersity factor) izraunat je kao omjer Mw i Mn vrijednosti. Osim toga, izra¢unata je i
relativna zastupljenost pojedine populacije kao omjer RI signala (povrSina ispod pika) u odnosu

na ukupnu povrsinu, s obzirom da je RI signal proporcionalan koncentraciji.

3.2.4 Frakcioniranje polisaharida stani¢ne stijenke

Frakcijsko izdvajanje polisaharida odabranih sekundarnih sirovina provedeno je na prethodno
ekstrahiranim (70 %-tni EtOH) - AIR uzorcima.

3.2.4.1 lzdvajanje pektina

Izdvajanje pektinskih tvari provedeno je prema radu Sun i Hughes (1998), uz manje

modifikacije.
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Opis postupka:
Odvaze se 20,0 + 1,0 g AIR uzorka u laboratorijsku staklenu bocu (1000 mL, Duran; Njemacka)

te se doda 500 mL (1:25 wi/v) otopine HCI, pH = 1,5 (otopina se prethodno pripremi u
dostatnom volumenu zakiseljavanjem demineralizirane vode klorovodi¢nom kiselinom (4 M),
pri ¢emu se postizanje Zeljene pH vrijednosti prati pomoéu pH-metra (FiveEasy™ FE20 s
LE409 elektrodom, Mettler Toledo, Svicarska); koncentracija HCI je priblizno 0,03 M.
Pripremljena smjesa (u zacepljenim bocama) stavi se u vodenu kupelj zagrijanu pri 90 °C, a
ekstrakcija se provodi tijekom 2 h, uz povremeno mijeSanje. Nakon ekstrakcije, boce se kratko
ohlade u hladnoj vodi te se njihov sadrzaj filtrira na Biichnerovom lijevku s Whatman No.4
filter papirom, pomoc¢u vakuuma. Kola¢ na filteru, koji predstavlja depektiniziranu sirovinu,
ispire se s 250 mL tople demineralizirane vode, kako bi se uklonio zaostali pektin, a voda od
ispiranja zdruzi se s izvornim pektinskim ekstraktom (filtratom). Pektin se iz ekstrakta izdvaja
precipitacijom etanolom u omjeru 1:4 (voda:etanol, v/v). Smjesa se ostavi u hladnjaku pri 4 °C
tijekom 2 h kako bi se maksimalno potaknula precipitacija, a nakon toga se precipitat filtrira na
Biicnerovom lijevku s Whatman No.4 filter papirom, pomocu vakuuma. Po potrebi se pektinski
ekstrakt prije precipitacije moze upariti na rotacijskom vakuum upariva¢u (Heidolph;
Njemacka) pri najvise 50 °C (u svrhu usStede utroska etanola). Talog pektina kvantitativno se
resuspendira u 40 mL demineralizirane vode na magnetskoj mjesalici (RO 5, IKA, Njemacka).
Resuspendirani pektin kvantitativno se prenosi u prethodno pripremljene membrane za dijalizu
(Cellu Sep T2, nominal MWCO 6000 - 8000 Da; 7,96 mL/cm; Membrane Filtration Products
Inc.; SAD). U svrhu pripreme, tubularna membrana se izreze na odgovarajucu duljinu (ovisno
o volumenu koji se dijalizira, procijenjenom volumenu vode koji ¢e povratno u¢i u membranu,
specificiranim dimenzijama membrane te uzimajuci u obzir prostor za zatvaranje membrane)
te se dobro opere iznutra i izvana vru¢om vodom, a zatim i demineraliziranom vodom.
Membrana se zatvori na jednom kraju ¢vrstim ¢vorom, a nakon punjenja se istisne viSak zraka
se te zatvori i drugi kraj membrane prikladnom stezaljkom. Puna mambrana u potpunosti se
uroni u plasticnu posudu volumena 5 L ispunjenu demineraliziranom vodom 1 stavi na
magnetsku mjesalicu (Wise Stir SM HS-6, Wise; Njemacka) i lagano mijeSanje. Dijaliza se
prati mjerenjem provodljivosti izvanmembranske tekucine (permeata) pomocu prijenosnog
konduktometra sa sondom (Cond 330i, WTW; Njemacka). Permeat se izmjenjuje ovisno o
postignutim vrijednostima provodljivost, u pocetku ¢esce (svakih nekoliko sati), kasnije rjede,
kako bi se osigurao stalan koncentracijski gradijent. Broj izmjena permeata ovisi 0 volumenu
dijalizata (tekuc¢ina unutar membrane) i koncentraciji otopljenih tvari, a o tome ovisi 1 ukupno

trajanje dijalize. Dijaliza se provodi dok se ne postigne stalna vrijednost provodljivosti
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permeata, bliska pocetnoj vrijednosti provodljivosti demineralizirane vode prije same dijalize.
Nakon zavrsetka, dijalizirani sadrzaj kvantitativno se prenese u tikvicu s okruglim dnom ili u
velike Petrijeve zdjelice (koje se pokrivaju izbusenim plasti¢nim poklopcima) te zamrzne pri -
80 °C. Po potrebi se dijalizirani sadrzaj centrifugira prije zamrzavanja (ako se uocavaju
neotopljene Cestice). Ovako pripremljeni uzorci suse se liofilizacijom (FreeZone 1, Labconco;
SAD).

Talog depektiniziranog materijala dodatno se ispire demineraliziranom vodom dok se ne
postigne pH vrijednost oko 4, a zatim se su$i izmjenom otapala. U tu svrhu talog se ispire 2
puta s 200 mL 96 %-tnog etanola i zatim s 200 mL acetona. Prilikom svakog ispiranja potrebno
je dobro resuspendirati talog u otapalu, a izmedu ispiranja uzorak se odvaja fitracijom pomocu
vakuuma. Budu¢i da se radi o lako hlapivim 1 zapaljivim otapalima, postupak je potrebno
izvoditi u digestoru. Isprani talog se nakon zadnjeg ispiranja prebaci u plitku posudu velike
ishlapne povrsine (tako da se u istoj nalazi u sto tanjem sloju), prekrije se stanicevinom te se
ostavi u digestoru dok sav aceton ne ishlapi. Dobiveni suhi depektinizirani uzorak dodatno se
homogenizira u tarioniku (ili mlincu za kavu) i koristi kao po¢etni materijal u daljnjem postupku
frakcioniranja.

Izracun rezultata:

Ekstrakcija pektina prvedena je u duplikatu, a prinos je izracunat gravimetrijski na temelju
poznate mase posude za liofilizaciju te mase uzorka s posudom nakon suSenja te preracunat na
maseni udjel (% s.tv.) u suhoj tvari sekundarne biljne sirovine, uzimajuéi u obzir gubitak mase

(suhe tvari) tijekom etanolne (70 %) ektrakcije.
3.2.4.2 Delignifikacija

Delignifikacija depektiniziranih sirovina provedena je prema prema protokolu predlozenom u
radu Kumar i suradnika (2013), uz modifikacije.

Postupak je neophodno izvoditi dobro ventiliranom prostoru zbog razvoja para klorova dioksida
koji ima nadrazujuce djelovanje, a otpadne kemikalije potrebno je zbrinuti na adekvatan nacin,
pazedi pritom da se ne mijeSaju s drugim potencijalno reaktivnim kemikalijama.

Odvaze se 15,0 £ 1,0 g osuSenog i usitnjenog depektiniziranog materijala u staklene
laboratorijske boce (1000 mL, Duran; Njemacka) te se doda 480 mL demineralizirane vode
(1:32 w/v), prethodno zagrijane na 70 °C (volumen izmjeriti pri sobnoj temperaturi), a zatim i
9 g natrijeva klorita (NaClO-) (0,6 g/g uzorka) te 9 mL ledene octene kiseline (CHzCOOH) (0,6
mL/g uzorka). Sadrzaj boce dobro se promijesa te se boca zacepi (¢ep se ne zavrne do kraja) i

stavi u termostatiranu vodenu kupelj pri 70 °C. Smjesa se inkubira pri navedenoj temperaturi
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tijekom 2 h, uz Cesto ru¢no mijesanje (lagana vrtnja) boce kako bi se odrzala homogenost
reakcijske smjese. Tijekom delignifikacije dodavani su svjezi obroci natrijeva klorita i ledene
octene kiseline u jednakoj koli¢ini kao i na pocetku, a prihranjivanje je provedeno u razmacima
od 30 min. Broj dodanih novih obroka odreden je s obzirom na prethodno odredene udjele
lignina (Tablica 23).

Tablica 23. Raspored prihranjivanja reaktantima prilikom delignifikacije sekundarnih
biljnih sirovina.

Vrijeme dodavanja

Uzorak Ukupan broj obroka (min)
Pulpa Secerne repe 1 0
Ljuska oraha 4 0, 30, 60, 90
Ljuska kakaovog zrna 4 0, 30, 60, 90
Ljuska crvenog luka 1 0
Mahuna graska 2 0, 60

Tijekom delignifikacije ovom metodom, karakteristian je razvoj klorova dioksida zuto-zelene
boje, dok materijal postaje bijele boje zbog oksidacijskog u¢inka klorova dioksida i efekta
izbjeljavanja.

Nakon zavrsene delignifikacije, boce se ohlade na sobnu temperaturu u hladnoj vodenoj kupelji,
a njihov sadrzaj se filtrira (u dobro ventilirnom prostoru!) na Biichneorvom lijevku s Whatman
No.4 filter papirom, pomoc¢u vakuuma. Talog na filteru (holoceluloza) ispire se
demineraliziranom vodom do neutralnog pH (otprilike s ukupno 250 mL vode, rasporedeno u
nekoliko obroka, a po potrebi i viSe, dok se ne postigne Zeljeni pH). Filtrat od ispiranja se baca,
a isprani talog susi se izmjenom otapala. U tu svrhu talog se ispire 2 puta s 150 mL 96 %-tnog
etanola i zatim s 100 mL acetona. Prilikom svakog ispiranja potrebno je dobro resuspendirati
talog u otapalu, a izmedu ispiranja uzorak se odvaja fitracijom pomocu vakuuma. Budu¢i da se
radi o lako hlapivim i zapaljivim otapalima, postupak je potrebno izvoditi u digestoru. Isprani
talog se nakon zadnjeg ispiranja prebaci u plitku posudu velike ishlapne povrSine tako da se
nalazi u $to tanjem sloju, prekrije se stani¢evinom te ostavi u digestoru dok sav aceton ne
ishlapi. Suhi uzorak holoceluloze po potrebi se dodatno homogenizira u tarioniku ili mlincu za

kavu te se koristi kao pocetni materijal u daljnjem postupku izdvajanja hemiceluloze.
3.2.4.3 lzdvajanje hemicelulozne frakcije

Izdvajanje hemiceluloznih tvari iz delignificiranih sirovina provedeno je prema radu Rabetafika

i suradnika (2014), uz modifikacije.
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Odvaze se 10,0 £ 0,5 g delignificiranog materijala u laboratorijske staklene boce (250 mL,
Duran; Njemacka), doda se 200 mL 2 M otopine natrijeva hidroksida (NaOH) (1:20 (w/v)) te
se ekstrakcija provodi na magnetskoj mjesalici pri sobnoj temperaturi tijekom 4 h. Po zavrsetku
alkalne ekstrakcije, sadrzaj se filtrira preko Biichnerovog lijevka s Whatman No.4 filter
papirom, pomoc¢u vakuuma, a talog se ispire s 2 x 50 mL demineralizirane vode. Voda od
ispiranja zdruzuje se s izvornim ekstraktom. Alkalni ekstrakt neutralizira se polaganim
dodavanjem (kap po kap) koncentrirane klorovodi¢ne kiseline, uz mijesanje, do pH vrijednosti
6,0. Hemiceluloza se iz neutraliziranog ekstrakta izdvaja precipitacijom etanolom (96 %) u
omjeru 1:4 (v/v), uz snazno mijesanje. Nakon dodatka etanola (priblizno 1200 mL, ovisno o
kona¢nom izmjerenom volumenu neutraliziranog ekstrakta), smjesa se dobro promijesa i ostavi
u hladnjaku pri 4 °C tijekom 2 h kako bi se maksimalno potaknula precipitacija hemiceluloznih
polisaharida iz otopine. Po potrebi se neutralizirani ekstrakt moze upariti pomocu rotacijskog
vakuum uparivaca prinajvise 50 °C, kako bi se smanjio utroSak etanola. Precipitat hemiceluloze
kvantitativno se filtrira na Biichnerovom lijevku s Whatman No.4 filter papirom, a talog se
ispere s dva obroka po 15 mL 78 %-tnog etanola te 15 mL 96 %-tnog etanola. Izdvojena
hemiceluloza kvantitativno se resuspendira u 40 mL vode demineralizirane vode i kvantitativno
prebaci u prethodno pripremljenu dijalizacijsku membranu. Dijaliza se provodi kako je opisano
u prethodnom poglavlju ekstrakcije pektina (3.2.4.1).

Prilikom neutralizacije alkalnog ekstrakta hemiceluloze, moze se dogoditi zamucenje otopine
uslijed precipitacije netopljivih Cestica pri novim uvjetima u otopini, a postojanje netopljive
frakcije jos je vidljivije nakon dijalize. U tom slu¢aju se dijalizat hemiceluloze centrifugira pri
8000 o/min i sobnoj temperaturi (model SL 8R s HIGHConic Il s Fixed Angle 6x50 mL
rotorom, Thermo Scientific; SAD), a supernatant i talog tretiraju se kao zasebni uzorci, tj.
topljiva i netopljiva hemiceluloza. Kao i u slu¢aju pektina, uzorci hemiceluloze zamrzavaju se
pri -80 °C (talog netopljive hemiceluloze ostaje u Falcon konusnim epruvetama (50 mL) za
centrifugiranje, dok se supernatant zamrzava u tikvicama s okruglim dnom prikladnog
volumena ili Sirokim Petrijevim zdjelicama) i suse liofilizacijom (FreeZone 1, Labconco;
SAD).

Izracun rezultata:

Alkalna ekstrakcija hemiceluloze prvedena je u duplikatu, a prinos je izracunat gravimetrijski
nakon liofilizacije te prera¢unat na maseni udjel (% s.tv.) u suhoj tvari sekundarne biljne
sirovine, uzimajuc¢i u obzir gubitak mase delignifikacijom, gubitak mase depektinizacijom te

gubitak mase etanolnom (70 %) ekstrakcijom.
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3.2.4.4 Formiranje celuloznog ostatka

Talog nakon ekstrakcije hemiceluloze, dodatno se ispire dok se ne postigne neutralna pH
vrijednost (ili blizu neutralne). Talog se susi izmjenom otapala; u tu svrhu ispire se 2 puta s 50
mL 96 %-tnog etanola i zatim s 50 mL acetona. Prilikom svakog ispiranja potrebno je dobro
resuspendirati talog u otapalu, a izmedu ispiranja uzorak se odvaja fitracijom pomoc¢u vakuuma.
Budu¢i da se radi o lako hlapivim i zapaljivim otapalima, postupak je potrebno izvoditi u
digestoru. Isprani talog se nakon zadnjeg ispiranja prebaci u plitku posudu velike ishlapne
povrsine, prekrije se stani¢evinom te ostavi susiti u digestoru dok sav aceton ne ishlapi.

Prinos celuloznog ostatka izracunat je gravimetrijski na temelju poznate mase posude za suSenje
te mase uzorka s posudom nakon susenja, te preracunat na udjel u pocetnoj masi sirovine (%
s.tv.) uzimajuéi u obzir gubitak mase alkalnom ekstrakcijom, delignifikacijom,
depektinizacijom te etanolnom (70 %) ekstrakcijom. S obzirom da su alkalne ekstrakcije
provedene u duplikatu, takoder je 1 odredivanje udjela celuloznog ostatka provedeno u

duplikatu.

3.2.5 Optimizacija izdvajanja pojedinih polisaharidnih frakcija
3.2.5.1 Optimizacija izdvajanja ksilana

Optimizacija izdvajanja ksilana provedena je na uzorcima ljuske oraha i mahune graska na
temelju prethodno opisanog postupka frakcioniranja (poglavlje 3.2.4). Promjena parametara u
svrhu optimizacije prinosa hemicelulozne frakcije provedena je u koracima delignifikacije i
alkalne ekstrakcije, dok je prethodna priprema materijala (70 % etanolna ekstrakcija i
depektinizacija), kao i formiranje celuloznog ostatka provedeno kako je prethodno upisano
(poglavlja 3.2.2.1.2 1 3.2.4.1), s time da etanolni i pektinski ekstrakti nisu dalje iskoriStavani.
Tablica 24 prikazuje parametre optimizacije delignifikacije i alkalne ekstrakcije.

U deliginifikaciji je koriSteno koriSteno 5 g depektiniziranog uzorka, dok u alkalnoj ekstrakciji
2 g. Volumeni koristenih otapala i reagenasa takoder su proporcionalno smanjeni (prema
zadanim omjerima koriStenima u inicijalnom postupku). Delignifikacija je provedena u 2 razine
ukupnog trajanja postupka te ukupne koli¢ine dodanih reaktanata za svaki uzorak, a dobivena
holoceluloza (D2h i D4h za WS te D1h i D2h za PP, Tablica 24) je nakon temeljitog ispiranja
vodom su$ena izmjenom otapala. U alkalnoj ekstrakciji koristen je dodatak natrijeva borhidrida
(NaBH4, min. 98 %, Sigma Aldrich; Njemacka) u koncentraciji 20 mM (u otapalu definirane
koncentracije KOH), kako bi se sprijecila oksidativna depolimerizacija krajeva polimera. S

obzirom na dodatak NaBHj4, neutralizacija ukupnog alkalnog ekstrakta provedena je ledenom
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octenom kiselinom, umjesto klorovodi¢nom kiselinom, uz hladenje. Neutralizacija je izvodena
polagano i uz obavezno polagano mijesanje s obzirom na prisutnost pjene na povrsini tekucine
uslijed oslobadanja plinovitih produkata, a koja moze otezati kontakt s kiselinom kao i mjerenje
pH. Neutralizirani ekstrakt dijaliziran je uz demineraliziranu vodu, a nakon odvajanja netopljive
frakcije centrifugiranjem, topljiva hemiceluloza je precipitirana dodatkom cetverostrukog
volumena 96 %-tnog etanola. Topljiva i netopljiva hemiceluloza suSene su liofilizacijom
(FreeZone 1, Labconco; SAD). Osim ekstrakcije holoceluloze, tj. prethodno delignificiranih
uzoraka, alkalna ekstrakcija provedena je i na nedelignificiranim uzorcima (nedelignificirani
uzorci (oznaka D-, Tablica 24) pripremljeni su ekstrakcijom 70 %-tnim etanolom i
depektinizacijom, kako je prethodno opisano).

Prinosi hemiceluloznih frakcija prilikom optimizacije ekstrakcije ksilana odredeni su
gravimetrijski te su izrazeni kao maseni udjel u suhoj tvari (% s.tv.) sekundarne biljne sirovine,
uzimajuci u obzir prilikom izracuna gubitke mase iz svih prethodnih ekstrakcija. Optimizacija
za svaku kombinaciju optimizacijskih parametara provedena je u duplikatu, a rezultati su

izrazeni kao srednje vrijednosti s pripadaju¢om standardnom devijacijom.
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Tablica 24. Parametri optimizacije ekstrakcije ksilana iz ljuske oraha (WS) i mahune graska (PP).

INICIJALNO OPTIMIZACIJA
Uzorak
WS PP WS PP WS PP
Izmijenjeni parametri
Reaktanti NaClO; + HAc; 0,6 g (mL)/g uzorka (1 obrok)
Temperatura 70°C
o Ukupno trajanje reakcije (h) 2 2 2 4 1 2
Eé
2] ~ - - - - -
= =g 8 8 8B 3 3
2 = 2 < = = = <
3 = s § % = - =
£ 9 7 T 5 5 5
E 2 < N o~ < o
Oznaka uzoraka - D2h D4h D1h D2h D- D-
2M KOH + 20mM NaBH4
< Otapalo 2M NaOH 4M KOH + 20mM NaBH,
Y4
g Temperatura sobna
)
é Trajanje reakcije (h) 4
E WS WS PP PP WS PP
= Oznaka uzoraka - - D2h 2M D4h 2M Dlh 2M D2h 2M D- 2M D- 2M

D2h 4M D4h 4M Dih 4M D2h_4M D- 4M D-_4M
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3.2.5.2 Optimizacija izdvajanja pektina
3.2.5.2.1 Predtretman ultrazvukom visokog intenziteta

Ultrazvuk visokog intenziteta koristen je kao predtretman konvencionalnoj metodi ekstrakcije
pektina opisanoj u postupku frakcioniranja strukturnih polisaharida (poglavlje 3.2.4.1).
Prethodno etanolom (70 %) ekstrahirani uzorci pulpe Seéerne repe, ljuske kakaovog zrna i
ljuske crvenog luka (AIR uzorci) pomijesani su s otopinom klorovodi¢ne kiseline (pH 1,5) u
omjeru 1:25 (w/v) (koristeno je 5 g uzorka te 125 mL otapala, pomijeSano u laboratorijskoj
staklenoj boci od 250 mL) te su odmah tretirani ultrazvukom visokog intenziteta. Pritom je
koriSten uredaj (Ultraschallprozessor UP 400s, Hielscher GmbH; Njemacka) normirane
maksimalne snage 400 W i frekvencije 24 kHz te sonda promjera 7 mm koja se uranjala do
polovice volumena tretirane smjese. Uredaj je radio pri amplitudi od 100 % i u punom ciklusu
rada (kontinuirani rad ultrazvuka), a predtretman je trajao 5 ili 10 min. Predtretman
ultrazvukom nije proveden u termostatiranim uvjetima te je svakih 1 min o¢itavana temperatura
smjese pomocu laserskog termometra, uklju¢uju¢i pocetak i kraj predtretmana. Porast
temperature je bio nelinearan, a kona¢na temperatura za predtretman u trajanju od 5 min
iznosila je u prosjeku 48°C (za sve tri sirovine), a za predtretman od 10 min, 57,5°C. Nakon
zavrSenog predtretmana, boce s tretiranim uzorcima su zac¢epljene te uronjene u vodenu kupelj
u kojoj se provodila daljnja ekstrakcija pektina pri 90 °C tijekom 2 h, kako je prethodno opisano
(poglavlje 3.2.4.1).

Prinos pektinskih frakcija odreden je gravimetrijski nakon liofilizacije pektinskih ekstrakata te
izrazen kao udjel u suhoj tvari sekundarne biljne sirovine (% s.tv.). Rezultati su prikazani kao
srednje vrijednosti s pripadaju¢om standardnom devijacijom. Ekstrakcija pektina uz pomo¢
predtretmana ultrazvukom visokog intenziteta provedena je u duplikatu.

S obzirom da se ultravu¢na snaga rasprSuje kroz toplinsku energiju (Rezek Jambrak i sur.,
2010), apsorbirana akusti¢na snaga (P) izraCunata je iz izraza (Margulis i Margulis, 2003 ; Rezek
Jambrak i sur., 2010):

P(W) dT
=m=x*c, * —
m Cp dt

Gdje su:

m - ukupna masa tretiranog uzorka (g),

Cp - specifiéni toplinski kapacitet medija (za vodu: 4,183 J/gK),

dT/dt - promjena temperature u jedinici vremena (nagib pravca ovisnosti temperature o
vremenu; K/s).

Intenzitet (I) i gustoca (6) snage izraCunati su prema izrazima:
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Gdje su:

A - povrsina popre¢nog presjeka ultrazvuéne sonde (cm?),
V - volumen tretiranog uzorka (cm®).

3.2.5.2.2 Primjena kelirajuceg sredstva

Ekstrakcija pektina keliraju¢im sredstvom etilendiaminotetraoctenom kiselinom (EDTA)
provedena je na uzorku ljuske crvenog luka prema modificiranom postupku Renard i Thibault-
a (1993).

Priprema 50 mM acetatnog pufera (Na-Ac) pH 4,6:

Zapripremu 1 L 50 mM acetatnog pufera pH 4,6 precizno se odvaze 2,01 g natrij-acetata i otopi
u priblizno 900 mL demineralizirane vode. Otopini se doda 1,5 mL octene kiseline uz mijeSanje
te se pripremljenom puferu precizno izmjeri pH (EasyFive™ FE20, Mettler Toledo, Svicarska).
Po potrebi se pH podesi na Zeljenu vrijednost dodavanjem vrlo male koli¢ine koncentrirane
octene Kiseline ili pripremljene otopine natrijeva hidroksida, 5 M (nekoliko kapi). Volumen
pufera podesi se do 1 L u odmjernoj tikvici.

Priprema 50 mM fosfatnog (Na-Ph) pufera pH 7,0:

Za pripremu 1 L 50 mM fosfatnog pufera pH 7,0 precizno se odvaze 3,22 g natrijeva
dihidrogenfosfata dihidrata i 4,33 g dinatrijeva hidrogenfosfata koji se otope u priblizno 900
mL demineralizirane vode. Otopini se izmjeri pH pomoéu pH metra (EasyFive™ FE20, Mettler
Toledo, Svicarska), koji se po potrebi podesi na Zeljenu vrijednost dodavanjem male koli¢ine
koncentrirane fosforne kiseline ili natrijeva hidroksida. Kona¢ni volumen pripremljenog pufera
podesi se u odmjernoj tikvici (1 L).

Postupak rada:

Ekstrakcija pektina iz ljuske crvenog luka pomo¢u EDTA (dinatrijeva sol dihidrat, Kompleksal
I1l, Kemika; Hrvatska) provedena je pri dvije razli¢ite pH vrijednosti otapala i pri dvije
temperature. U ekstrakciji je koriSteno 2 g AIR uzorka ljuske crvenog luka koji se odvaze u
laboratorijske boce od 250 mL (za ekstrakciju pri poviSenoj temperaturi) ili u staklene caSe od
100 mL (za ekstrakciju pri sobnoj temperaturi) te se uzorku doda 50 mL otapala (odgovarajuci
pufer s dodatkom EDTA (100 mM; u izracunu potrebne mase EDTA uracunata je korekcija za
vodu (dihidrat)). Ekstrakcija pri poviSenoj temperaturi provodi se pri 90 °C u zacepljenim
bocama (kako bi se sprijecilo isparavanje otapala) uz periodicno ru¢no mijesanje smjese

(polagana vrtnja boce); odnosno u poklopljenim ¢asSicama na magnetskoj mjesalici (RO 5, IKA;
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Njemacka) pri sobnoj temperaturi. Trajanje ekstrakcije u oba sluc¢aja iznosi 2 h. Nakon isteka
vremena, sadrzaj boca/Casica kvantitativno se filtrira na Biichnerovom lijevku s Whatman No.4
filter papirom, pomo¢u vakuuma, a talog na filteru ispire se s 25 mL odgovarajuceg pufera bez
EDTA. Isprani talog kvantitativno se prenosi natrag u bocu/¢asu te se ekstrakcija prema
opisanom postupku ponovi tijekom sljedeca 2 h.

Dobiveni pektinski ekstrakti (filtrati) nakon 1. i 2. ekstrakcije kvantitativno se zdruze, precizno
se izmjeri kona¢ni volumen te se ukupnom ekstraktu doda 4 puta vec¢i volumen 96 %-tnog
etanola (etanol se dodaje polako uz istovremeno mijeSanje otopine). Smjesa se ostavi u
hladnjaku pri 4 °C tijekom no¢i kako bi se maksimalno potaknula precipitacija pektinskih tvari.
Dobiveni precipitati kvantitativno se filtriraju na Biichnerovom lijevku s Whatman No. 1 filter
papirom, pomoc¢u vakuuma, te se ispiru smjesom vode i etanola (1:4 (v/v)). U svrhu lakSeg
izdvajanja precipitata, pred kraj filtracije moze se koristiti i centrifuga (SL8 R s HIGHConic I11
s Fixed Angle rotorom, Thermo scientific; SAD; 10', 20 °C, 9000 o/min) kako bi se uklonilo
Sto viSe otapala. Dobiveni talog pektinskih precipitata resuspendira se u najmanjem volumenu
potrebnom za njegovo potpuno otapanje, §to ovisi o kKoristenim uvjetima ekstrakcije 1 prinosu
pektina (50 - 100 mL). Pritom treba paziti da otopina ne bude previskozna. Otopljeni pektin
dijalizira se uz demineraliziranu vodu kako je prethodno opisano (poglavlje 3.2.4.1). Nakon
dijalize, s obzirom da se volumen dijalizata uveca uslijed ulaska vode unutar tubularne
membrane, pektinski ekstrakt se upari na roacijskom vakuum uparivac¢u (Heidolph; Njemacka)
pri najviSe 50 °C i tlaku 100 mbar, radi ustede vremena liofilizacije. Upareni ekstrakt susi se
liofilozacijom (FreeZone 1, Labconco; SAD).

Isprani talog ljuske crvenog luka nakon ektrakcije pektina susi se izmjenom otapala. U tu svrhu,
talog se ispire 2 puta s 40 mL 96 %-nog etanola i zatim s 40 mL acetona. Pritom je vazno dobro
resuspendirati uzorak u odgovaraju¢em otapalu. S obzirom da se radi o lako hlapivim i
zapaljivim otapalima, cjelokupni postupak potrebno je izvoditi u digestoru. Nakon zadnjeg
ispiranja, talog se prebaci u plitku posudu velike ishlapne povrsine (u $to tanjem sloju), prekrije
se stani¢evinom te ostavi u digestoru dok sav aceton ne ishlapi.

Tablica 25 prikazuje uvjete ekstrakcije pektina iz ljuske crvenog luka tijekom postupka
optimizacije iste. Za svaki set eksperimentalnih uvjeta, ekstrakcija je provedena u duplikatu.
Prinos pektina iz ljuske crvenog luka te prinos ostatka nakon ekstrakcije odredeni su
gravimetrijski nakon liofilizacije pektinskih ekstrakata i susenja ostatka nakon ekstrakcije
izmjenom otapala. Prinosi su izrazeni kao maseni udjel u suhoj tvari sekundarne biljne sirovine

(% s.tv.) te prikazani kao srednje vrijednosti s pripadaju¢om standardnom devijacijom.
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Tablica 25. Parametri optimizacije ekstrakcije pektina iz ljuske crvenog luka kelirajuéim

sredstvom
Parametri ekstrakcije
. 5 Oznaka U K/ K
Otapalo Temperatura Trajanje Ponovlje_r_ma eksperimenta zorak/oznaka
°O) (h) ekstrakcija
i pektin/ A-25_P
50 mI\IgIHNz-éAE pufer 25 2 2 puta A-25 ostatakl A25 R
100 mM EDTA ] pektin/ A-90 P
% ’ 2 puta A0 ostatak/ A-90 R
i pektin/ P-25_P
50 ml\lgIHN?-CI)DT_ pufer 25 2 2 puta P-25 ostatakl P-25_R
100 mM EDTA 90 2 2 puta P-90 pektin/ P-90_P

ostatak/ P-90 R

3.2.5.3 Ponovljeno frakcioniranje polisaharida pulpe Se¢erne repe

Ponovljeno frakcioniranje polisaharida pulpe Secerne repe provedeno je prema protokolima
razvijenima u laboratoriju Paroi Végétale et Polysaccharides Pariétaux Francuskog nacionalnog

instituta za istrazivanja u poljoprivredi (INRA, Centar Angers-Nantes, BIA).
3.2.5.3.1 lzdvajanje pektinskih frakcija

U ponovljenom frakcioniranju polisaharida pulpe Secerne repe, pektinske frakcije izdvojene su
sukcesivnim ekstrakcijama alkoholno-netopljivog ostataka amonijevim oksalatom pri 2 pH
vrijednosti: 4,6 i 3,0.

Ekstrakcija amonijevim oksalatom pri pH 4,6

Otapalo za ekstrakciju pripremljeno je kao 0,25 %-tna otopina amonijeva oksalata kojoj je pH
vrijednost podesena na 4,6 dodavanjem 0,2 M otopine oksalne kiseline, uz pra¢enje na pH-
metru (FiveEasy™ FE20, Mettler Toledo, Svicarska).

Pomijesa se 12 g suhog uzorka (AIR) s 480 mL otapala (1:40 w/v) u laboratorijskoj staklenoj
boci (500 mL, Duran, Njemacka) te se smjesa zagrijava pri 40 °C tijekom 30 min uz mijeSanje
na magnetnoj mijesalici, kako bi se suhi materijal rehidrirao. Nakon toga, smjesa se zagrijava
pri 85 °C u vodenoj kupelji dodatnih 30 min, uz redovito mijesanje, ru¢no. Smjesa se nakon
toga ohladi do ~40 °C te se filtrira preko najlonske tkanine (11 pm) i lijevkastog filtera od
sinteriranog stakla (deklarirana oznaka poroziteta G3). Talog s filtera kvantitativno se prenese
ponovno u laboratorijsku bocu te se ponovi ekstrakcija pri 85 °C, uz izmjenu da je dodano
manje otapala nego u prvoj ekstrakciji, 360 mL (1:30 w/v), s obzirom da je materijal u
ponovljenoj ekstrakciji vlazan. Ovaj postupak ponovi se ukupno 2 puta. Filtrati nakon svake

ekstrakcije zdruze se u jedinstveni pektinski ekstrakt, a talog nakon trostuke ekstrakcije ispere
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se s 3 x 360 mL demineralizirane vode. Ispiranje pektina iz taloga potrebno je provoditi sve
dok je kontorola na prisutnost galakturonske kiseline (odreduje se analizom prema MHDP
metodi kako je opisano u poglavlju 3.2.3.5.5) pozitivna, i/ili dok se ne ukloni sav amonijev
oksalat iz uzorka. S obzirom na prvo navedeno, u 2. i 3. ispiranju nije bilo znacajne
koncentracije galakturonske kiseline te je samo filtrat 1. ispiranja zdruzen s pektinskim
ekstraktom, medutim, 3 ispiranja su bila potrebna za uklanjanje rezidualnog amonijeva
oksalata. Ukupni pektinski ekstrakt upari se do ~100 mL na rotacijskom vakuum uparivacu (R-
200, Biichi, Njemacka) pri 40 °C te se istome precizno izmjeri volumen pomoc¢u menzure.
Pektin iz ekstrakta kvantitativno se precipitira dodatkom Cetverostrukog volumena 96 %-tnog
hladnog etanola, uz stalno mijeSanje, a pektinski precipitat u etanolu ostavi se preko no¢i pri 4
°C, kako bi se maksimalno potaknula precipitacija. Pektinski precipitat izdvoji se filtracijom
pomocu najlonske tkanine (11 wm) i sinter lijevka (G4) te se ispire ponovnim resuspendiranjem
u 400 mL vodene otopine etanola otopine 1:4 (v/v) na magnetnoj mijeSalici. S obzirom na
mogucu otezanu filtraciju, precipitat se moze izdvojiti i centrifugiranjem (3K30 - rotor 12150,
Sigma; Njemacka) pri 8000 o/min i 4 °C tijekom 15 min. Ispiranje pektina provodi se ukupno
3 puta. Talog ispranog pektina otopi se u priblizno 25 mL demineralizirane vode na magnetskoj
mjesalici pri sobnoj temperaturi te se otopina postavi na dijalizu u Cellu Sep T2 (hominalna
MWCO (engl. molecular weight cut-off) 6000 - 8000 Da; 7,96 mL/cm) dijalizacijske
membrane (Membrane Filtration Products Inc.; SAD) kako je prethodno opisano (poglavlje
3.2.4.1). Dijaliza se provodi uz demineraliziranu vodu te izmjenu ukupnog volumena permeata
(5 L) svakih 2-3 h do uspostave inicijalne vodljivosti izmjerene u ¢istoj demineraliziranoj vodi.
Dijalizirana otopina pektina kvantitativno se prenese u tikvicu s okruglim dnom, zamrzne se i
osusi liofilizacijom (LYO GT2 Basic, SRK System Technik; Njemacka).

Ekstrahirani materijal suSen je izmjenom otpala. U tu svrhu temeljito je ispran s 2 x 200 mL 96
%-tnog EtOH te 1 x 200 mL acetona (dobro resuspendirati materijal u otapalu te ga odvojiti
filtracijom), a potom je prebacen u staklenu posudu velike ishlapne povrSine i ostavljen u
digestoru (prekriti stani¢evinnom) kako bi sav aceton ishlapio. Ekstrakcija amonijevim
oksalatom pri pH 4,6 provedena je u triplikatu.

Ekstrakcija amonijevim oksalatom pri pH 3,0

Otapalo za ekstrakciju pripremljeno je kao 0,25 %-tna otopina amonijeva oksalata kojoj je pH
vrijednost podeSena na 3,0 dodavanjem 0,2 M otopine oksalne kiseline, uz pracenje na pH-
metru.

Ekstrakcija amonijevim oksalatom pri pH 3,0 provedena je analogno prethodno opisanoj

ekstrakciji pri pH 4,6.
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Izracun rezultata:

Prinosi pektina odredeni su gravimetrijski iz razlike mase prije i nakon susenja liofilizacijom,
a izrazeni su kao udjeli u suhoj tvari (% s.tv.) sekundarne biljne sirovine, uzimajuc¢i u obzir
gubitak mase ekstrakcijom 70 %-tnim etanolom (priprema AIR uzorka), kao i gubitak mase
ekstrakcijom pektina pri pH 4,6 (u sluc¢aju prinosa pektina ekstrahiranog pri pH 3,0). Rezultati

su prikazani kao srednje vrijednosti s pripadaju¢om standardnom devijacijom.
3.2.5.3.2 lzdvajanje hemiceluloznih frakcija

Ekstrakcija litijevim-kloridom - dimetilsulfoksidom (LiCl -DMSO)

Ekstrakcija LiCI-DMSO (litijev klorid-dimetilsulfoksid) provedena je prema radu Ray i
suradnika (2014).

Kao otapalo u ekstrakciji koriStena je 8,4 %-tna otopina LiCl u DMSO, a pripremljena je
dodavanjem 84 g LiCl u prethodno izmjerenih 1000 mL DMSO (u staklenoj tamnoj boci) uz
intenzivno mijeSanje na magnetskoj mijesalici do potpunog otapanja (preko noc¢i).

Pomijesa se 5 g suhog uzorka (depektinizirani materijal) s 1000 mL LiCI-DMSO otapala (1:200
w/v) te se smjesa stavi u kupelj zagrijanu pri 100 °C. Ekstrakcija se provodi tijekom 5 h uz
konstantno mijeSanje pomoc¢u magnetske mijeSalice i pod strujom N2 koja se dovodi na
povrsinu tekucine. Nakon ekstrakcije, ekstrakt se izdvaja filtracijom na sinter lijevku
(deklariranog poroziteta G4, Pyrex®; Ujedinjeno Kraljevstvo). Talog na filteru ispere se s 50
mL svjezeg DMSO, a filtrat od ispiranja zdruzi se s izvornim filtratom (ekstraktom). Ekstrakt
hemiceluloze uparava se u digestoru pomocu rotacijskog vakuum uparivac¢a (R-200, Biichi,
Njemacka), pri 70 °C, dok se ne dobije gusta smjesa s kristaliziranim LiCl-om. Uparenom
ekstraktu dodaje se 200 mL demineralizirane vode, precizno se izmjeri ukupni volumen, smjesa
se prebaci u staklenu bocu odgovaraju¢eg volumena te se doda Cetverostruki volumen hladnog
96 %-tnog etanola uz mijeSanje. Precipitacija se odvija pri 4 °C (u hladnjaku/hladnoj sobi)
tijekom 3 h. Nakon toga, smjesa se filtrira ili centrifugira (6-16 KS, Sigma; Njemacka; 8000
o/min, 15 min, 4 °C), a talog se ispire s ukupno 500 mL vodene otopine etanola (1:4 (v/v)), u
nekoliko obroka). Nakon ispiranja, talog hemiceluloze se ostavi u digestoru kako bi etanol
ishlapio. Zatim se talog otopi u malom volumenu demineralizirane vode (20-30 mL) te se
postavi na dijalizu uz demineraliziranu vodu, kako je prethodno opisano (v. poglavlje 3.2.4.1).
Dijalizirana otopina hemiceluloze susi se liofilizacijom (LYO GT2 Basic, SRK System
Technik; Njemacka).

Inicijalni filtrat/supernatant nakon precipitacije (etanolna otopina) te filtrat/supernatant od

ispiranja precipitata zdruzuju se i uparavaju do malog volumena, a zatim i dijaliziraju uz
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demineraliziranu vodu kao i kod pripreme drugih polisaharidnih frakcija. Dijalizirana otopina
susi se liofilizacijom (LYO GT2 Basic, SRK System Technik; Njemacka).

Talog nakon LiCI-DMSO ekstrakcije sus$i se izmjenom otapala. U tu svrhu ispire se s 2 x 100
mL 96 %-tnog EtOH i 1 x 100 mL acetona (vazno je dobro resuspendirati talog u otapalu) i
nakon svakog ispiranja izdvaja filtracijom, a nakon ispiranja acetoma susi se u digestoru u
staklenoj posudi velike ishlapne povrSine (dok sav aceton ne ishlapi). Po potrebi se nakon
susenja materijal dodatno homogenizira u tarioniku s tuckom.

Frakcioniranje hemicelulozne frakcije ionskom izmjenom

Ionska izmjena provedena je pomo¢u DEAE (engl. diethylaminoethyl) -Sepharose Fast Flow
slabog anionskog izmjenjivaca (GE Healthcare Life Sciences; Ujedinjeno Kraljevstvo).
Anionskom smolom puni se preparativna kolona XK26/20 za nisko ili srednjetlacnu
kromatografiju (GE Healthcare Life Sciences; Ujedinjeno Kraljevstvo) na nacin da se prvo
izmjeri radni volumen kolone, a zatim i jednak volumen (zapravo nesto veci, toliko da je sloj
smole u mirovanju zadovoljava radni volumen kolone) anionske smole. Smola se zatim dobro
ispere demineraliziranom vodom (s otprilike 500 mL vode, u nekoliko obroka, te se potom
kondicionira na radni pufer (25 mM natrij-acetatni pufer, pH 4,5) ispiranjem u puferu (2 x 100
mL) i degazira pomoc¢u vakuuma (suspenzija u puferu). Degazirana smola pazljivo se ulije u
vertikalno postavljenu kolonu i ostavi preko noci da se smola dobro slegne uslijed djelovanja
gravitacije. Kad se dobije ravnomjeran i kompaktan sloj smole u koloni, spoji se izlaz kolone
na peristalticku pumpu (Minipuls 3 s yellow-blue kanali¢ima; Gilson; Ujedinjeno Kraljvstvo)
te se pod malim potokom izvuée suvisak pufera na vrhu kolone (paziti da smola ne ostane suha).
Zatim se pazljivo postavi klip - namjesti se do linije sloja smole te se kolona ¢vrsto zatvori.
Kolona se spoji na peristalticku pumpu tako da pumpa dovodi mobilnu fazu na vrh kolone.
Uzorak hemiceluloze (najvise 200 mg) otopi se u koncentraciji priblizno 10 mg/mL te se nanese
na kolonu pri protoku 1,5 mL/min. U isto vrijeme se skuplja efluent na dnu kolone u menzuru.
Nakon nanoSenja uzorka, kolona se eluira puferom (25 mM natrij-acetatni pufer, pH 4,5) s
najmanje 2-2,5 volumena kolone (priblizno 160 - 200 mL) protokom 1,5 mL/min. Pritom treba
paziti da je eluent (pufer) prethodno degaziran kako se u sustavu ne bi pojavljivali mjehuri¢i
plina, odnosno kako bi protok kroz kolonu bio jednolican. Sakupljena neutralna frakcija
hemiceluloze u efluentu uparava se do malog volumena pomocu rotacijskog vakuum uparivaca
(R-200, Biichi; Njeacka) te susi liofilizacijom (LYO GT2 Basic, SRK System Technik;
Njemacka). Kisela frakcija hemiceluloze, vezana na ionskom izmjenjivacu, eluira se 1 M

otopinom natrijeva klorida (NaCl) u puferu (otopinu prethodno degazirati) s najmanje 6
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volumena kolone (priblizno 480 mL) pri protoku 1,5 mL/min. Sakupljeni efluent kisele frakcije
uparava se do malog volumena, dijalizira se uz demineraliziranu vodu te se susi liofilizacijom.
Alkalne ekstrakcije

Alkalne ekstrakcije provode se na ekstrahiranom ostatku nakon LiCl-DMSO ekstrakcije.

Za ekstrakciju se koristi 2,0 g suhog usitnjenog uzorka koji se mijesa s otapalom (1 M KOH ili
4 M KOH, oba s dodatkom 20 mM NaBHa4) u omjeru 1:400 (w/v) u laboratorijskoj boci ili
Erlenmeyer tikvici od 2 L. Prvo se provodi ekstakcija s 1 M KOH, a zatim i s 4 M KOH.
Ekstrakcija 1 M KOH + 20 mM NaBH, provodi se tijekom 17 h pri sobnoj temperaturi, uz
konstantno mijeSanje na magnetskoj mijeSalici. Nakon ekstrakcije, smjesa se filtrira preko
najlonske tkanine (11 pm) i sinter lijevka (G4). lzdvojeni filtrat/ekstrakt neutralizira se
dodatkom ledene octene kiseline do pH 6,0, uz hladenje u smjesi vode i leda i uz pracenje
promjene pH vrijednosti na pH metru (FiveEasy™ EF20, Mettler Toledo, Svicarska).
Neutralizaciju je potrebno izvoditi polako zbog nastanka pjene. Ostatak nakon filtracije
ponovno se ekstrahira prema opisanome, ali u trajanju od 1 h. Izdvojeni ekstrakt neutralizira se
octenom kiselinom, kako je opisano, a oba neutralizirana ekstrakta se zdruze i uparavaju
pomocu rotacijskog vakuum uparivaca (R-200, Biichi, Njemacka) do volumena ~100 mL.
Ekstrahirani materijal nakon ponovljene ekstrakcije resuspendira se u 4 M KOH s dodatkom
20 mM NaBH4, u omjeru 1:400 (w/v), te se ponovi ekstrakcija u trajanju 17 h i pri sobnoj
temperaturi. Ekstrakt se izdvoji filtracijom i zatim se neutralizira octenom Kkiselinom.
Ekstrahirani materijal jo§ jednom se ekstrahira istim otapalom (4 M KOH + 20 mM NaBHa) u
trajanju 1 h, a ekstrakt nakon ponovljene ekstrakcije takoder se neutralizira i zdruzi S izvornim
4 M KOH ekstraktom, a potom i upari na rotacijskom vakuum uparivacu do ~ 400 mL. Upareni
ekstrakti (1 M i 4 M) dijaliziraju se uz demineraliziranu vodu (dijalizat znatno povecava
volumen tijekom dijalize pa je potrebno ostaviti dovoljno prostora u membrani) te se suSe
liofilizacijom (LYO GT2 Basic, SRK System Technik; Njemacka). Ostatak nakon uzastopnih
alkalnih ekstrakcija ispire se s 2 x 100 mL 0,1 M octene kiseline i takoder se susi liofilizacijom.
Tablica 26 prikazuje popis frakcija izdvojenih u ponovljenom frakcioniranju polisaharida pulpe
Secerne repe.

Izracun rezultata:

Prinosi hemiceluloznih frakcija odredeni su gravimetrijski iz razlike ulaznih 1 izlaznih masa
tijekom suSenja liofilizacijom, a izraZeni su kao udjeli u suhoj tvari (% s.tv.) sekundarne biljne
sirovine, uzimajuci u obzir gubitak mase ekstrakcijom 70 %-tnim etanolom (priprema AIR

uzorka) te sve prethodne evidentirane gubitke mase, tj. sve ekstrakcijske korake koji su
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prethodili. Rezultati su prikazani kao srednje vrijednosti s pripadaju¢om standardnom
devijacijom.

Tablica 26. Frakcije izdvojene u ponovljenom postupku frakcioniranja polisaharida pulpe
Secerne repe.

Oznaka .

Otapalo uzorka Opis
é 2 AO* pH4,6 P1 Precipitirani pektin
=)
A s .
S+ AO,pH30 P2 Precipitirani pektin

LiCI-DMSO H1 Precipitirana hemiceluloza
[<b]
c . .
5 ©  LiCl-DMSO-EtOH H1_EtOHs Hem_|c_elul_(_)za u filtratu nakon etanolne
S5 precipitacije
8%
‘€& 1MKOH+20 mM NaBH, H2 Hemiceluloza dobivena liofilizacijom
T

4 M KOH + 20 mM NaBH: H3 Hemiceluloza dobivena liofilizacijom
Ostatak C Ostatak nakon provedenih ekstrakcija

*A0 - amonijev oksalat (0,25 % (w/v))

3.2.6 Parcijalna hidroliza izdvojenih polisaharidnih frakcija
3.2.6.1 Enzimska hidroliza ksilana do ksilooligosaharida

Parcijalna enzimska hidroliza do oligosaharida provedena je na topljivim i netopljivim
hemiceluloznim podfrakcijama izdvojenima iz ljuske oraha (WS) i mahune graska (PP). Pritom
je koriSten enzim endo-1,4-B-ksilanaza iz Neocallimastix patriciarum (Megazyme; Irska),
aktivnosti 10 000 U/mL (jedinica U definirana je kao koli¢ina enzima potrebna za otpustanje 1
pmol ekvivalenata reduciraju¢eg Secera ksiloze po minuti iz arabinoksilana iz pSenice (5
mg/mL) u 100 mM fosfatnom puferu pri pH 6,0). Navedeni enzim nasumi¢no hidrolizira -
(1,4) glikozidnu vezu kojim su medusobno povezane jedinice ksiloze u molekuli ksilana,
oslobadajuci tako ksilooligosaharide. Uzorci topljivog 1 netopljivog ksilana ljuske oraha 1
mahune graska otopljeni su (resuspendirani) u 100 mM natrij-fosfatnom puferu pH 6,0 u
koncentraciji koja odgovara 10 mg/mL ksilana (ukupne ksiloze - anhidro oblik) u svakom
uzorku (stvarna koli¢ina svakog uzorka bila je razli¢ita s obzirom na razli¢it udjel ukupne
ksiloze u pojedinom uzorku). Koli¢ina ksilanaze za hidrolizu izracunata je na temelju
koncentracije ukupne ksiloze u reakcijskoj smjesi te pretpostavljenom vremenu hidrolize od 1

h, potrebnom za teorijsku potpunu razgradnju ksilana, $to je predstavljalo aktivnost od 0,13
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U/mg ksilana u uzorku, odnosno koncentraciju enzima 1xE. Takoder su upotrijebljene i
desetorostruko (10xE) i stostruko veca (100xE) koncentracija enzima, Sto je odgovaralo
aktivnostima od 1,3 U/mg ksilana u uzorku, odnosno 13 U/mg ksilana u uzorku. Hidroliza je
provedena pri 40 °C u termobloku s mijesanjem (Eppendorf Thermomixer® C, Eppendorf;
Njemacka) te su izuzimani uzorci hidrolizata u odredenim vremenskim razmacima, u kojima
su kvalitativno 1 kvantitativno odredeni ksilooligosaharidi. Tablica 27 sazeto prikazuje
parametre enzimske hidrolize.

Tablica 27. Parametri enzimske hidrolize (endo-1,4-B-ksilanazom) netopljive (ntH) i

topljive (tH) hemiceluloze iz ljuske oraha i mahune graska, izdvojenih pri optimalnim
uvjetima ekstrakcije ksilana.

Koncentracija 10 mg/mL*

' supstrata

8 Temperatura .

ST hidrolize 40°C

< -

3T Koncee“nt;‘icrgg 1xE (0,13 U/mgS**) 10xE (1,3 UImgS**) 100xE (13 U/mgS**)
vrieme o0 | qh [ 2an | 1h | 3n | eh | 2an [ 10| 300 | 45 | 10 | 24n
hidrolize

. Koncentracija 10 mg/mL*

« supstrata

-

>§ T Temperatl_Jra 40 °C

& < hidrolize

cs — -

g  Koncentacija . p 613 Uimgs*) 10XE (1,3 U/mgS**) 100xE (13 U/mgS**)

-g enzima

= vrileme 9o | 4h | 24nh | th | 3n [ eh | 240 | 10 | 1h | 24n
hidrolize

* koncentracija ukupne ksiloze u uzorku ksilana
**S-supstrat - ukupna ksiloza

Izdvojeni alikvoti hidrolizata (200 pL) uronjeni su u kipu¢u vodu (100 °C) te ostavljeni da
kljucaju tijekom 5 min kako bi se toplinski denaturirali enzimi, a time i zaustavila hidroliza.

Ohladeni hidrolizati ¢uvani su pri -20 °C do analize.
3.2.6.2 Enzimska hidroliza pektina do oligogalakturonida

Pektinski oligosaharidi (POS) u obliku oligogalakturonida (OGaU) dobiveni su hidrolizom
pektina iz pulpe Secerne repe (SBP), ljuske crvenog luka (OP) i ljuske kakaovog zrna (CBH)
prema modificiranoj metodi Babbar i suradnika (2016a). Hidroliza pektina iz ljuske kakaovog
zrna i ljuske crvenog luka provedena je pomocu enzima endo-poligalakturonaze M2 (ePG-M2)
iz Aspergillus aculeatus (EC 3.2.1.15, Megazyme; Irska), aktivnosti 650 U/mL, koji hidrolizira
a-(1,4)-glikozidne veze izmedu jedinica galakturonske kiseline u molekuli pektina. Za hidrolizu
pektina iz pulpe Secerne repe do oligogalakturonida koriSten je enzimski koktel Viscozyme® L

(Sigma-Aldrich; Njemacka), aktivnosti 4135 U/mL.
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Analogno hidrolizi ksilana, otopine pektina pripremljene su kao otopine 10 mg/mL
galakturonana (ukupne galakturonske kiseline u uzorku - anhidro oblik), a stvarna odvaga
pektinskih frakcija ovisila je o udjelu galakturonske kiseline u uzorcima. Uzorci pektina
otopljeni su u odgovaraju¢éem volumenu 100 mM natrij-acetatnog pufera pH 5,5. Koli¢ina
enzima za hidrolizu izracunata je s obzirom na udjel galakturonana u uzorku, specificiranu
aktivnost enzima te pretpostavljeno trajanje reakcije od 1 h, potrebno za teorijsku potpunu
razgradnju supstrata. Tako definirana koli¢ina enzima oznacena je 1xE, $to je odgovaralo 0,87
U/mg galakturonana u uzorku. U optimizaciji hidrolize koristene su i deset puta te sto puta vece
koli¢ine enzima, odnosno 10xE i 100xE, §to je odgovaralo aktivnostima enzima od 8,7 U/mg
galakturonana u uzorku te 87 U/mg galakturonana u uzorku. Hidroliza je provedena pri 40 °C
u termobloku s mijesanjem (Eppendorf Thermomixer® C, Eppendorf; Njemacka) te su
izuzimani uzorci hidrolizata u odredenim vremenskim razmacima, u kojima su kvalitativno i
kvantitativno odredeni oligogalakturonidi. Tablica 28 sazeto prikazuje parametre hidrolize.
Tablica 28. Parametri enzimske hidrolize (endo-poligalakturonazom ili Viscozyme

enzimskim preparatom) pektinskih frakcija izdvojenih iz pulpe Secerne repe, ljuske
kakaovog zrna i ljuske crvenog luka pri optimalnim uvjetima ekstrakcije.

Koncentracija 10 mg/mL*
2B supstrata
% S Temperatl_Jra 40 °C
g hidrolize
2 ¢ oncentactja 10XE (8,7 U/mgS**)
< =
aex Vrijeme . .
3 hidrolize 10 30 1h 6h 24h
Enzim Viscozyme enzimski koktel
Koncentracija *
S= supstrata 10 mg/mL
='S  Temperatura o
2% hidrolize 40°C
S —
cg Koncee“nt;crg: 1XE (0,87 UImgS™*) 10XE (8,7U/mgS**) 100XE (87 U/mgS**)
s .S
S = —
2 < Vrieme o | an | 6h [ 2an | 100 | th | eh | 2an | 100 | 1h | eh | 24n
e hidrolize
Enzim enzim ePG-M2
Koncentracija -
g = supstrata 10 mg/mL
N =
> O Temperatura o
o¢ hidrolize 40°C
$g  Koncentaca e 087 Uimgs*) 10XE (8,7 UImgS**) 100xE (87 U/mgS**)
22 enzima
© 'S =
53 YEME 10| 1h | 6h [24h | 10' | 1 | 6h | 240 | 20 [ 1n | 6h | 24n
28 idrolize
Enzim enzim ePG-M2

* koncentracija ukupne galakturonske kiseline u uzorku pektina
**S-supstrat - ukupna galakturonska kiselina
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Izdvojeni alikvoti hidrolizata (200 pL) uronjeni su u kipucu vodu (100 °C) te ostavljeni da
kljucaju tijekom 5 min kako bi se toplinski denaturirali enzimi, a time i zaustavila hidroliza.

Ohladeni hidrolizati ¢uvani su pri -20 °C do analiza.

3.2.6.3 Karakterizacija hidrolizata ksilana i pektina teku¢inskom kromatografijom visoke
ucinkovitosti (HPLC-PDA)

Odredivanje ksilooligosaharida i oligogalakturonida omoguceno je primjenom tekucinske
kromatografije visoke u¢inkovitosti (HPLC-PDA) uz prethodnu PMP derivatizaciju, prema
metodi razvijenoj u Laboratoriju za tehnologiju ugljikohidrata i konditorskih proizvoda
Prehrambeno-biotehnoloskog fakulteta u Zagrebu, kako je opisano u poglavlju 3.2.3.5.6.

S obzirom na komercijalno dostupne standarde (Megazyme; Irska), od ksilooligosaharida
(XOS) odredeni su: ksiloza (X1), ksilobioza (X2), ksilotrioza (X3), ksilotetraoza (X4),
ksilopentaoza (X5) i ksiloheksaoza (X6), s time da ksiloza i ksilobioza ne pripadaju kategoriji
oligosaharida u klasi¢cnom smislu (X1 je monosaharid, a X2 disaharid), medutim, kao produkti
hidrolize ksilana, u ovom kontekstu uvrsteni su u ksilooligosaharide.

Od oligogalakturonida (OGaU) odredeni su: galakturonska kiselina (GA1) (monohidrat, Sigma
Aldrich; Njemacka), digalakturonska kiselina (GAZ2), trigalakturonska kiselina (GA3) i
tetragalakturonska kiselina (GA4) (ChemCruz®, Santa Cruz Biotechnology; SAD). Kao i za X1
1 X2, GA1 1 GA2 takoder su smatrani oligogalakturonidima za potrebe ovoga istrazivanja.
Pomijesa se 100 pL alikvota hidrolizata ksilana i pektina (nakon inaktivacije enzima) s internim
standardom fukozom (0,4 mg/mL) u omjeru 1:1 (v/v) (kona¢na koncetracija fukoze iznosi 0,2
mg/mL) te se otopina dobro promije$a na vorteksu i derivatizara PMP reagensom, kako je
opisano u poglavlju 3.2.3.5.6.1. PMP derivati oligosaharida analizirani su prema razvijenoj
(optimalni uvjeti) HPLC-PDA metodi, kako je prethodno opisano (poglavlje 3.2.3.5.6.3).

Izracun rezultata:

Zajedno s uzorcima hidrolizata, derivatiziraju se i standardi XOS i OGaU, koncentracije 0,2
mg/mL (svakog analita), u koje se dodaje fukoza kao interni standard (kona¢na koncentracija
internog standarda takoder 0,2 mg/mL). Identifikacija PMP-derivata provodi se usporedbom
retencijskih vremena pikova u uzorku s pikovima na kromatogramu smijese standarada.
Kvantifikacija identificiranih pikova provodi se internim standardom, primjenom formule kako
je opisano u poglavlju 3.2.3.4.

Nakon kvantifikacije svakog od XOS, izracunat je relativni udjel pojedinog oligomera u odnosu
na ukupno odredene XOS (%), za svaku koncetntraciju enzima. Osim toga, izracunat je i stupanj

konverzije ksilana (%) na nacin da su prvo izra¢unate ekvivalentne mase ksiloze za svaki
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oligomer koristeci faktore 1,000 za X1, 1,064 za X2, 1,087 za X3, 1,099 za X4, 1,106 za X5 i
1,111 za X6 (navedeni faktori dobiveni su kao nxy*Mxy/ Mxos gdje n predstavlja broj jednica
ksiloze (Xyl) u odredenom XOS, a M molarnu masu; faktori se mnoze s koncentracijom
pojedinog XOS u uzorku hidrolizata kako bi se izracunala ekvivalentna masa ksiloze). Nakon
toga, ekvivalentne mase ksiloze svih XOS se zbroje te se pomnoze polimerizacijskim faktorom
za pentoze (0,88) kako bi se izracunala ekvivalentna masa ksilana (anhidro oblik ukupne
ksiloze) ¢ijom hidrolizom su nastali XOS. Stupanj konverzije ksilana u uzorku izracuna se kao
omjer ekvivalentne mase ksilana te ukupne mase ksilana (ukupne ksiloze - inhidro oblik) u
uzorku.

Analogno izacunu i prikazu rezultata za XOS, relativni udjel pojedinih OGaU izracunat je
nakon kvantifikacije istih s obzirom na interni standard. Stupanj konverzije galakturonana u
uzorku (%) izraCunat je na nadin da su prvo izraunate ekvivalentne mase galakturonske
kiseline za svaki oligomer koriste¢i faktore 1,00 za GA1, 1,05 za GA2, 1,07 za GA3 te 1,08 za
GAA4 (navedeni faktori dobiveni su kao neaiua*Meaiua/ Mocau gdje n predstavlja broj jednica
galakturonske kiseline (GalUA) u odredenom OGaU, a M molarnu masu; faktori se mnoze s
koncentracijom pojedinog OGaU u uzorku hidrolizata kako bi se izracunala ekvivalentna masa
galakturonske kiseline). Nakon toga, ekvivalentne mase galakturonske kiseline svih OGaU se
zbroje te pomnoze polimerizacijskim faktorom 0,907 kako bi se izra¢unala ekvivalentna masa
galakturonana ¢ijom hidrolizom su nastali OGaU. Stupanj konverzije galakturonana u uzorku
izraCuna se kao omjer ekvivalentne mase galakturonana te ukupne mase galakturonana (ukupne
galakturonske kiseline - anhidro oblik) u uzorku.

Analiza hidrolizata ksilana i pektina provedena je u duplikatu, a rezultati su prikazani kao

srednje vrijednosti s pripadaju¢om standardnom devijacijom.

3.2.7 Evaluacija prebioti¢kih svojstava monokulturom Bifidobacterium animalis ssp.
lactis BLC1

Za odredivanje jednog od aspekata prebiotickog uc¢inka hidrolizata ksilana i pektina (stimulacija
rasta probiotickih vrsta) koriStena je probioticka bakterija Bifidobacterium animalis ssp. lactis
BLC1, dobivena u liofiliziranom obliku (1,5*10' CFU/g) iz mlije¢ne industrije Dukat, Lactalis
grupe (Zagreb, Hrvatska). Tijekom uzgoja iste u anaerobnim uvjetima, uspostavljena je krivulja
rasta kako bi se odredili uvjeti u kojim se postize eksponencijalna faza rasta, Sto ¢e se primijeniti
na kasnije eksperimente.

Probioti¢ka bakterija Bifidobacterium animalis ssp. lactis BLC1, uzgajana je u MRS (engl.

Man, Rogosa and Sharpe broth) kompletnoj tekucoj hranjivoj podlozi (MRS Broth with Tween
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80, Biolife; Italija), uz dodatak L-cisteina (min. 98 %, Acros Organics™, Thermo Fisher
Scientific; SAD) u koncentraciji 0,5 mg/mL podloge, u anaerobnim uvjetima pri 37 °C tijekom
24 h. Koncentracija bakterija u tekucoj hranjivoj podlozi po zavrsetku uzgoja iznosila je 108
CFU/mL. Kako bi dobile pojedina¢ne kolonije na krutoj hranjivoj podlozi, pripremljena su
adekvatna razrjedenja bakterijske suspenzije u PBS puferu. Alikvot 100 uL 10° i 10°
razrjedenja suspendiran je u 2 mL top agara koji je izliven u Petrijevu zdjelicu u kojoj se nalazila
MRS kruta hranjiva podloga (MRS Agar with Tween 80, Biolife; Italija, 25 mL podloge;
podloga je pripremljena sukladno uputi na pakiranju, uz dodatak L-cisteina (min. 98 %, Acros
Organics™, Thermo Fisher Scientific; SAD) u koncentraciji 0,5 mg/mLpodloge). Nakon §to se
stvrdnuo top agar, na vrh je postavljena podloga (25 mL) sastavom jednaka kao na dnu Petrijeve
zdjelice (MRS Agar). Nakon 48 h uzgoja na ¢vrstoj podlozi, izdvojena je 1 od poraslih
bakterijskih kolonija, suspendirana je u 14 mL teku¢e MRS hranjive podloge te je ponovno
uzgajana u anaerobnim uvjetima pri 37 °C tijekom 24 h. Tako dobivena suspenzija koristena je
kao inokulum za procjenu prebioti¢kih u¢inaka hidrolizata ksilana i pektina. U tu svrhu,
nacijepljeno je 10 uL prethodno uzgojenog bakterijskog inokuluma u MRS teku¢u hranjivu
podlogu s dodatkom cisteina u koju su prethodno dodani hidrolizati ksilana ili pektina u
definiranim koncentracijama, u ukupnom volumenu 1,5 mL. Nakon 24 h uzgoja (anaerobno,
37 °C, 24 h), alikvot 100 pL (10°° ili 10°® razrjedenje) nacijepljen je u 2 mL top agara te izliven
na ¢vrstu hranjivu podlogu (MRS + top agar + MRS), kako je prethodno opisano. Po zavrsetku
anaerobnog uzgoja pri 37 °C tijekom 48 h, broj poraslih bakterijskih kolonija odreden je
metodom brojanja plo¢e (engl. plate count). Uspjesnost rasta bakterijske monokulture B.
animals ssp. lactis BLC 1 odredena je kao relativna vrijednost (%) u odnosu na broj poraslih
bakterijskih kolonija na kontrolnoj plo¢i (uzgoj bez dodatka hidrolizata).

Uzgoj B. animalis ssp. lactis BLC1 za svaku od definiranih koncentracija ukupno odredenih
produkata hidrolize u hidrolizatima ksilana i pektina proveden je u duplikatu, a rezultati su
prikazani kao srednje vrijednosti relativne brojnosti (% prezivljenja) s pripadajuCom

standardnom devijacijom.
3.2.8 Primjena pektinskih frakcija u razvoju funkcionalnih dozirnih oblika

3.2.8.1 Priprema jestivog filma i mikroinkapsuliranih Cestica

U izradi jestivog filma koristen je pektin pulpe Secerne repe ekstrahiran primjenom razrijedene
klorovodi¢ne kiseline (HCI) pri pH 1,5, kako je opisano u poglavlju 3.2.4.1, dok je u izradi

inkapsuliranih cestica koristen pektin ljuske crvenog luka izdvojen ekstrakcijom keliraju¢im
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sredstvom, pri optimiranim uvjetima (ekstrakcija acetatnim puferom pH 4,6 pri 90 °C - A-90),
kako je opisano u poglavlju 3.2.5.2.2.

Za pripremu obaju dozirnih oblika kao tekué¢i medij koristen je ekstrakt ruzmarina pripremljen
ekstrakcijom 20 g suhih listica ruzmarina s 500 mL demineralizirane vode pri 80 °C tijekom 30
min. Bistri ekstrakt izdvojen je filtracijom.

Jestivi film pektina pulpe Secerne repe pripremljen je metodom izlijevanja u kalup (engl. casting
method) pri ¢emu je kao kalup koriStena staklena Petrijeva zdjelica unutarnjeg promjera 11,7
cm. U ekstraktu ruzmarina (20 mL) potpuno se otopi pektin u koncentraciji 4 % (w/v) te se
dobivena otopina izlije u Petrijevu zdjelicu. Otopina se susi na zraku pri sobnoj temperaturi, pri
¢emu se formira film na dnu Petrijeve zdjelice koji se zatim odvoji od kalupa te se do daljnjih
analiza ¢uva izmedu slojeva masnog papira u eksikatoru.

Inkapsulacija ekstrakta ruzmarina provedena je tehnikom ionskog geliranja. U tu svrhu,
pripremi se 2 %-tna (w/v) otopina pektina u ekstraktu ruzmarina, koja se ukapava principom
kap-po-kap iz Sprice s tankom iglom u 3 %-tnu (w/v) otopinu kalcijeva klorida (CaCl,), takoder
u ekstraktu ruZzmarina. Prilikom ukapavanja, otopina soli se mijeSa (na magnetskoj mjeSalici)
kako bi se lakSe formirale Cestice sferi¢nog oblika. Inkapsulacija se provodi pri sobnoj
temperaturi. Formirane Cestice inkapsulata isperu se ekstraktom i ¢uvaju se u ekstraktu do

daljnjih analiza.
3.2.8.2 Karakterizacija pripremljenih funkcionalnih dozirnih oblika

Jestivi film te Cestice inkapsulata karakterizirani su s obzirom na udjel ukupnih polifenola, udjel
ukupnih hidroksicimetnih kiselina te antioksidacijski kapacitet odreden ABTS metodom.
Takoder je, prema istim navedenim parametrima, praceno je otpustanje polifenolnih spojeva iz
obaju dozirnih oblika u simuliranoj gastri¢noj otopini (engl. - simulated gastric fluid - SGF;
otopi se 2 g natrijeva klorida (NaCl) i 7 mL koncentrirane klorovodi¢ne kiseline (HCI) u
demineraliziranoj vodi u tikvici od 1 L; pH pripremljene otopine iznosi 1,2).

Za odredivanje ukupnih polifenola, hidroksicimetnih kiselina i1 antioksidacijskog kapaciteta
uzeto je 5 g filma, odnosno 0,5 g cCestica. Uzorak filma u potpunosti se otopi u 30 mL
demineralizirane vode te se otopina koristi kao uzorak za navedene analize. Cestice inkapsulata
(poznate mase) resuspendiraju se u 2 %-tnoj otopini (w/v) natrijeva citrata te se intenzivno
mijeSaju do potpunog otapanja, a otopina se koristi kao uzorak za prethodno navedene analize.
Ukupni polifenoli te antioksidacijski kapacitet ABTS metodom odredeni su kako je prethodno
opisano (poglavlja 3.2.2.3.1 i 3.2.2.3.4). Ukupne hidroksicimetne kiseline odredene su prema
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predlosku metode preuzete iz Poljske farmakopeje (6. izd. 2005), kako je opisano u radu
Matkowski i suradnika (2008).

U svrhu praéenja otpustanja polifenolnih spojeva, 0,5 g uzorka filma i ~0,6 g Cestica inkapsulata
(ovisno o masi pojedine Cestice), resuspendirano je u 30 mL SGF otopine na magnetskoj
mjesalici te su izuzimani alikvoti 2 mL u pravilnim vremenskim razmacima do ukupno 2 h,
koliko iznosi pretpostavljeno zadrzavanje u zelucu. Izuzeti volumen alikvota nadomjesteni su
jednakim volumenom SGF otopine.

Priprema uzorka za analizu bioaktivnih sastojaka te pra¢enje opustanja istih provedena je prema

radu Bel$cak-Cvitanovi¢ i suradnika (2016).

3.2.9 Statisticka obrada rezultata

Statisticka obrada rezultata provedena je metodom analize varijance (ONE-WAY ANOVA) uz
razinu znacajnosti (a-vrijednost) 0,05 te Tukey post-hoc test. U statistickoj obradi rezultata
koristen je statisticki program SPSS 17.0 (IBM; SAD).
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4. REZULTATI I RASPRAVA

U ovome radu analizirano je 5 agro-industrijskih ostataka: pulpa Secerne repe (SBP),
ljuska oraha (WS), ljuska kakaovog zrna (CBH), ljuska luka (OP) i mahuna graska (PP). Isti su
odabrani prema kriterijima vaznosti za konditorsku industriju - nusproizvodi proizvodnje
osnovnih konditorskih sirovina, Secera i kakaove mase, te konditorskih dodataka (jezgrasto
voce), kao 1 Siroko zastupljenih namirnica u prehrani opcenito (luk, grasak), a za cije
nusproizvode ne postoji velik broj istrazivanja ponovne primjene u prehrambene svrhe.
Navedeni biljni materijali razmatrani su kao vrijedne sekundarne sirovine - nekonvencionalni
izvori makro- i mikrosastojaka koji se ponovno mogu primijeniti u prehrani ljudi, u skladu s
inovativnim nacinima valorizacije i dodavanjem vrijednosti nusproizvodima prehrambene
industrije. Sirovinama je odreden osnovni makrokomponentni sastav, s posebnim osvrtom na
ugljikohidratnu frakciju, odnosno udjele topljivih i netopljivih vlakana, jednostavnih Secera i
lignina. Potpunom Kiselinskom hidrolizom strukturnih polisaharida omogucen je uvid u
monosaharidni sastav sirovina, na temelju kojeg se zakljuCilo o zastupljenosti pojedinih
strukturnih polisaharida u stani¢énim stijenkama pojedine sirovine. Sukladno rezultatima,
sirovine su podijeljene u sirovine bogate pektinom i sirovine bogate ksilanom te su razvijena 2
razli¢ita pristupa izdvajanja polisaharida stani¢ne stijenke, jedan u svrhu izdvajanja pektina, a
drugi u svrhu izdvajanja hemiceluloze - ksilana. Optimizacijom ova 2 pristupa omoguceno je
maksimalno iskoriStenje sirovine u smislu izdvajanja Zeljene polisaharidne frakcije. Procis¢ene
frakcije polisaharida (pektina i ksilana) posluzile su kao supstrat za proizvodnju
ksilooligosaharida i pektinskih oligosaharida, primjenom odgovaraju¢ih enzima. Vaznost i
dodana vrijednost navedenih oligosaharida je u potencijalnim prebioti¢kim svojstvima te se isti
mogu koristiti u daljnjoj proizvodnji novih funkcionalnih prehrambenih proizvoda, napose
funkcionalnih konditorskih proizvoda kao preferabilnih dozirnih oblika novih prebiotika. Osim
ugljikohidratne frakcije, u sirovinama je odreden i udjel najznacajnijih bioaktivnih spojeva -
polifenola i metilksantina, koji se takoder mogu koristiti kao funkcionalni sastojci.

Rezultati ovog istrazivanja te njihov znacaj i detaljno pojasnjenje navedeni su u sljede¢im

poglavljima.

4.1 Analiza osnovnog makrokomponentnog sastava

Sekundarne biljne sirovine u svim eksperimentima i analizama koriStene su u suhom
usitnjenom obliku. Tablica 29 prikazuje nadin pripreme te osnovne karakteristike koristenih

sekundarnih biljnih sirovina.
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Tablica 29. Karakteristike sekundarnih biljnih sirovina koristenih u istrazivanju.

Priprema sekundarne biljne
Vrsta sekundarne sirovine

Raspodjela velicine Cestica nakon

Udjel otpada u odnosu Udjel suhe tvari nakon finalizacije uzorka (um)

biline sirovine na primarnu sirovinu stabilizacije uzoraka
) Stabilizacija Finalizacija (%0) (%0) d(0,1) d(0,5) d(0,9)
Pulpa SecCerne repe Industrijski cna
(SBP) (suhi oblik) 50 # (mokre mase) 91,70 +0,05 70,2 392,4 798,3
B
jusk ha Prirodno suhi O:L
Ljuska ora -
(WS) nusproizvod e 47 91,67 +0,07 35,6 278,2 786,6
s
Ljuska kakaovog zrna  Prirodno suhi =, b
o
2
Ljuska crvenog luka Susenje pri § inc
(OP) 50 °C g 10 89,26 £ 0,05 85,5 343,3 683,1
3
Mahuna graska Susenje pri N
(PP) 50 °C 52 89,11 £ 0,30 83,5 344,3 820,0

2 Ralet i suradnici (2009)
b Fowler (2009); Okiyama i suradnici (2018)
¢ Waldron (2001); FAO (2018a)
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Vidljivo je (Tablica 29) da istrazivane sekundarne sirovine ¢ine znacajan dio primarnog
proizvoda, u rasponu 10-50 % (w/w). Za WS i PP, podaci su dobiveni eksperimentalno buduci
da su ove sirovine pripremljene u laboratorijskim uvjetima, dok su za SBP, CBH i OP prikazani
literaturni podaci. OP je udjelom u primarnom proizvodu najmanje zastupljen agro-industrijski
ostatak, medutim, vazno je naglasiti da prikazani podatak moze biti znacajno drugaciji (veéi)
jer i sastav ovog otpadnog biljnog materijala znacajno moze varirati (s obzirom na udjele
pojedinih neiskoristivih dijelova glavice luka, specifi¢no kvaliteti primarne sirovine i na¢inu
primarne obrade). Prikazani podatak dobiven je kombinacijom FAO podataka za proizvodnju
suhih glavica luka u 2001. godini u Europskoj uniji te dostupnog literaturnog podatka o koli¢ini
otpadne biomase luka u Europskoj uniji objavljenog u istoj godini. SBP, CBH i PP su udjelom
u primarnom proizvodu najzastupljeniji agro-industrijski ostaci (priblizno 50 % mase). Ipak, u
procjeni potencijalne vaznosti i iskoristivosti pojedinog agro-industrijskog ostatka, na razini
koli¢ine, osim zastupljenosti u primarnom proizvodu, veliku ulogu ¢ini i sam opeg proizvodnje
primarnog proizvoda te njegova dostupnost s istog mjesta. Tako, iako su OP i CHB na prvi
pogled koli¢inski manje zastupljeni nusproizvodi, globalna vaznost luka i kakaovog zrna te
dostupost ovih materijala u industijskim razmjerima ¢ini ih potencijalno vaznim sekundarnim
sirovinama.

SuSenjem sirovina postignut je Zeljeni udjel suhe tvari od priblizno 90 %, Sto je bila osnova za
mikrobiolosku stabilnost sirovina u uvjetima duzeg ¢uvanja. Sukladno tome, sirovine koje nisu
bile prirodno suhe, suSene su pri 50 °C do uspostavljanja zeljenog udjela suhe tvari (priblizno
24 - 48 h).

Analiza veli¢ine Cestica u prosijanoj frakciji (sito 450 um) nakon usitnjavanja pokazala je
relativno jednoliku raspodjelu veli¢ine Cestica u svim uzorcima, s d(0,1) vrijednosti priblizno
35 - 85 um, d(0,5) vijednosti priblizno 280-390 um i d(0,9) vrijednosti priblizno 675 - 820 pum.
Vrijednost d(0,1) predstavlja promjer ¢estice od kojeg 10 % svih Cestica uzorka ima manji
promijer; d(0,5) promjer Cestice od kojeg 50 % svih Cestica uzorka ima veéi promjer i 50 % svih
Cestica uzorka ima manji promjer, te d(0,9) promjer Cestice od kojeg 90 % svih Cestica uzorka
ima manji promjer. Realtivno ravnomjerna raspodjela veli¢ine Cestica u svim sirovinama
omogucila je pretpostavku da je prijenos mase uvjetovan veli¢inom cestica, u daljnjim
ekstrakcijskim postupcima, bio jednak za sve sirovine.

Osnovni makrokomponentni sastav sekundarnih biljnih sirovina (Tablica 30) odreden je
primjenom AOAC metoda. Izravno su odredeni udjeli lipida, proteina i mineralnog ostataka,
dok je udjel ugljikohidratne frakcije odreden kao razlika do 100 % mase suhe tvari svake

sirovine.
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Tablica 30. Prosjecan makrokomponentni sastav koriStenih sekundarnih biljnih sirovina
(SBP - pulpa secerne repe, WS - ljuska oraha, CBH - ljuska kakaovog zrna, OP - ljuska
crvenog luka, PP - mahuna graska).

Sekundarna L|p|d_r_1a Protelr)_ska _ Frakcija Ugljlkohl_o!ratna
biljna sirovina frakcija frakcija mineralnog ostatka frakcija
(% us.tv.) (% us.tv.) (% us.tv.) (% us.tv.)
SBP 0,37 £0,01 9,15+ 0,41 4,67 +0,02 85,82 + 0,08
WS 0,61 0,00 1,29 £ 0,20 1,02 £ 0,00 97,08 +0,19
CBH 2,50 +0,01 18,15+ 0,11 9,10 + 0,06 70,25 + 0,05
OoP 0,91 £0,01 6,24 £ 0,11 9,35+ 0,09 83,50 £ 0,01
PP 0,70 £ 0,01 14,66 + 0,07 6,30 = 0,25 78,35+0,18

Analiza makrokomponentnog sastava pokazala je dominantnost ugljikohidratne frakcije, uz
niske udjele masti i proteina, $to je karakteristika biljnih agro-industrijskih ostataka (Mirabella
i sur., 2014). Udjel lipida za sve sirovine, osim CBH, bio je gotovo nezna¢ajan, manji od 1 %
s.tv., i stoga sirovine nisu odmasc¢ivane za potrebe daljnjih eksperimenata i nekih analiza. CBH
je sadrzavala neSto ve¢i udjel lipida, 2,5 % s.tv., ali 1 ova vrijednost S& moze smatrati
zanemarivom. Takoder, CBH je sadrZavala i najve¢i udjel proteina, 18,15 % s.tv., medutim, isti
se nalaze ve¢inom vezani s oksidiranim polifenolima te je koriStenje ove sirovine u proizvodnji
proteinskih izolata zanemarivo (Okiyama i sur., 2017). Najvec¢i udjeli mineralnog ostatka,
priblizno 9 % s.tv., odredeni su U CBH i OP. U WS je odreden daleko najmanji 1 gotovo
zanemariv udjel lipida, proteina i mineralnog ostatka, u ovom kontekstu neugljikohidratnih
komponenata, $to je u skladu sa mikrostrukturom ove sirovine, sastavljenom od sklereidnih
stanica u kojima dominiraju zadebljale sekundarne stani¢ne stijenke bogate polisaharidima i
ligninom. Sukladno tome, u ovoj sekundarnoj sirovini indirektno je odreden i najveci udjel
ugljikohidratne frakcije. Ugljikohidratna frakcija dominantno je bila zastupljena i u ostalim
sirovinama, u rasponu priblizno 70-85 % s.tv. Imajuc¢i na umu da su koriStene sekundarne biljne
sirovine vrlo razli¢ite s obzirom na vrstu biljnih tkiva i organa koji ih ¢ine, moze se pretpostaviti
da se ugljikohidrtana frakcija ne odnosi isklju¢ivo na polisaharide, ve¢ i1 lignin, sukladno
zastupljenosti i strukturi sekundarnih tkiva u sirovini. Rezultati udjela lipida, proteina i
mineralnog ostatka sukladni su dostupnim literaturnim podacima prikazanima za svaku
sekundarnu sirovinu, kako je navedeno u poglavlju 2.3.2. Manje razlike o¢ekivane su s obzirom
na prirodne razlike izmedu varijeteta, klimatskih uvjeta ili agronomske prakse, kao i na¢ina
¢uvanja primarnih sirovine. S obzirom na veliku zastupljenost, iskoristavanje ugljikohidratnih

frakcija osigurava i maksimalno iskoriStavanje samih sekundarnih sirovina.
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4.2 Analiza ekstraktibilne suhe tvari
4.2.1 Ekstrakcijski prinos

Prvi korak u daljnjoj analizi ugljikohidratne frakcije bilo je izdvajanje ekstraktibilne suhe tvari.
Ovom predradnjom osigurava se prvenstveno uklanjanje jednostavnih Seéera koji mogu biti
prisutni u znacajnom udjelu te lazno povecavati prinos glukoze (najc¢esce) tijekom analize
monomernog stastava strukturnih polisaharida. Ekstrakcija je provedena na 2 nacina, prema
NREL protokolu, uzastopnim vodenim i etanolnim ekstrakcijama u aparaturi po Soxhletu, te
modificiranom metodom pripreme alkoholno-netopljivog ostatka (referentna metoda 725-LA2-
MO-2004-300 laboratorija Paroi Végétale et Polysaccharides Pariétaux Francuskog
nacionalnog instituta za istrazivanja u poljoprivredi (INRA, Centar Angers-Nantes, BIA))
ekstrakcijom 70 %-tnim etanolom. Ekstrakcija prema drugom postupku pokazala se puno
prakti¢nijom 1 brZzom u pripremi vec¢ih koli¢ina uzoraka, te kao metoda koja manje utjece na
uzorak. Naime, u Soxhlet ekstrakciji vru¢e otapalo, konkretno voda, moze ekstrahirati i dio
pektina, te smanjiti prinose istoga u daljnjem postupku selektivnog izdvajanja. Jednako tako,
toplina moze utjecati i na karakteristike vlakana u sirovini (Guillon i sur., 2000). Takoder,
materijal u celuloznim ¢ahurama moZe znacajno nabubriti uslijed vezanja vode, $to lako dovodi
do pucanja razmocenih ¢ahura te oteZava izdvajanje materijala nakon ekstrakcije, moguca je i
kontaminacija uzroka djeli¢ima celulozne ¢ahure. Navedeni nedostaci Soxhlet ekstrakcije bili
su najizrazeniji za SBP.

Kao alternativa dugotrajnoj i neprakti¢noj Soxhlet ekstrakciji, istrazena je primjena uzastopne
ektrakcije 70 %-tnim etanolom. Evaluacijski kriterij pritom odnosio se na ekstrakcijski prinos,
odnosno udjel suhe tvari u ekstraktu (ekstraktibilne suhe tvari sirovine) te udjel slobodnih
Secera u suhoj tvari ekstrakta.

Ektrakcija 70 %-tnim etanolom provedena je kao uzastopna trostuka ekstrakcija temeljem
preliminarnih ekperimenata u kojima se pokazalo da je u cCetvrtom ekstraktu udjel mjerenih
topljivih Secera bio ispod limita kvantifikacije te se time smatralo da se trostrukom uzastopnom
ekstrakcijom postize maksimalno iscrpljenje materijala s obzirom na jednostavne Secere.

Slika 24 prikazuje prinos suhe tvari ekstrakta kao udjel ekstraktibilne mase u suhoj tvari
sekundarne biljne sirovine. Rezultati pokazuju da su uzastopnim Soxhlet ekstrakcijama vodom
1 etanolom dobiveni nesto veci ekstrakcijski prinosi te se razlika u rasponu od 1,5 % (WS) do
5,3 % (CBH) moze pripisati mogucéoj koekstrakciji vodeno-topljivog pektina, kako je ranije
navedeno. Koekstrakcija pektina je nepozeljna te predstavlja svojevrsni gubitak ciljane

polisaharidne frakcije. Neovisno o nacinu ekstrakcije, znacajni ekstrakcijski prinosi ostvareni
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su za sve sirovine osim WS, a najveci, u prosjeku 30 % s.tv. sekundarne biljne sirovine, za PP.
Suhu tvar ekstrakta ¢ine niskomolekulski spojevi topljivi u polarnim otapalima, medu kojima
jednostavni Seceri, mineralne tvari, topljivi proteini, sekundarni biljni metaboliti (polifenoli,

pigmenti), organske kiseline i sl.

40

% s.tv.sirovine

- I
0 |
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H2O+EtOH Soxhlet ®70% EtOH

Slika 24. Udjeli ekstraktibilne suhe tvari sekundarnih biljnih sirovina dobivene razli¢itim
metodama ekstrakcije.

4.2.2 Jednostavni Seéeri

Kao $to je prethodno spomenuto, ekstrakcija sekundarnih sirovina provedena je prvenstveno u
svrhu uklanjanja jednostavnih Se¢era. U dobivenim vodenim, etanolnim i vodeno-etanolnim
(70 %) ekstraktima odredeni su udjeli Secera fruktoze, glukoze i saharoze (Tablica 31). 1z
rezultata je vidljivo da su obje metode ekstrakcije bile podjednako ucinkovite u ekstrakciji
jednostavnih Secera iz sekundarnih biljnih sirovina, ¢ime se potvrduje pretpostavka da su
razlike u ekstrakcijskom prinosu (Slika 24) posljedica koekstrakcije najvjerojatnije pektina.
Utjecaj poviSene temperature u Soxhlet ekstrakciji takoder se odrazio i na profil jednostavnih
Secera. Naime, veci prinos saharoze u 70 %-tnom etanolnom SBP ekstraktu upucuje na
toplinsku razgradnju saharoze tijekom Soxhlet ekstrakcije, a u prilog tome govori i gotovo
ekvimolaran porast fruktoze i glukoze u Soxhlet ekstraktima Jednako tako, veci prinos fruktoze
U Sohxhlet ekstrakciji OP moZe indicirati toplinsku degradaciju fruktooligosaharida, prirodno
prisutnih oligomera i polimera fruktoze koji mogu biti znacajno zastupljeni u otpadnoj biomasi
luka (Benitez i sur., 2012). CBH i WS sadrzZavali su neznatne udjele jednostavnih $eéera te za

ove sirovine nije nuzno provoditi prethodnu ekstrakciju. Najvise saharoze odredeno je,
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ocekivano, u SBP, a vrijednost od 6,7 % udjela u suhoj tvari odnosi se na rezidualnu saharozu
u repinom rezancu nakon postupka ekstrakcije Secera.
Tablica 31. Udjeli fruktoze, glukoze i saharoze (% s.tv. sekundarne biljne sirovine) u

odabranim sekundarnim biljnim sirovinama (SBP - pulpa Sec¢erne repe, WS - ljuska oraha,
CBH - ljuska kakaovog zrna, OP - ljuska crvenog luka, PP - mahuna graska).

Odredeno u etanolnom i vodenom ekstraktu dobivenima uzastopnim Soxhlet ekstrakcijama

Sekundarna Seéeri (% s.tv. sekundarne biljne sirovine)
sirovina Fruktoza Glukoza Saharoza Ukupno
SBP 2,26 +0,13 3,33 +£0,01 3,05+0,09 8,63+ 0,03
WS 1,17 +£ 0,03 - 0,14 £ 0,01 1,31 +0,05
CBH 0,18 £0,01 0,22 +0,02 0,17 £0,06 0,58 +0,03
opP 5,07 +0,12 2,72 +0,02 1,43+0,10 9,22 + 0,20
PP 2,26 £0,13 3,33 +£0,01 3,05+0,09 8,63 £0,03
Odredeno u 70%-tnom etanolnom ekstraktu dobivenom uzastopnim ekstrakcijama
Sekundarna Seéeri (% s.tv. sekundarne biljne sirovine)
sirovina Fruktoza Glukoza Saharoza Ukupno
SBP 0,16 £ 0,04 0,20 +0,01 6,37 £ 0,43 6,73 £0,40
WS 0,21 +£0,04 - - 0,21 +0,04
CBH 0,11+ 0,01 - - 0,11 +0,01
OP 2,60 £0,08 3,05+0,12 1,60+0,17 7,25+0,16
PP 1,42 +£0,03 525+0,19 3,24 £ 0,05 9,91 +0,27

Jednostavni Seceri ¢inili su priblizno 55 % suhe tvari 70 %-tnog etanolnog ekstrakta SBP,
priblizno 1/3 u ekstraktima OP i PP, te najmanje za WS i CBH (8,3 % s.tv. ekstrakta te manje
od 1 % s.tv. ekstrakta). Ostatak suhe tvari ekstrakta Cinile su otopljene anorganske tvari,

proteini, sekundarni biljni metaboliti te drugi neodredeni nestrukturni ugljikohidrati.

4.2.3 Bioaktivni spojevi

lako je primarna svrha ekstrakcije bila uklanjanje jednostavnih Secera, ova tehnika vrlo je
pogodna i za ekstrakciju bioaktivnih spojeva, polifenola i metilksantina (Galanakis, 2015).
Ukupni i pojedinaéni bioaktivni spojevi te antioksidacijski kapacitet odredeni su u vodenim i
etanolnim ekstraktima dobivenima Soxhlet ekstrakcijom. Slika 25 prikazuje rezultate
odredivanja udjela ukupnih polifenola i flavonoida te pripadajuci antioksidacijski kapacitet
vedenih i etanolnih Soxhlet ekstrakata, odreden dvjema metodama - ABTS i DPPH.

Kao polifenolima najbogatija sirovina istaknula se OP, i to posebice etanolni ekstrakt (49,3 mg

GAE/ g s.tv.). Etanolni ekstrakti drugih sirovina bili su uglavnom manjeg udjela polifenola
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bududi da je etanolna Soxhlet ekstrakcija uslijedila nakon vodene, kojom je ekstrahiran najveci
dio polifenola. Ipak, kod OP se pokazalo da je etanol bio prikladnije otapalo za ekstrakciju

najveceg udjela ukupnih polifenola.
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Slika 25. Udjeli ukupnih polifenolnih spojeva (ukupnih neflavonoida (TNFC - engl. total
non-flavonoid content) i ukupnih flavonoida (TFC - engl. total flavonoid content)) (mg
GAE/g s.tv. sirovine) te antioksidacijski kapacitet odreden ABTS i DPPH metodama
(umol TE/g s.tv. sirovine) u vodenim i etanolnim ekstraktima sekundarnih biljnih
sirovina. GAE (engl. gallic acid equivalents) - ekvivalenti galne kiseline; TE (engl. Trolox
equivalents) - ekvivalenti Trolox-a.

U istoj sirovini istaknuo se 1 udjel ukupnih flavonoida, koji su €inili priblizno 1/3 ukupnih
polifenola u etanolnom ekstraktu. U ostalim sirovinama, flavonoidi su ¢inili znatno manji udjel
ukupnih polifenola ili gotovo nisu bili prisutni (PP). Antioksidacijski kapacitet blisko je pratio
udjele ukupnih polifenola i flavonoida, uz iznimke etanolnih ekstrakata WS i CBH, gdje je
odreden jednak ili visi antioksidacijski potencijal u odnosu na vodeni ekstrakt, uz nizi udjel
ukupnih polifenola. Medutim, ova odstupanja mogu se pripisati moguc¢im interferencijama
same metode s drugim otopljenim tvarima u ekstraktu te nisu od velikog znacaja. Postignute
visoke korelacije ukupnih polifenola, flavonoida i antiksidacijskog kapaciteta (Tablica 33)
ukazuju na dobru povezanost ovih parametara, unato¢ manjim odstupanjima.

U svrhu identifikacije pojedina¢nih polifenolnih spojeva i metilksanitna, provedena je HPLC

analiza vodenih i etanolnih Soxhlet ekstrakata sekundarnih biljnih sirovina (Tablica 32).
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Tablica 32. Udjeli (ng/g s.tv. sirovine) pojedina¢nih polifenolnih spojeva i metilksantina izdvojenih vodenim i etanolnim Soxhlet ekstrakcijama.

Bioaktivni spojevi Pulpa Seéerne repe Ljuska oraha Ljuska kakaovog zrna Ljuska crvenog luka Mahuna graska
(ng/gs. tv.) H20 EtOH H20 EtOH H.O EtOH H.O EtOH H.O EtOH

Fenolne kiseline

Kafeinska kiselina - - 21,9+0,3 - - - - - - -
Klorogenska kiselina - - - - 93,6+0,1 - - - - -
Ferulinska kiselina 3,840,1 - - - - - - - - -
p-kumarinska kiselina - - - - - - - - 8,9+0,4 -
Zdelfivata hidroksicimetne i i 25.348.4 ) ) i 08.8+4,7 i i i
kiseline
Elaginska kiselina - - 248,7+15,6 351,4+11,6 - - - - - -
Galna kiselina 23,6+0,2 - 100,4+15,5 - 242.9+1.9 125,745,8 - - - -
Protokatehinska kiselina - - 104,8+10,7 17,442,9 170,645,9 76,9+9,9 249324410 1279,0+39.0 50,140,0 14,340,7
Vanilinska kiselina 1,9+0,1 - - - - - - - 2,6£0,7 -

> derivata
hidroksibenzojeve kiseline
Flavonoidi

Kvercetin - - - - - - - 552,7+17,1 - 8,44+1,8
Y derivata kvercetina - - - - - - 2382,5499,5  5734,6+366,2  123,6+6,6 -

Y derivata luteolina - - - - - - 171,0+17,6 48,443, 1 - -
Metilksantini

Kafein - - - - 536,8+11,5 245,1+£39,4 - - - -
Teobromin - - - - 5187,9+108,2 1791,7+100,5 - - - -

- - 55,64+2,2 - - - - - 13,8+0,4 -

UKUPNO (ng/g s.tv.) 29,4 925,5 8471,2 12760,1 221,7
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Najmanji i gotovo neznatan udjel pojedinacnih polifenolnih spojeva, iskljucivo fenolnih
kiselina, odreden je u vodenom ekstraktu SBP, dok u etanolnom ekstraktu isti nisu odredeni.
Ekstrakti ljuske oraha i mahune graska sadrzavali su takoder dominantno fenolne kiseline, i to
iz skupine hidroksibenzojevih kiselina, a udjel istih je bio ve¢i u WS. VVodenom ekstrakcijom
ekstrahirana je veéina navedenih spojeva, osim u slucaju elaginske kiseline iz WS, koja je u
vec¢em udjelu esktrahirana etanolom. WS je ujedno i sirovina najbogatija elaginskom kiselinom
(ukupno 600,1 pg/g s.tv. sirovine), a ista je Cinila priblizno 65 % pojedina¢no odredenih
fenolnih kiselina. Opcenito, plod oraha vrlo je bogat elaginskom kiselinom te jedan od osnovnih
prehrambenih izvora iste, uz bobiCasto voce. Elaginska kiselina povezuje se s brojnim
pozitivnim zdravstvenim ucincima, kako je opisano u radu Landete (2011). U CBH su odredene
klorogenska, galna i protokateinska kiselina ukupnog udjela priblizno 709,7 pg/g s.tv. sirovine,
od kojih je najzastupljenija bila galna kiselina, s udjelom priblizno 370 ug/g s.tv. sirovine,
odnosno oko 52 % ukupnih fenolnih kiselina. Od ostalih bioaktivnih spojeva zastupljeniji su
bili metilksantini, najviSe teobromin (priblizno 7,0 mg/g s.tv. sirovine), a zatim i kafein
(priblizno 780 pg/g s.tv. sirovine). Zastupljenost metilksantina u CBH rezultat je njihove
migracije iz jezgri u ljusku kakaovog zrna tijekom fermentacije (Panak-Balenti¢ i sur., 2018).
Udjel teobromina u skladu je s literaturnim navodima od 0,9 % s.tv. (Fowler, 2009). CBH je
jedina od istrazivanih sirovina sadrzavala metilksantine. Najzastupljeniji polifenolni spojevi u
OP bili su flavonoidi - kvercetin i njegovi derivati (najvjerojatnije glikozidi), a od fenolnih
kiselina gotovo iskljucivo protokatehinska kiselina. Udjel ukupnih kvercetina i derivata iznosio
je priblizno 8,7 mg/g s.tv. sirovine, a protokatehinske kiseline priblizno 3,8 mg/g s.tv. sirovine.
Znatno veci udjel kvercetina i derivata ekstrahiran je etanolom (priblizno 73 % ukupno
ekstrahiranih). Takoder, derivati kvarcetina bili su puno zastupljeniji u odnosu na kvercetin-
aglikon, koji je odreden jedino u etanolnom ekstraktu (~ 8,7 % ukupnih kvercetina i derivata).
Kvercetin-glikozidi najdominantniji su flavonoli u luku (Benitez i sur, 2012), pogotovo u
unutarnjim ljuskama, dok je u vanjskima povecan udjel kvercetin-aglikona (Downes i sur.,
2009). Relativno nizak udjel kvercetin-aglikona u otpadnoj biomasi luka koristenoj u ovome
radu moze se povezati s povecanim udjelom protokatehinske kiseline; naime, protokatehinska
kiselina u luku nastaje autooksidacijom kvercetin-aglikona (Takahama i Hirota, 2000).

Koristene sekundarne biljne sirovine pokazale su se kao bogat izvor polifenola i metilksantina,
a najvise WS kao izvor elaginske kiseline, CBH kao izvor galne kiseline 1 teobromina te OP
kao izvor derivata kvercetina i protokatehinske kiseline. SBP i PP nisu sadrzavale znacajne

udjele odredivanih slobodnih polifenolnih spojeva. Navedeni spojevi pokazali su razlicitu
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ekstraktibilnost s obzirom na primijenjeno otapalo te se preporuc¢a primjena viSestrukih

ekstrakcija vodeno-alkoholnim otapalima.

Ukupni udjeli pojedinagno odredenih polifenolnih spojeva takoder su visoko kolerelirali (R? =

0,8 - 0,86) s drugim metodama odredivanja udjela polifenolnih spojeva te njihovog

antioksidacijskog kapaciteta (Tablica 33).
Tablica 33. Koeficijenti korelacije (R?) za rezultate udjela ukupnih polifenola (TPC -
engl. total polyphenols content), ukupnih flavonoida (TFC - engl. total flavonoid content),
antioksidacijskog kapaciteta odredenog ABTS i DPPH metodama te ukupnih pojedini¢no
odredenih polifenolnih spojeva i metilksantina HPLC metodom.

TPC TFC ABTS DPPH HPLC

TPC 1,0000 0,9907 0,9775 0,9097 0,8080

TFC 1,0000 0,9619 0,9016 0,7999
ABTS 1,0000 0,9669 0,8904
DPPH 1,0000 0,8637
HPLC 1,0000

4.3 Analiza ugljikohidratne frakcije

Ugljikohidratna frakcija predstavljala je ciljanu makrokomponentu istrazivanih sekundarnih
biljnih sirovina. Analiza iste obuhvacala je odredivanje nestrukturnih 1 strukturnih
ugljikohidrata. Nestrukturni ugljikohidrati obuhvacaju Secerne alkohole, monosaharide,
disaharide, izvorno prisutne oligosaharide i skrob (Raessler i sur., 2010). Osim monosaharida i
disaharida, odredenih u ekstraktibilnoj suhoj tvari, u koriStenim sirovinama izravno je odreden
jos 1 skrob, dok je udjel izvorno prisutnih oligosaharida procijenjen nakon analize strukturnih
polisaharida iz razlike udjela pojedinih ugljikohidratnih komponenata.

Strukturni ugljikohidrati prvotno su odredeni kao topljiva i1 netopljiva vlakna te topljivi i
netopljivi polisaharidi nakon korekcije za udjel lignina. Nakon potpune kiselinske hidrolize,
kvantifikacijom oslobodenih monomera takoder je odreden udjel i1 sastav strukturnih

polisaharida.

4.3.1 Udjeli strukturnih polisaharida

Slika 26 prikazuje raspodjelu udjela nestrukturnih i strukturnih ugljikohidrata u ukupnoj
ugljikohidratnoj frakciji sekundarnih biljnih sirovina (Tablica 30). Opcenito, netopljiva vlakna
bila su najzastupljnija ugljikohidratna komponenta u svim sirovinama, a najve¢i udjel odreden

je u WS (93,7 % ugljikohidratne frakcije, tj. 91 % suhe tvari sirovine).
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Najmanji relativni i apsolutni udjel netopljivih vlakana odreden je u SBP (u ugljikohidratnoj
frakciji 56,6 % i u suhoj tvari ~ 49 %). Najvise topljivih vlakana odredeno je u ugljikohidratnim
frakcijama SBP i CBH, 29,5 % i 21,2 %, odnosno priblizno 25 % i 15 % u suhoj tvari svake
sirovine. U ugljikohidratnim frakcijama ostalih sirovina, topljiva vlakana bila su znacajno
manje zastupljena, 2,6-7,3 %, odnosno 2,5-6,0 % u suhoj tvari WS, OP i PP. Relativni omjer
netopljivih i topljivih vlakana za pojedine sirovine iznosio je priblizno 2:1 (SBP), 36:1 (WS),
3,5:1 (CBH), 9,5:1 (OP) i 14,5:1 (PP). Op¢enito, omjer netopljvih i topljvih vlakana znacajno
moze utjecati na strukturu i organolepticka svojstva proizvoda u koji se dodaju biljna vlakna
(Esteban 1 sur., 1998). Opcenito je prihvaceno da izvori vlakana prikladni za primjenu u
prehrambenim proizvodima imaju omjer netopljvih i topljivih vlakana priblizno 2:1 (Jaime i
sur., 2002). U tom kontekstu, SBP i CBH mogu se razmatrati za izravnu primjenu kao izvori
prehrambenih vlakana. Nestrukturni ugljikohidrati znacajno su bili zastupljeni u OP 1 PP, pri
¢emu su se u OP gotovo 2/3 odnosile na neidentificirane komponente koje se mogu pripisati
prisutnosti fruktooligosaharida kojima ova sirovina obiluje, dok je kod PP odreden i Skrob (3,2
% s.tv. sirovine), a takoder 1 znac¢ajan udjel neidentificiranih ugljikohidratnih komponentata.
Nakon potpune kiselinske hidrolize alkoholno-netopljivog ostatka (ostatak nakon trostruke
ekstrakcije 70 %-tnim etanolom), odredeni su udjeli u kiselini netopljivog lignina (KNL) i u
kiselini topljivog lignina (KTL). Lignin se prilikom analize vlakana kvantificira u obliku
netopljivih vlakana te je stoga potrebna korekcija njihovog udjela za udjel lignina kako bi se
dobio podatak o udjelu netopljivih polisaharida (NP) (Slika 27). Udjel topljivih polisaharida
(TP) istovjetan je udjelu topljivih vlakana. Iz rezultata je vidljivo da WS i CBH sadrZe znacajan
udjel KNL, 31 % s.tv. u WS te 23 % s.tv. u CBH. Dobiveni podaci u skladu su s prethodno
objavljenim podacima u dostupnoj literaturi (navedeno u poglavlju 2.3.2), uz manje razlike koje
se mogu pripisati izvornim razlikama biljnih materijala, ali i metodama odredivanja lignina. OP
i SBP sadrzavale su najmanji udjel KNL, ali i ukupnog lignina, 2,7 i 3,8 % s.tv. sirovine,
odnosno 7,4 18,5 % s.tv. sirovine. PP je sadrzavala nesto veéi udjel KNL, 8,1 % s.tv. sirovine;
medutim, i dalje znatno manje nego WS i1 CBH. KTL je u svim sirovinama iznosio priblizno 4
% s.tv. (3,3 % (CBH) - 4,7 % (OP)).

Korigirane vrijednosti netopljivih vlakana za udjel ukupnog (KNL + KTL) lignina daju stvarne
vrijednosti udjela netopljivih strukturnih polisaharida, a u kombinaciji s udjelom topljivih
polisaharida (topljivih vlakana), dobivaju se podaci stvarnog udjela ukupnih strukturnih
polisaharida (Slika 27). Najvec¢i udjel istih (66,6 % s.tv. sirovine) sadrzi SBP, od ¢ega gotovo
2/3 se odnosi na NP, a nesto vise od 1/3 na TP. Najmanji udjel ukupnih strukturnih polisaharida

(42,3 % s.tv. sirovine) sadrzi PP, koji se uglavnom odnose na netopljive polisaharide (38,9 %
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s.tv. sirovine). Gotovo jednak udjel ukupnih strukturnih polisaharida odreden je u CBH (44,0
% s.tv. sirovine), a omjer NP i TP iznosi je 2:1, kao 1 kod SBP. Najve¢i udjel NP (55,5 % s.tv.
sirovine) odreden je u WS. OP takoder sadrzi znacajan udjel NP, gotovo 50 % s.tv. sirovine te
vrlo nizak udjel TP. Dobiveni podaci ukazuju na razli¢ite strukture stani¢nih stijenki koristenih
sekundarnih biljnih sirovina §to ¢e se odraziti na daljnje postupke izdvajanja pojedinih
strukturnih polisaharida.
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Slika 27. Udjeli u kiselini topljivog lignina (KTL), u kiselini netopljivog lignina (KNL),
netopljivih polisaharida (NP) i topljivih polisaharida u analiziranim sekundarnim biljnim
sirovinama.

4.3.2 Monomerni sastav strukturnih polisaharida

Odredivanje monomernog sastava najceSce je prvi korak karakterizacije polisaharida biljne
stani¢ne stijenke. Pritom, prethodno je nuzno provesti potpunu hidrolizu polisaharida, za koju
se mogu koristiti enzimski i kemijski postupci (Raessler, 2011). Enzimski postupci zahtijevaju
primjenu vise razli¢itih enzima, a zbog njihove visoke specifi¢nosti te blagih hidroliti¢kih
uvjeta ne nastaju degradativni produkti tijekom hidrolize. S druge strane, kemijski postupci u
pravilu podrazumijevaju primjenu kiselina, ¢ije je hidroliti¢ko djelovanje nespecificno. Upravo
zbog toga, primjena kiselinske hidrolize puno je robusnija i rasirenija, budu¢i da nespecificnost
omogucuje brzu i jeftiniju hidrolizu (Raessler, 2011), ali uz neizbjeZno nastajanje manje
koli¢ine degradativnih produkata hidrolize koji mogu biti izvor kvantitativnih odstupanja
ukoliko se hidroliza pazljivo ne optimira. Najéesce se kiselinska hidroliza provodi u dva koraka:
u prvom koraku s koncentriranom kiselinom, ¢ime se osigurava solubilizacija

visokoorganiziranih i otpornih polisaharida, poput kristalinicne celuloze, a zatim se, u drugom
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koraku, provodi hidroliza razrijedenom kiselinom i pri povisenoj temperaturi, sto je dovoljno
za hidrolizu topljivih polisaharida i oligosaharida.

Nakon potpune hidrolize, u teku¢em hidrolizatu nalaze se monosaharidi koji se mogu odrediti
razli¢itim instrumentalnim metodama. Kod analize sloZzenih smjesa monosaharida, kakvi su i
hidrolizati biljnih polisaharida, glavni problem predstavlja kromatografska separacija koja
moze biti otezana uslijed sli¢nosti pojedinih izomernih oblika molekula Secera, dok nedostatak
kromofora ili fluorofora u molekulama ograni¢ava izravnu detekciju. Najéesce koristene
instrumentalne tehnike za analizu monosaharida su tekucinska 1 plinska kromatografija, pri
¢emu kod tekuéinske kromatografije analiza monosaharida mozZe biti izravna i posredna, dok
kod plinske kromatografije isklju¢ivo posredna, odnosno nakon derivatizacije monosaharida.
U ovome radu koriStene su 3 metode odredivanja monomernog sastava, od kojih 2 metode
tekucinske kromatografije: tekucéinska kromatografija visoke ucinkovitosti (HPLC) i
tankoslojna kromatografija visoke ucinkovitosti (HPTLC), dok je metoda plinske

kromatografije (GC, 3. koriStena instrumentalna metoda) posluzila kao referentna metoda.
4.3.2.1 Razvoj metoda
4.3.2.1.1 Tankoslojna kromatografija visoke ucinkovitosti (HPTLC)

HPTLC je suvremena inacica tankoslojne kromatografije (TLC) te predstavlja
instrumentalizranu kvanitativhu metodu u kojoj se koriste nosaci veli¢ine ¢estica 5 um (12-20
um u klasi¢noj TLC), §to omogucuje brzu i efikasniju separaciju (Sherma, 2000), uz zadrzane
prednosti klasiéne TLC tehnike kao $to su jednostavnost, brzina i efikasnost metode, niska
cijene analize, jednostavno odrzavanje opreme, kao i moguénost istovremene analize nekoliko
uzoraka te ponovljenih (razli¢itih) detekcija istog kromatograma (Sherma, 2000; Maloney,
2003; Li i sur., 2013).

Prvi izbor stacionarne faze u HPTLC analizi ugljikohidrata su silika-gel nosaci, a u svrhu
poboljsanja rezolucije, povrsina istih moze se modificirati primjenom pufera (boratnih ili
fosfatnih) (Prosek isur., 1991). Mobilne faze mogu biti razliCite te se primjenjuju smjese vode,
acetonitrila, alkohola (metanola, etanola, 1-propanola, 2-propanola, 1-butanola), acetona,
octene kiseline, etil acetata i piridina, kao otapala koja uspjesno razdvajaju Secere (Maloney,
2003). U separaciji mono-, di- i nekih trisaharida ¢esto se koristi smjesa acetonitrila i vode
(85:15 v/v). Mobilne faze takoder se mogu impregnirati (kao i stacionarne) u svrhu poboljsanja
separacije (Maloney, 2003). S obzirom da Seceri apsorbiraju jedino UV zracenje vrlo niskih
valnih duljina, u detekciji se najceSce koriste postkromatografske derivatizacijske metode kako

bi se postigla zadovoljavaju¢a vidljivost razdvojenih analita. Pritom se mogu koristiti razli¢iti
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reagensi, od kojih u analizi Seera najcesce difenilamin-anilin-fosforna kiselina (DAP reagens)
(Li 1 sur., 2013). Vizualizacija nakon derivatizacije navedenim reagensom provodi se
zagrijavanjem pri visokoj temperaturi. Kvantifikacija SeCera na derivatiziranim razvijenim
HPLTC plocama provodi se pomoc¢u denzitometra ili digitalnim video skenerima, odnosno
obradom digitalne fotografije razvijene HPTLC ploce (Prosek i sur., 1991).

U ovome radu istrazena je mogucnost primjene HPTLC metode za analizu monomernog sastava
hidrolizata sekundarnih biljnih sirovina. Prilikom razvijanja metode optimiran je sastav
mobilne faze (otapala za razvijanje) te priprema stacionarne faze u smislu prethodne
impregnacije natrijevim dihidrogen fosfatom (NaH2POs). Utjecaj navedenih parametara pracen
je kroz uspjesnost separacije 7 monomernih konstituenata biljnih polisaharida - galakturonske
kiseline, galaktoze, glukoze, manoze, arabinoze, ksiloze i ramnoze (Slika 28).

Iz kromatograma dobivenih tijekom optimizacije separacije vidljivo je da povecanje relativnog
udjela ukupne organske komponente mobilne faze povecava zadrzavanje analita (kromatogrami
b i c uodnosu na kromatogram a), s time da relativno povecanje udjela etil acetata i 1-propanola
najviSe pridonosi jaem zadrzavanju analita (kromatogram c). Dodatak mravlje kiseline
znacajno je smanjio retenciju i rezoluciju analita (kromatogram d). Impregnacija stacionarne
faze otopinom NaH.PO4 znacajno je utjecala na separaciju analiziranih monomera, povecala je
njihovo zadrZavanje na stacionarnoj fazi, a takoder je poboljsala rezoluciju izmedu pojedinih
monomera, posebno glukoze i manoze, §to se jos viSe istaknulo nakon 3 uzastopna razvijanja
HPTLC ploc¢e (kromatogram f). Promjena pH otopine soli za impregnaciju nije imala jasnu
tendenciju utjecaja na analite (kromatogrami g, h, i), dok se utjecaj molarnosti impregnacijske
otopine ocituje u jaéem zadrzavanju analita pri viSim koncentracijama. Kao optimalni uvjeti
separacije odabrani su: impregnacija HPTLC ploc¢e 0,5 M otopinom NaH2PO4, pH podesenog
na 5,0, te trostruko razvijanje ploCe mobilnom fazom sastava AcN:H>O:EtOAc:1-PrOH
17:3:4:4 (viviviv) (Slika 28, kromatogram h). Ovi uvjeti rezultirali su vrlo sli¢nim
kromatogramom kao 1 pri impregnaciji bez prethodnog podeSavanja pH impregnacijske
otopine, medutim, zbog bolje reproducibilnosti metode, odlu¢eno je da se pH impregnacijske

otopine podesi na 5,0.
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a) AcN:H20:EtOAc:1-PrOH 17:3:4:4 3x -
b) AcN:H20:EtOAc:1-PrOH 17:1:6:6 3x -
c) AcN:H20:EtOAc:1-PrOH 18:3:6:6 3x -
d) AcN:H20:EtOAc:1-PrOH:HCOOH 17:3:4:4:1 3x -
e) AcN:H20:EtOAc:1-PrOH 17:3:4:4 2x 0.5M NaH,PO,, *
) AcN:H20:EtOAc:1-PrOH 17:3:4:4 3x 0.5M NaH,PO,, *
g) AcN:H20:EtOAc:1-PrOH 17:3:4:4 3x 0.5M NaH,PO,, pH=3.0
h) AcN:H20:EtOAc:1-PrOH 17:3:4:4 3x 0.5M NaH,PO,, pH=5.0
i) AcN:H20:EtOAc:1-PrOH 17:3:4:4 3x 0.5M NaH,PO,, pH=7.0
)] AcN:H20:EtOAc:1-PrOH 17:3:4:4 3x 0.3M NaH,PO,, pH=5.0
*pH nije podeSen

Slika 28. Prikaz utjecaja razliCitog sastava mobilne faze na razdvajanje ispitivanih
monosaharida primjenom HPTLC metode. AcN - acetonitril, EtOAc - etil acetat, 1-PrOH
- 1-propanol, HCOOH - mravlja kiselina, 1 - galakturonska kiselina, 2 - galaktoza, 3 -
glukoza, 4 - manoza, 5 - arabinoza, 6 - ksiloza, 7 - ramnoza.

Primjenom razvijene HPTLC metode analizirani su hidrolizati sekundarnih biljnih sirovina;

detekcija je izvrsena nakon postkromatografske derivatizacije DAP reagensom te kratke

aktivacije ploCe zagrijavanjem pri visokoj temperaturi, dok je kvantifikacija omogucena

obradom digitalne fotografije razvijene HPTLC ploce. Slika 29 prikazuje derivatiziranu plo¢u

nakon analize hidrolizata sekundarnih biljnih sirovina te primjer kromatograma dobivenog

obradom digitalne fotografije derivatizirane ploce.
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Slika 29. Kuvalitativna analiza monomernog sastava sekundarnih biljnih sirovina
primjenom optimalnih parametrara HPTLC metode, a) primjer derivatizirane ploce, b)
primjer kormatograma smjese standarada (nanos 10 pL uzorka koncentracije 0,1 mg/mL)
dobivenog racunalnom obradom digitalne fotografije derivatizirane HPTLC plo¢e. SBP
- pulpa Secerne repe, WS - ljuska oraha, CBH - ljuska kakaovog zrna, OP - ljuska crvenog
luka, PP - mahuna graska, GalUA - galakturonska kiselina, Gal - galaktoza, Glc - glukoza,

Man - manoza, Ara - arabinoza, Xyl - ksiloza, Rha - ramnoza.

Prednost ovakve analize je u tome §to se za relativno kratko vrijeme moZe dobiti kvalitativna

slika monomernog sastava, istovremeno za vise uzoraka. Kako je vidljivo (Slika 29a) glukoza

je bila dominantan monomer u svim uzorcima, a uz glukozu su u SBP znac¢ajno bili zastupljeni

Seceri arabinoza, galakturonska kiselina i galaktoza, u WS ksiloza, u OP galakturonska kiselina,

dok u CBH galakturonska kiselina, galaktoza i manoza. Rezultati kvalitativne analize upuc¢uju

na znaajnu zastupljenost pektina u SBP, OP 1 CBH, s time da je u SBP pektinska frakcija

bogata arabinanima, dok u CBH i OP galaktanima, te znacajnu zastupljenost ksilana i/ili

ksiloglukana u WS i PP.
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4.3.2.1.2 Tekuéinska kromatografija visoke ucinkovitosti (HPLC-PDA)

Tekuéinska kromatografija visoke ucinkovitosti (engl. high performance liquid
chromatography - HPLC) danas je vrlo Cesto koristena analiticka tehnika zbog svoje visoke
selektivnosti i preciznosti. Intenzivna primjena u analizi ugljikohidrata zapocinje 1980-ih
godina (Honda i sur., 2003) te je do danas razvijena u razli¢itim mehanizmima separacije,
kombinacijama specijaliziranih stacionarnih i razli¢itih mobilnih faza te nacina detekcije, bilo
u izravnoj ili posrednoj analizi, kako bi zadovoljila zahtjeve analize Secera iz razli¢itih
supstrata. Izravna analiza nepromijenjenih molekula Secera Cesto zahtijeva specijaliziranu
kromatografsku opremu (kolone i detektore), a takve analize u nekim slucajevima imaju
smanjenu osjetljivost te visi limit detekcije, a takoder ne pruzaju moguénost precizne
optimizacije separacije s obzirom na specifican nacin rada detektora (primjerice, refrakcijski
detektor ne podrzava gradijentnu eluaciju). Kako bi se nadiSli problemi vezani uz izravnu
analizu Secera, molekule se podvrgavaju derivatizaciji. Derivatizacija uzrokuje promjenu
svojstava molekule Secera uslijed ¢ega je omogucena poboljsana kromatografska separacija
(primjerice, promjenom naboja molekule) ili drugaciji nacin detekcije (primjerice, omogucena
UV ili VIS detekcija nakon derivatizacije aromatskim spojevima koji sluze kao kromofori
molekule-derivata) (Shen i Perreault, 1998; Lamari, 2003). Derivatizacija omogucava razvoj
visokoselektivnih, preciznih i visokoosjetljivih metoda u analizi ugljikohidrata, a
podrazumijeva tzv. ,,oznacavanje* Secera, prikladnim reagensom pri odredenim uvjetima ili pak
strukturnom promjenu izvornog oblika molekule. Derivatizacija se moze provesti prije, za
vrijeme ili nakon kromatografske separacije (ali svakako prije detekcije), pa se tako razlikuju
pretkolonska (engl. pre-column), in-line i postkolonska (engl. post-column) derivatizacija. Od
navedenih je danas najraSirenija pretkolonska derivatizacija, za koju su razvijeni brojni
postupci. Mehanizmi derivatizacije Se¢era za HPLC analize su brojni, medu kojima se istice
skupina derivatizacijskih reakcija na reducirajuéem kraju molekule Se¢era zbog brojnosti
razvijenih derivatizirajucih reagensa i rasprostranjenosti primjene (Harvey, 2011).

3-metil-1-fenil-2-pirazolin-5-on (PMP) jedan se od najpopularnijih reagensa za pretkolonsku
derivatizaciju Secera za HPLC analizu. Postupak je prvi puta ravijen 1989. (Honda i sur., 1989)
kao alternativa tadasnjim postupcima. Nastajanje PMP derivata Secera podrazumijeva reakciju
aktivne metilenske skupine pirazolonskog prstena molekule reagensa s aldehidnom skupinom
molekule Secera (reducirajuci kraj), pri ¢emu nastaje bis-PMP derivat (Honda i sur., 2003).
Prema izvornome radu, optimalni prinosi reakcije postignuti su primjenom 0,3 M otopine

NaOH, kao luZznatog reakcijskog medija, 0,5 M otopine PMP reagensa, temperature reakcije 70
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°C i trajanja od 30 min (Honda i sur., 1989). Ovi uvjeti uglavnom su zadrzani i u modificiranim
verzijama metode objavljenima od drugih autora. Adicija dvije PMP molekule odvija se
postupno te je za potpunu reakciju uvijek potrebno dodati reagens u suvisku. Uglavnom je
priznato da molarni omjer 10:1 osigurava potpunu reakciju (Zhang i sur., 2011). S analitickog
stajaliSta, najvaznija karakteristika PMP derivata je njihova snazna apsorpcija pri 245 nm
(Honda i sur., 1989). Kromatografsko (HPLC) razdvajanje PMP derivata provodi se
kromatografijom obrnutih faza na C18 stacionarnim fazama, uz UV detekciju. Stoga je jedna
od osnovih prednosti ove metode relativno nizak troSak analize uslijed koristenja relativno
standardne HPLC konfiguracije, uz povecanu osjetljivost metode te moguénost precizne
optimizacije razdvajanja slozenih smjesa monosaharida.

U ovome radu, prilikom optimizacije HPLC-PDA metode za analizu PMP-derivata Secera,
ispitivan je utjecaj sastava 1 pH vrijednosti mobilne faze na zadrZavanje 8 monosaharida
(manoza (Man), riboza (Rib), ramnoza (Rha), glukoza (Glc), ksiloza (Xyl), galaktoza (Gal),
arabinoza (Ara), fukoza (Fuc)) te 2 uronske kiseline (galakturonska kiselina (GalUA) i
glukuronska kiselina (GIcUA)) (Slika 30). Prva faza optimizacije osmiSljena je s obzirom na
promjenu 3 pH vrijednosti vodene komponente mobilne faze (fosfatni pufer) te 4 razli¢ita udjela
organskog dijela mobilne faze (acetonitrila, AcN). Njihovom kombinacijom kreirane su
zasebne izokratne metode prema kojima je analizirana derivatizirana smjesa navedenih 10
monosaharida. 1z prikaza ovisnosti retencijskog vremena (RT) o udjelu acetonitrila u mobilnoj
fazi za svaku od 3 pH vrijednosti vodene komponente mobilne faze (Slika 30).

Retencije svih monomera smanjivale su se pove¢anjem pH mobilne faze, kao i povecanjem
udjela AcN u istoj. Pritom se rezolucija izmedu pojedinih pikova, kao i sam oblik pikova
takoder mijenjao. Ovi rezultati (krate vrijeme zadrzavanja poveanjem pH i/ili udjela
acetonitrila) u skladu su su prethodnim istrazivanjima (Dai i sur., 2010; Li i sur., 2013). Najveca
promjena retencija bila je vidljiva kod uronskih kiselina (GlcUA i GalUA) te je vise ovisila 0
promjeni udjela acetonitrila nego o promjeni pH. S druge strane, redoslijed eluacije neutralnih
Secera ostao je nepromijenjen (Man<Rib<Rha<Glc<Xyl<Gal<Ara<Fuc) i njihove retencije su

se relativno sporije mijenjale u usporedbi s retencijama uronskih kiselina.
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Slika 30. Optimizacija HPLC-PDA metode za odredivanje monomernog sastava polisaharida - utjecaj promjene vremena retencije (engl. reterntion time -
RT) PMP-derivata monosaharida u ovisnosti o udjelu acetonitirila (% AcN) u mobilnoj fazi kod triju pH vrijednosti vodene komponente mobilne faze. Man
- PMP-manoza; Rib - PMP-riboza; Rha - PMP-ramnoza; GIcCUA - PMP-glukuronksa kiselina; GalUA - PMP-galakturonska kiselina; Glc - PMP-glukoza;
Xyl - PMP-ksiloza; Gal - PMP-galaktoza; Ara - PMP-arabinoza; Fuc - PMP-fukoza.
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Mehanizam separacije PMP derivata monosaharida kromatografijom obrnutih faza nije do sada
u potpunosti objasnjen. Medutim, iz rezultata (Slika 30) je vidljivo da se radi o ioniziraju¢im
molekulama kod kojih je ravnoteza ionizacije vrlo osjetljiva na relativno blage promjene pH
vrijednosti mobilne faze. lonizacija molekule PMP derivata potjece od keto-enolne
tautomerizacije u pirazolonskom prstenu molekule, koja se dogada pri visSim pH vrijednostima,
odnosno od disocijacije nastale enolne skupine. Posto stupanj tautomerizacije ovisi o pH, i
ionizacija molekule takoder ovisi o pH (Honda, 2003). Ionizacijom enolne skupine molekula
dobiva negativni naboj te je manje hidrofobnog karaktera, sto uvjetuje brzu eluaciju s nepolarne
stacionarne faze. Hidrofoban karakter molekule potjece od pirazolonskog prstena
supstituiranog fenilnim i metilnim ostatkom (koji naglasavaju hidrofobnost) te se kod smanjene
ionizacije ostvaruje jaca interakcija s nepolarnom stacionarnom fazom, tj. PMP derivat sporije
eluira. Takoder, primijeé¢eno je da duzim zadrzavanjem na koloni pikovi analita su postajali §iri,
Sto ukazuje na moguénost sekundarnih interakcija do kojih dolazi prilikom eluacije analita s
relativno smanjenim stupnjem ionizacije.

Najpovoljnija separacija PMP derivata analiziranih monosaharida postignuta je pri pH
vrijednosti pufera (vodene komponente mobilne faze) 8,0 i uz volumni udjel acetonitrila u
mobilnoj fazi od 15 %. Ujedno se pH vrijednost 8,0 pokazala kao najstabilniji sustav s obzirom
na promjenu udjela AcN buduci da su svi derivati zadrzali redoslijed eluacije, $to nije bio slucaj
pripH 7,01 pH 7,5. 1z rezultata (Slika 30) takoder je vidljivo da su rubni uvjeti za optimizaciju
dobro odabrani, tj. daljnje povecavanje pH iznad 8,0 nije potrebno, buduci da bi rezultiralo jos
manjom retencijom analita 1 moguc¢om koeluacijom ksiloze i galaktoze, a takoder nije ni
izvedivo (vise od 8,2) zbog kapaciteta fosfatnog pufera. Jednako tako, smanjenje pH ispod 7,0
rezultiralo bi ja¢im efektom Sirenja pikova prema baznoj liniji i njihovim narusenim oblikom i
simetijom te predugim trajanjem metode. Udjel AcN veci od 18 % rezultirao bi jace izrazenom
koeluacijom uslijed smanjene retencije, dok kod udjela manjeg od 15 % znac¢ajno se povecava
retencija ¢ime se gubi na rezoluciji i obliku pikova. Uspostavom izokratnin metoda za
definirane rubne uvjete, vidljivo je kako izokratna eluacija nije pogodna za optimalnu
separaciju i rezoluciju pikova, te je potrebno definirati gradijent udjela acetonitrila pri zadanoj
optimalnoj pH vrijednosti pufera (pH 8,0).

Daljnja optimizacija ukljucivala je podesavanje gradijentne eluacije te koncentracije pufera.
Tablica 34 prikazuje postignute optimalne uvjete separacije analiziranih PMP derivata

monosaharida.
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Tablica 34. Optimalni parametric HPLC-PDA metode za analizu smjese PMP derivata 8
neutralnih Secera i 2 uronske kiseline.

Parametri metode

A - 100 mM Na-fosfatni pufer, pH 8,0
B - acetonotril

Stacionarna faza  Zorbax Extend C18, 4,6 x 250, 5 um

Eluacija  gradijentno
0.min-12%B
35.min-17% B
40. min-17% B

Gradijent  41.min-20% B
50. min-20% B
41. min-12% B
65. min-12% B

Protok 1 mL/min
Temperatura kolone  25°C
Detekcija  PDA, 245 nm
Volumen injektiranja 10 pL

Mobilna faza

Temperatura autosamplera  5°C
Trajanje metode 65 min

Slika 31 prikazuje kromatogram smjese standarada prema optimiranoj HPLC-PDA metodi za

analizu PMP derivata neutralnih Secera i uronskih kiselina.
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Slika 31. Kromatogram smjese PMP derivata monosaharida dobiven HPLC-PDA
analizom pri optimalnim uvjetima (PMP - suvisak PMP reagensa, Man - PMP-manoza,
Rib - PMP-riboza, Rha - PMP-ramnoza, GIcUA - PMP-glukuronska kiselina, GalUA -
PMP-galakturonska kiselina, Glc - PMP-glukoza, Xyl - PMP-ksiloza, Gal - PMP-
galaktoza, Ara - PMP-arabinoza, Fuc - PMP-fukoza).

187



Doktorski rad - Aleksandra Vojvodié Cebin Rezultati i rasprava

4.3.2.2 Usporedba s referentnom metodom (GC-FID)

Seéeri nisu prirodno hlapivi spojevi te ih je za analizu primjenom plinske kormatografije
potrebno prevesti u odgovarajuée hlapive derivate (Ruiz-Matute, 2011). Primjena plinske
kormatografije u analizi Secera, u smislu kvantitativne analize smjese neutralnih i amino Secera,
pocela je 1960-ih godina, relativno kasno u odnosu na ostale spojeve, prvenstveno zbog
poteskoc¢a u dobivanju hlapivih derivata (Fox i sur., 2000).

Derivatizacija Secera u alditol acetate podrazumijeva derivatizaciju hidroksilnin skupina
molekule, jedna je od prvih derivatizacijskih metoda za GC analizu $ecera te je danas najéesce
primjenjivana derivatizacijska metoda za GC analizu Secera. Nakon prethodne potpune
hidrolize polisaharida, derivatizacija monomera provodi se u 2 osnovna koraka: redukciji i
acetilaciji. Redukcijom karbonilne skupine secera nastaje odgovaraju¢a molekula polihidroksi
alkohola (alditola), a acetilacijom hidroksilnih skupina odgovaraju¢a molekula hlapivog alditol
acetata.

Metoda je izabrana kao referentna s obzirom da se vrlo cesto koristi u analizama
monosaharidnog sastava te za istu postoji daleko veci broj referentnih podatka nego za PMP-
HPLC-PDA ili HPTLC metode.

Slika 32 prikazuje udjele identificiranih monomera u suhoj tvari pojedine sekundarne sirovine,
odredene pomocu 4 razli¢ite metode. Udjeli su odredeni optimiranim HPTLC i PMP-HPLC-
PDA metodama te GC-FID metodom (neutralni Seceri) u kombinaciji s kolorimetrijskom m-
hidroksidifenil metodom (MHDP) za odredivanje uronskih kiselina.

Iz rezultata je vidljivo da HPTLC metoda pokazuje najveca odstupanja u odnosu na referentnu
metodu i to najviSe u udjelima galakturonske kiseline i glukoze, a zatim i ksiloze, u uzorcima
gdje je ista znacajno zastupljena (WS i PP). Udjeli galakturonske kiseline odredeni HPTLC
metodom manji su nego u slucaju referentne MHDP metode, jednako kao i za udjele ksiloze u
WS 1 PP, dok je udjel glukoze znacajno veci. Odstupanja se mogu objasniti nepreciznoscéu
odabranog nacina kvantifikacije HPTLC ploce, kao i limitacijom same metode. Naime, zbog
utjecaja longitudinalne difuzije nanosa (engl. band), pojedini analiti nisu se vidjeli kao zasebno
separirani pikovi ako su bliskog retencijskog faktora (Rf) (primjerice, galaktoza, glukoza i
manoza, Slika 29). Nadalje, osjetljivost HPTLC metode za glukozu bila je najniza u odnosu na
druge monomere, a odziv metode (povrSina pika glukoze) slijedio je polinomnu funkciju 2. reda
(kvadratna jednadZzba). Za takve baZzdarne krivulje, promjena povrSine pika u odnosu na
promjenu koncentracije znatno je manja nego kod linearnih krivulja, $to moze biti izvor

pogreske u kvantifikaciji, naro¢ito pri viSim koncentracijama.
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Takoder, zbog velike zastupljenosti glukoze u uzorcima, hidrolizate je bilo potrebno znacajno
razrijediti, a potom se eventualna pogreska kvantifikacije viSestruko umnozila u kona¢nom
izracunu udjela glukoze. S druge strane, smanjeni udjel galakturonske kiseline moze se objasniti
nemogucnos¢u precizne kvantifikacije uslijed niskog R za ovaj spoj. Naime, buduéi da je
GalUA pokazala iznimno visoku retenciju na HPTLC plo¢i (gotovo da nije migrirala), postoji
mogucnost za dio GalUA nije bio zahvacen prilikom programske obrade digitalne fotografije
HPTLC ploce, $to se u konacnici odrazilo kao smanjeni udjel GalUA u odnosu na referentnu
metodu. Iz navedenog se moze zakljuCiti da je razvijena HPTLC metoda pogodna za
kvalitativnu analizu monomernog sastava polisaharida sekundarnih biljnih sirovina, dok u
kvantitativnom smislu ista je pogodna samo za semikvantitativnu procjenu. Razvijena HPTLC
metoda pokazala se neto¢nom u kvantifikaciji dominantno zastupljenih monomera (Glc i Xyl),
zbog karaktera odziva metode, te u kvantifikaciji galakturonske kiseline, ¢ega je uzrok
nemogucnost separacije GalUA na HPTLC plo¢i uslijed njezine impregnacije.

PMP-HPLC-PDA metoda pokazala je vrlo dobro slaganje rezultata s referentnom GC
metodom, Sto se odnosi na rezultate udjela neutralnih Secera. Za udjele uronskih kiselina
primije¢eno je odstupanje rezultata na nacin da je HPLC metodom odreden manji udjel
uronskih kiselina, ali razlika u odnosu na referentnu metodu nije bila tako izrazena kao u slucaju
HPTLC metode. Ovo odstupanje moze se pripisati razli¢itoj specificnosti dviju analiza. Naime,
s obzirom da se GC metodom ne mogu analizirati uronske kiseline, kao referentna metoda uzeta
je kolorimetrijska reakcija s m-hidroksidifenilom (MHDP), takoder Cesto koriStena metoda za
analizu uronskih kiselina. U navedenoj reakciji, reagens je vrlo specifi¢an za uronske Kiseline,
a derivati razvijaju ruziCasto-crveno obojenje. Ipak, ako uzorak ne sadrzi znacajan udjel
uronskih Kiselina, interferencija neutralnih Secera, u smislu povecanja intenziteta obojenja
uslijed posmedivanja u reakciji s vru¢om kiselinom, moze narusSiti to¢nost metode (Filisetti-
Cozzi i Carpita, 1991). U slu¢aju ovdje analiziranih sekundarnih biljnih sirovina, odstupanje od
vrijednosti referentne metode raslo je sa smanjenjem udjela uronskih kiselina u uzorku (najbolja
podudarnost rezultata, 82 %, odredena je u uzorku OP, a najlo$ija u uzorku WS (39 %)), Sto
podrzava gore navedenu mogucénost izvora pogreske. Nadalje, MHDP metodom glukuronska
kiselina odredena je samo u CBH, dok HPLC metodom i u WS i PP. Mali udjeli te prisutnost
interferencija neutralnih Secera razlog su nepreciznosti prilikom odredivanja udjela GICUA
MHDP metodom, buduc¢i da se u toj metodi GIcUA ne odreduje zasebno ve¢ iz razlike udjela
ukupnih uronskih kiselina i udjela GalUA. Prilikom HPLC analize, GICUA se izdvaja kao
zasebni analit 1 stoga se ovaj podatak moZe uzeti kao mjerodavan. S obzirom na navedeno,

razvijena PMP-HPLC-PDA metoda moze Se smatrati prioritetnijom metodom u odnosu na

191



Doktorski rad - Aleksandra Vojvodié Cebin Rezultati i rasprava

GC+MHDP metodu, kojom je omogucéeno precizno odredivanje udjela pojedinih monomera
koji sa¢injavaju strukturne polisaharide biljnih stani¢nih stijenki istrazivanih sirovina. Pritom,
veliku prednost ¢ini mogucnost istovremene analize neutralnih Secera i uronskih kiselina.
Takoder, derivatizacijski postupak dobivanja PMP derivata, u odnosu na pripremu alditol
acetata, jednostavniji je i kraci, dok se od instrumentacije Koristi relativno standardna HPLC
oprema, ukljucujuci i Siroko rasprostranjene C18 kolone.

Prema rezultatima PMP-HPLC-PDA analize, u svim uzorcima dominira Glc, u rasponu
priblizno 20-25 % s.tv. sirovine, s iznimkom CBH gdje je najmanje zastupljena (~ 16 % s.tv.).
Od ostalih monomera u SBP su dominantno zastupljeni Ara i GIcUA, s priblizno 18 % i 15 %
udjela u suhoj tvari sirovine, a takoder je znacajno zastupljena i Gal (6 %). U WS 1 PP znac¢ajno
je zastupljena Xyl, s udjelima priblizno 20 % i 13 % s.tv. sirovine. U OP se isticao udjel GalUA
(~ 20 % s.tv.), a takoder iu CBH (~ 8 % s.tv.), uz ostale, gotovo podjednako zastupljene (~ 1,5-
3 %) monomere. Dobiveni rezultati potvrdili su kvalitativnu HPTLC analizu te ukazuju na
znacajnu zastupljenost pektinskih polimera u SBP, OP i CBH te ksilana u WS i PP. S obzirom
da se radi o heterogenoj skupini polisaharida u oba slucaja, iz monomernog sastava, tj.
zastupljenosti drugih vezanih monomera, osim GalUA u slucaju pektina te Xyl u slucaju
ksilana, moze se zakljuciti da je sastav ovih polisaharida, a tim i njihove karakteristike, razli¢it
te svojstven pojedinoj sekundarnoj sirovini. Na osnovu dobivenih rezultata, sekundarne biljne
sirovine podijeljene su u sirovine bogate pektinom (SBP, CBH i OP) i sirovine bogate ksilanom
(WS i PP), a sukladno tome su promatrane u kontekstu izdvajanja pektina i proizvodnje
pektinskih oligosaharida (POS), odnosno izdvajanja ksilana i proizvodnje ksilooligosaharida
(X0S).

Ukupni udjel svih monomera sukladan je udjelu ukupnih strukturnih polisaharida u s.tv.
sekundarne sirovine (Slika 27): za SBP 65,2 % u odnosu na 66,6 % s.tv. sirovine, zaWs 52,8
% u odnosu na 58,0 % s.tv. sirovine, za CBH 35,6 % u odnosu na 44,0 % s.tv. sirovine, za OP
51,8 u odnosu na 55,6 % s.tv. sirovine i za PP 40,7 u odnosu na 42,3 % s.tv. sirovine. Udjeli
ukupnih strukturnih polisaharida su ipak nesto visi, Sto se uglavnom odnosi na prisutnost
neugljikohidratnih komponenata polisaharida (acetilnih i metilnih skupina, vezanih proteina,
iona metala i sl.). Neugljikohidratne komponente u ovom kontekstu obradene su kasnije u tekstu

(poglavlje 4.3.3).
4.3.2.3 Validacija PMP-HPLC-PDA metode

Razvijena PMP-HPLC-PDA metoda validirana je s obzirom na linearnost, limit detekcije i

kvantifikacije, ponovljivost, preciznost i to¢nost.
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4.3.2.3.1 Linearnost

Tablica 35 prikazuje jednadzbe linearnih krivulja s pripadajué¢im koeficijentima determinacije
(R?), dobivene prilikom analize uzoraka standarada u koncentracijskom rasponu kako je
navedeno.

Primjenom razvijene HPLC-PDA metode, odreden je visoki stupanj linearnosti izmedu
povrsine pikova i definiranog raspona relativnih koncentracija za svaki analit (PMP-derivat
monosaharida), potvrdeno vrijedno$éu R? vrlo blizu 1 (idealna linearnost). Takoder, moze se
primijetiti da su nagibi pravaca vrlo slicni za sve analite, §to znaci da je 1 dobivena osjetljivost,
tj. odziv za svaki analit vrlo slicna, uz iznimku uronskih kiselina koje imaju najmanju
osjetljivost te pentoznih Secera, ksiloze i arabinoze, koji su imali najveci odziv. Ovakav rezultat
vjerojatno je posljedica strukturne sli¢nosti svih analita te mehanizma nastanka PMP derivata
u kojem se 2 molekule reagensa vezu za molekulu Secera tvoreci i strukturno medusobno sli¢ne
derivate.

Tablica 35. Parametri linearnosti razvijene HPLC-PDA metode za analizu PMP-derivata
monosaharida

Koeficijent

Monosaharid Jednadi_ba l?nearne determinacije Koncentracijski
krivulje (R?) raspon (ug/mL)
Manoza y = 0,9037x + 0,0031 0,9999 10 - 400 (0,025 - 1)
Ramnoza y = 0,8679x + 0,0005 0,9999 10 - 400 (0,025 - 1)°
Glukuronska kiselina y = 0,8068x - 0,0015 0,9996 10 - 400 (0,025 - 1)"
Galakturonska Kiselina y = 0,8275x - 0,0009 0,9996 10 - 400 (0,025 - 1)"
Glukoza y = 0,8535x - 0,0031 0,9998 10 - 400 (0,025 - 1)
Ksiloza y =1,0185x - 0,0029 0,9998 10 - 400 (0,025 - 1)
Galaktoza y = 0,9861x - 0,0065 0,9998 10 - 400 (0,025 - 1)
Arabinoza y = 1,1865x - 0,0049 0,9998 10 - 400 (0,025 - 1)
Fukoza y = 0,873x - 0,0095 0,9995 10 - 400 (0,025 - 1)

*relativne koncentracije u odnosu na interni standard, ribozu.
4.3.2.3.2 Limit detekcije i limit kvantifikacije

Tablica 36 prikazuje limite detekcije (LOD) i kvantifikacije (LOQ) analiziranih PMP-derivata

monosaharida prema razvijenoj HPLC-PDA metodi.
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Najnizi LOD i LOQ odredeni su za rano eluirajuée Secere, manozu i ramnozu (najnizi za
ramnozu, LOD 1,17 pg/mL i LOQ 3,55 pg/mL), a porastom retencijskog vremena (sukladno
redoslijedu monomera, Tablica 36), u pravilu su se povecavali i LOD i LOQ, $to je u skladu s
promjenom oblika kasno eluirajuc¢ih pikova koji su bili viSe proSireni u bazi te ih se prema
zadanim derivatizacijskim parametrima metode moglo detektirati pri relativno viSim
koncentracijama. Za GlcUA odredeni su najvisi LOD i LOQ (6,05 pg/mL i 18,32 pg/mL).

Tablica 36. Limit detekcije (LOD) i limit kvantifikacije (LOQ) analiziranih PMP-derivata
monosaharida za razvijenu HPLC-PDA metodu.

Monosaharid (J:g/?i) (u;?mQL)
Manoza 1,65 5,01
Ramnoza 1,17 3,55
Glukuronska kiselina 6,05 18,32
Galakturonska kiselina 3,04 9,21
Glukoza 3,79 11,47
Ksiloza 2,78 8,43
Galaktoza 4,52 13,71
Arabinoza 3,85 11,67
Fukoza 4,83 14,64

4.3.2.3.3 Ponovljivost i preciznost

Tablica 37 prikazuje preciznost metode odredenu kao ponovljivost i intermedijarna preciznost.
Analize su provedene tijekom 3 dana i na 3 zasebna uzorka od kojih je svaki analiziran 5 puta
uzastopno svaki dan. Ponovljivost je odredena za 5 uzastopnih analiza (n=5), a prikazani raspon
vrijednosti relativne standardne devijacije (% RSD) za retencijsko vrijeme (RT) 1 povrSinu
pikova (A) (min-max) odnosi se na ukupno 9 dobivenih vrijednosti (3 razli¢ita uzorka i 3
razli¢ita dana) uzastopnih dnevnih analiza. Za odredivanje intermedijarne preciznosti, u obzir
je uzeto 15 analiza (n=15) provedenih za svaki uzorak tijekom 3 dana. S obzirom da je metoda
najosjetljivija na promjene sastava i pH mobilne faze, svaki dan je drugi analitiar pripremao

svjezu mobilnu fazu prema zadanom postupku pripreme. Raspon prikazanih vrijednosti % RSD
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(min-max) odnosi se na 3 razli¢ita uzorka analizana prema istom principu. Relativne vrijednosti
% RSD za RT i A odredene su u odnosu na RT i A internog standarda, riboze, u svakoj analizi.
Tablica 37. Preciznost razvijene HPLC-PDA metode izraZena kao relativna standardna

devijacija (% RSD) retencijskog vremena (RT) i povrSine pikova (A) PMP-derivata
monosaharida.

Preciznost metode (% RSD)

Ponovljivost Intermedijarna preciznost
(engl. intraday precision) (engl. interday precision)

RT A RT A
Apsolutne vrijednosti 0,06 - 0,22 0,09-0,36 2,72-2,91 2,72 - 3,10
Man Relativne vrijednosti 0,01-0,03 0,02 - 0,32 0,11-0,13 0,18-1,63
) Apsolutne vrijednosti 0,07 -0,21 0,07 - 0,45 2,84 - 3,02 3,02 -4,26

Rib Relativne vrijednosti - - - -
Apsolutne vrijednosti 0,09-0,36 0,09 - 0,55 2,58 - 2,76 3,33-3,81
Rha Relativne vrijednosti 0,01 -0,03 0,09 - 0,55 0,26 - 0,26 0,34 - 0,97
Apsolutne vrijednosti 0,09-0,31 0,04 - 0,50 0,69 - 0,89 3,50-4,04
Gle UA Relativne vrijednosti 0,02 - 0,22 0,02 - 0,44 2,10-2,17 0,32 - 0,66
Apsolutne vrijednosti 0,08 -0,43 0,11-1,05 0,30-0,45 2,66 - 4,70
Gal UA Relativne vrijednosti 0,02 - 0,31 0,08 - 0,88 2,54 - 2,60 0,45-1,04
Apsolutne vrijednosti 0,08 -0,19 0,06 - 1,32 0,85-1,00 3,23-4,54
Gle Relativne vrijednosti 0,02 - 0,25 0,08 - 0,93 1,97 -2,01 0,58 - 0,68
Apsolutne vrijednosti 0,07 - 0,22 0,06 - 0,73 0,66 - 0,80 2,57 -4,73
Xyl Relativne vrijednosti 0,02 - 0,26 0,04 - 0,32 2,16 - 2,22 0,48 - 0,68
Apsolutne vrijednosti 0,07 -0,15 0,02-1,15 0,38 -0,51 1,60 - 5,82
Gal Relativne vrijednosti 0,02 - 0,26 0,04 -0,72 2,45 - 2,50 1,23-1,65
Apsolutne vrijednosti 0,07 -0,15 0,04 - 1,00 0,35-0,47 2,84 -5,39
Ara Relativne vrijednosti 0,03 -0,25 0,14 - 0,59 2,49 - 2,54 0,79 - 1,25
Apsolutne vrijednosti 0,06 - 0,16 0,03-1,27 0,35-0,48 2,58 - 6,09
Fue Relativne vrijednosti 0,03 -0,25 0,14 - 0,85 2,48 - 2,53 0,50 -1,91

Ponovljivost metode, s obzirom na retencijsko vrijeme i povrSinu pikova, bila je vrlo visoka za
sve analite i sve analizirane uzorke, s relativnom standardnom devijacijom manjom od 1 % u
gotovo svim mjerenjima, a isto se o€itovalo i za apsolutne i relativne vrijednosti RT i A.
Vrijednosti % RSD za intermedijarnu preciznost RT i A vece su nego za ponovljivost, kod A
uglavnom vidljivo za apsolutne vrijednosti, dok kod RT i za apsolutne i za relativne vrijednosti,
ovisno o redoslijedu eluacije analita. Kod ranije eluirajucih pikova (manoze, riboze i ramnoze)

% RSD veci je za apsolutna nego relativna retencijska vremena, sto ukazuje na ve¢u promjenu
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apsolutne retencije, dok relativna retencija pikova ostaje gotovo ista. Kod kasnije eluirajucih
pikova je % RSD za apsolutne vrijednost retencije manji nego za relativne Sto ukazuje na vecu
promjenu u rezoluciji pikova u odnosu na interni standard nego kod ranije eluiraju¢ih pikova.
Razlog tome najvjerojatnije su male varijacije u pripremi mobilne faze (svjeZa mobilna faza
pripremljena je svaki dan analize prema zadanom postupku), kao i u promjenama sastava
mobilne faze tijekom dnevnih analiza. Promjena apsolutne retencije ocitovala se kod svih
pikova, ukljucujuéi i pik internog standarda. Blago poveéanje % RSD za aspolutne, ali i
relativne vrijednosti A moze se objasniti, osim varijacijama sastava mobilne faze, i stabilno§¢u
PMP derivata. Buduc¢i da je reakcija derivatizacije reverzibilna (iako se pomak ravnoteze u
drugu stranu ne odvija istim mehanizmom), u uvjetima duzeg ¢uvanja derivatiziranih uzoraka
bez suviska PMP reagensa dolazi do gubitka analita (derivata). Ovaj u€inak osim o vremenu
ovisi i o temperaturi ¢uvanja uzorka te je izraZeniji pri relativno povisenoj temperaturi. Za
poterbe validacije metode, svi uzorci kontinuirano su ¢uvani pri 5 °C (u termostatiranom
autosampleru), sto je bilo dovoljno da ostanu stabilni za potrebe analize (najve¢i RSD = 6 %).
Blazi porast % RSD za relativne vrijednosti A naglasava prednost primjene internog standarda.
S obzirom da je uspjeSnost HPLC-PDA analize izravno ovisna o uspjeSnosti PMP
derivatizacije, ponovljivost i intermedijarna preciznost takoder su odredene i za metodu u
kombinaciji s derivatizacijskim postupkom (Tablica 38). Pritom, ponovljivost je odredena s
obzirom na ukupno 15 analiza (po 5 analiza za 3 uzorka) u jednom danu, a raspon vrijednosti
% RSD (min-max) odnosi se 3 dana provedenih analiza. Intermedijarna preciznost
derivatizacije odredena je uzimajuci u obzir ukupan broj analiza za sve uzorke i tijekom 3 dana
(n=45). Vrijednosti % RSD za ponovljivost retencijskih vremena i dalje su bili manje od 1 %,
Sto je bilo i o¢ekivano, dok su iste za povrsine pikova ipak nesto vece, ali nisu prelazile priblizno
6,5 % za apsolutne vrijednosti, odnosno priblizno 3,5 % za relativne vrijednosti. Ovakav
rezultat ukazuje na vaznost primjene internog standarda u svrhu postizanja preciznijih rezultata.
Vrijednosti % RSD za intermedijarnu preciznost pokazale su jednaku tendenciju kao i kod
intermedijarne preciznosti same HPLC metode, odnosno ukazuju na to da derivatizacija nema
utjecaj na retenciju, ve¢ ista ovisi o parametrima analize, to¢nije, o promjeni sastava i pH
mobilne faze. Relativne vrijednosti % RSD za A neSto su veée u odnosu na iste za
intermedijarnu preciznost same HPLC metode, §to pak ukazuje na utjecaj derivatizacijskog
postupka. Svi dobiveni rezultati za ocjenu ukupne preciznosti metode u kombinaciji s

derivatizacijskim postupkom su zadovoljavajuci.
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Tablica 38. Preciznost PMP derivatizacije izrazena kao relativna standardna devijacija
(% RSD) retencijskog vremena (RT) i povrsine pikova (A) analiziranin PMP-derivata
monosaharida.

Preciznost derivatizacije (% RSD)

Ponovljivost
(intraday precision)

Intermedijarna preciznost
(interday precision)

RT A RT A
Apsolutne vrijednosti 0,25-0,36 1,93 - 3,66 2,73 3,72
Man Relativne vrijednosti 0,02 - 0,02 0,78 - 3,16 0,12 2,14
] Apsolutne vrijednosti 0,24 - 0,35 1,29-1,91 2,85 3,71

Rib Relativne vrijednosti - - - -
Rha Apsolutne vrijednosti 0,25-0,36 1,66 -2,70 2,59 3,99
Relativne vrijednosti 0,02 - 0,03 1,66 -2,70 0,26 1,17
Glc UA Apsolutne vrijednosti 0,24 - 0,37 2,51 - 3,66 0,80 4,69
Relativne vrijednosti 0,03-0,15 1,98 - 2,74 2,08 2,24
Gal UA Apsolutne vrijednosti 0,28 -0,34 1,86 - 3,40 0,44 4,46
Relativne vrijednosti 0,03 -0,22 1,55-2,42 2,51 1,87
Apsolutne vrijednosti 0,20-0,30 2,93-3,19 0,92 4,65
Gle Relativne vrijednosti 0,03-0,14 1,35-1,86 1,94 1,63
Apsolutne vrijednosti 0,19-0,28 1,10 - 3,29 0,73 3,73
Xy Relativne vrijednosti 0,08 - 0,15 1,26 - 2,42 2,13 1,81
Gal Apsolutne vrijednosti 0,19 -0,29 1,38-4,11 0,48 3,88
Relativne vrijednosti 0,04 - 0,15 0,36 - 3,13 2,41 1,94
Ara Apsolutne vrijednosti 0,19-0,28 1,35-3,32 0,44 4,08
Relativne vrijednosti 0,05 -0,15 0,52 - 2,32 2,45 1,51
Fuc Apsolutne vrijednosti 0,19-0,28 2,71 - 6,69 0,45 5,59
Relativne vrijednosti 0,05 -0,15 3,44 - 6,04 2,44 4,52

4.3.2.3.4 Tocnost

Tablica 39 prikazuje relativni omjer (%) odredenih vrijednosti koncentracije pojedinih PMP

derivata monosaharida u uzorku CBH s namjerno dodanim poznatim koncentracijama

monosaharida, u odnosu na teorijski izraunate vrijednosti koncentracija istih.
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Tablica 39. Tocnost razvijene HPLC-PDA metode za analizu PMP-derivata
monosaharida.

Tocnost za 25 Tocnost za 50 Tocnost za 75
Monosaharid i 100* pg/mL I?cyso? i 200 pg/mL ?(;5 i 300 pg/mL I?O/SO?
(%) (%) (%)

Manoza 102,06 1,13 106,44 0,24 104,95 0,28
Ramnoza 101,66 1,29 107,40 0,25 109,61 0,43
Glukuronska 99,15 0,17 104,42 1,01 103,57 0,95
kiselina

Galakturonska 103,99 0,89 107,64 0,70 107,34 0,76
kiselina

Glukoza 99,40 0,00 103,30 0,33 100,97 0,29
Ksiloza 105,51 1,09 107,15 0,08 104,19 0,29
Galaktoza 99,95 2,44 101,43 0,01 100,53 0,47
Arabinoza 101,32 1,62 108,92 0,10 108,73 0,41
Fukoza 94,76 1,72 104,23 2,69 103,56 0,94

*za svaku od 3 razine dodane koncentracije monosaharida, visa koncentracija (100, 200 i 300 pg/mL) se odnosi
na glukozu i galakturonsku kiselinu kao dominatno zastupljene monomere u hidrolizatima AIR, dok se niza
koncentracija (25, 50 i 75 pg/mL odnosi na ostale monomere.

Tocnost metode za najnize dodane koncentracije iznosila je priblizno 95-106 % za sve PMP
derivate, s RSD mjerenja manjim od 2,5 %; za srednje dodane koncentracije 101 - 109 %, s
RSD mjerenja manjim od 2,7 % te za najvise dodane koncentracije 101 - 110 %, s RSD mjerenja
manjim od 1 %. To¢nost metode pokazala se neovisnom o dodavanoj koncentraciji monomera.
Ovakayv rezultat potvrduje zadovoljavajucu tocnost metode uz pogresku izracunate vrijednosti
5-10 %. Dobiveni rezultati to¢nosti metode u skladu su s prethodno objavljenim rezultatima za
sliéne postupke derivatizacije PMP reagensom te HPLC analize dobivenih monomera (Lv i sur.,
2009; Dai i sur., 2010).

4.3.3 Neugljikohidratne komponente polisaharida

Kao neugljikohidratne komponente polisaharida odredene su vezane funkcionalne skupine koje
imaju veliku ulogu u nativnoj strukturi i povezivanju s ostalim komponentama matiksa stani¢ne
stijenke: metilna, acetilna i feruloilna skupina. Slika 33 prikazuje udjele navedenih skupina u

suhoj tvari pojedine sekundarne biljne sirovine.
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Slika 33. Maseni udjeli (%) metil, acetil i feruloil estera u suhoj stvari sekndarnih biljnih
sirovina (SBP - pulpa $ecerne repe, WS - ljuska oraha, CBH - ljuska kakaovog zrna, OP
- ljuska crvenog luka, PP - mahuna graska).

Funkcionalne skupine sastavni su dio polisaharida te ako se pribroje ukupnom udjelu monomera
iskazuju udjel ukupnih strukturnih polisaharida. Prema tome, u SBP isti ¢ine 72,0 % s.tv.
sirovine, u WS 57,9 %, u CBH 38,8 %,u OP 54,3 % i u PP 47,6 %. Naravno, uz pretpostavku
da se sve odredene skupine nalaze vezane na polisaharidima. U usporedbi s rezultatima ukupnih
strukturnih polisaahrida dobivenih korekcijom udjela vlakana za lignin (Slika 27), vidljivo je
zadovoljavaju¢e slaganje rezultata. Najve¢i udjel ukupnih vezanih funkcionalnih skupina
odreden je u SBP (6,75 % s.tv. sirovine), WS (6,81 % s.tv. sirovine) i PP (6,19 % s.tv. sirovine),
Sto se pretezno odnosilo na acetilnu skupinu. Acetiliranost se uglavnom karakteristika
hemiceluloznih polisaharida, medutim, i pektin moze biti zna¢ajno (iako rijetko) acetiliran, $to
je slucaj kod SBP (Berlowska i sur., 2018). Metilna skupina bila je najzastupljenija u SBP, $to
se moze povezati sa znacajnom metiliranoS¢u SBP pektina. Ova sirovina je takoder bila jedina
u kojoj je odredena vezana ferulinska kiselina, u udjelu 0,70 % s.tv. sirovine, $to je u skladu s
literaturnim podacima (Micard i sur., 1996). Prema ovim podacima, SBP se takoder moze
smatrati bogatim izvorom polifenola, suprotno rezultatima analize ekstraktibilne suhe tvari
(Tablica 32), medutim, isti se nalaze u vezanom obliku i stoga se nisu mogli esktrahirati 70 %-
tnim etanolom.

1z ovih rezultata tesko je 1 zapravo nemoguce znati koji dio acetiliranosti 1/ili metiliranosti se
odnosi na hemiceluozne, a koji na pektinske polisaharide, medutim, ako se uzme u obzir
relativna zastupljenost istih (pretpostavljena s obzirom na monomerni sastav), moze se

pretpostaviti da je ukupni pektin (ukupni homogalakturonan) SBP visokometiliran (60,1 %) i
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visokoacetiliran (69,7 %), ukupni pektin CBH niskometiliran (11,6 %) i visokoacetiliran (74,6
%), dok ukupni pektin OP niskometiliran (28,8 %) i niskoacetiliran (14,7 %). Ukupni pektini
WS i PP takoder su niskometilirani, a ukupni ksilan u ovim sirovinama je visokoacetiliran u
svom nativnom obliku (64,2 % za WS 194,97 % za PP) (Slika 34).
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Slika 34. Prosjecne teorijske vrijednosti stupnja metilacije (% DM) i stupnja acetilacije
(% DA) ukupnog galakturonana (puni stupié¢i) i ksilana (iscrtani stupic¢i) u analiziranim
sekundarnim biljnim sirovinama.

4.4 Inicijalni postupak frakcioniranja strukturnih polisaharida

Inicijalni postupak frakcioniranja osmiSljen je kao zajedniCki postupak frakcioniranja
polisaharida stani¢ne stijenke u kojem su sve sirovine bile podvrgnute jednakom tretmanu s
jedinom razlikom u delignifikacijskom koraku (razlika u ukupnoj koli¢ini dodavanih reagensa,
sukladno udjelima lignina u sekundarnim sirovinama). Ovim postupkom izdvojene su frakcije
pektina (P), topljive (tH) i netopljive (ntH) hemiceluloze i celuloznog ostatka (C). Pektinska
frakcija izdvojena je tretmanom razrijedenom kiselinom iz alkoholno-netopljivog ostatka
(ostatak nakon ekstrakcije 70 %-tnim EtOH). Depektinizirane sirovine podvrgnute su
delignifikaciji, a ukupna hemicelulozna frakcija izdvojena je alkalnom ekstrakcijom iz
delignificiranih sirovina. Neutralizacijom i dijalizom hemiceluloznog ekstrakta izdvojile su se
2 podfrakcije, topljiva i netopljiva hemiceluloza. 1zdvajanje dijela netopljive hemiceluloze
tijekom neutralizacije alkalnog ekstrakta opisano je jo§ u radu O’Dwyer-a (1926), a kasnije i
drugih istrazivaca (Gaillard, 1965; Zhang, 2016). Ova frakcija u literaturi se moze naci i pod
nazivom hemiceluloza A. Topljivi dio hemiceluloze izdvaja se alkoholnom precipitacijom
neutraliziranog alkalnog ekstrakta (hemiceluloza B). S obzirom da su oznake “A” i “B” u

literaturi ipak rijetke, a takoder i nacin izdvajanja ovih podfrakcija u ovome radu razlikovao se
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od izvorno opisanih postupaka, zadrzani su nazivi netopljiva i topljiva hemiceluloza. Razlika u
topljivosti nastaje kao posljedica promjene sastava i strukture polisaharida tijekom postupka
ekstrakcije. Time 1 udjel pojedinih podfrakcija ovisi o sirovini te je ova pojava, za opisani
postupak frakcioniranja, primije¢ena isklju¢ivo kod WS i PP. Hemiceluloze ostalih sirovina
oznacéene su kao topljiva hemiceluloza (tH) zbog sljedivosti oznaka u cijelome radu. Frakcija
celuloznog ostatka izdvojena je kao ostatak nakon alkalne ekstrakcije.

Svrha frakcioniranja polisaharida stani¢ne stijenke bila je izdvajanje procis¢enih frakcija biljnih
polisaharida - pektina iz SBP, CBH i OP te ksilana iz WS i PP, koji ¢e se kasnije upotrijebiti
kao supstrat za proizvodnju pektinskih oligosaharida i ksilooligosaharida.

4.4.1 Polisaharidne frakcije pulpe Secerne repe

Slika 35 prikazuje prinose pojedinih izdvojenih frakcija primijenjenim inicijalnim postupkom
frakcioniranja strukturnih polisaharida SBP, izrazenih na suhu tvar sirovine. Dobiven je
znacajan prinos pektinske frakcije (15,2 % s.tv. sirovine), dok je prinos hemicelulozne frakcije
bio relativno nizak (6,4 % s.tv. sirovine). Prinos frakcije celuloznog ostatka iznosio je 20,9 %

s.tv. sirovine.
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Slika 35. Prinosi frakcija pektina (P), topljive hemiceluloze (tH), i celuloze (C),
izdvojenih iz pulpe Seéerne repe inicijalnim postupkom frakcioniranja polisaharida
stani¢ne stijenke.
Ostvareni prinosi pojedinih frakcija u skladu su s visokim udjelima galakturonske kiseline i
celuloze, kao i relativno niskim udjelima karakteristi¢cno hemiceluloznih monomera. Analiza

monomernog sastava izdvojenih frakcija (Slika 36) pokazala je najvecu zastupljenost GalUA u

pektinskoj frakciji (56,6 % s.tv. pektinske frakcije), s dominantno prisutnim galaktanima (9,9
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% s.tv. frakcije) kao bo¢nim lancima RG-1 regije, dok je zastupljenost arabinana bila vrlo niska.
Hemicelulozna frakcija bila je prili¢no heterogenog sastava, sa znac¢ajnim udjelom rezidualnog
pektina (udjel GalUA iznosio je 21,9 % s.tv. hemicelulozne frakcije), takoder s potencijalno
razgranatim regijama bogatima galaktanima (iako se Gal moze naci i kao sastavni dio
hemiceluloznih polimera, ali na temelju ovih rezultata nije moguce odrediti u kojem udjelu).
Od hemiceluloznih polimera, u ovoj frakciji na temelju monomernog sastava pretpostavljena je
prisutnost dominantno ksiloglukana i manana/glukomanana te arabinogalaktana. Celulozna
frakcija o¢ekivano je u svom sastavu sadrzavala pretezito glukozu te gotovo teorijski prinos
polisaharida (ukupan zbroj svih odredenih monomera), §to govori o visokom stupnju Cistoce
ove frakcije. Udjel neceluloznih primjesa iznosio je priblizno 12 % te se odnosio na rezidualne

pektinske i hemicelulozne polimere.
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Slika 36. Monomerni sastav frakcija pektina (P), topljive hemiceluloze (tH), i celuloze
(C), izdvojenih iz pulpe Se¢erne repe inicijalnim postupkom frakcioniranja polisaharida
stani¢ne stijenke. Man - manoza, Rha - ramnoza, GalUA - galakturonska kiselina, Glc -
glukoza, Xyl - ksiloza, Gal - galaktoza, Ara - arabinoza, Fuc - fukoza.

Zbroj prinosa izdvojenih frakcija iz SBP iznosio je 42,5 % s.tv. sirovine $to, U odnosu na
izraCunati teorijski udjel strukturnih polisaharida od 66,6 % s.tv., ukazuje na odredeni stupanj
gubitaka tijekom postupka frakcioniranja. Kombiniranjem rezultata prinosa izdvojenih
polisaharidnih frakcija, monomernog sastava istih te pocetnog monomernog sastava SBP,

uspostavljene su bilance pojedinin monomera (Slika 37). 1z rezultata bilanci vidljivi su gubici
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gotovo svih monomera, a najvise Ara (~ 95 %). S obzirom na znacajnu zastupljenost ukupnog
arabinana u SBP (~ 18 % s.tv. sirovine), moze se zakljuciti da raskorak prinosa izdvojenih
polisaharidnih frakcija i teorijskog udjela strukturnih polisaharida se najvise odnosi upravo na
gubitak arabinana.
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Slika 37. Bilanca monomera odredenih u sastavu strukturnih polisaharida pulpe $ecerne
repe, izrazena kao iskoriStenje (%) pojedinog monomera u frakcijama izdvojenima
inicijalnim postupkom frakcioniranja polisaharida stani¢ne stijenke (P - pektinska
frakcija, tH - topljiva hemicelulozna frakcija, C - celulozna frakcija) u odnosu na pocetni
udjel monomera u sirovini. Man - manoza, Rha - ramnoza, GalUA - galakturonska
Kiselina, Glc - glukoza, Xyl - ksiloza, Gal - galaktoza, Ara - arabinoza, Fuc - fukoza.

Gubici arabinana najvjerojatnije su se dogodili tijekom ekstrakcije pektina buduéi da su isti
izrazito osjetljivi na niske pH vrijednosti pri kojima hidroliziraju u manje fragmente koji se ne
mogu precipitirati dodatkom etanola (Levigne i sur., 2002a). S obzirom na zna¢enje SBP kao
sirovine bogate pektinom, vazan pokazatelj uspjeSnosti postupka frakcioniranja bila je i bilanca
GalUA. Tijekom postupka frakcioniranja polisaharida, prinos ukupnog galakturonana iznosio
je priblizno 52 %, od ¢ega priblizno 80 % u pektinskoj frakciji. Najmanji gubici ostvareni su za

glukozu (~ 6 %).

4.4.2 Polisaharidne frakcije ljuske oraha

Slika 38 prikazuje prinose pojedinih izdvojenih frakcija primijenjenim inicijalnim postupkom
frakcioniranja polisaharida stani¢ne stijenke WS, izraZenih na suhu tvar sirovine. Dobiven je
znacajan prinos hemiceluloznih polisaharida (ukupno 17,8 % s.tv. sirovine), kao i celulozne

frakcije (26,8 % s.tv. sirovine), dok je pektinska frakcija izdvojena s gotovo neznatnim
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prinosom (< 1 % s.tv. sirovine). Hemicelulozna frakcija gotovo podjednako se izdvojila u
obliku topljive i netopljive podfrakcije (56 : 44 u korist topljive hemiceluloze).

0,92+0,01
10,04=0,16

54,51

26.79=0.39

m%P m%tH m%ntH m%C 0% ostalo

Slika 38. Prinosi frakcija pektina (P), topljive hemiceluloze (tH), netopljive hemiceluloze
(ntH) i celuloze (C), izdvojenih iz ljuske oraha inicijalnim postupkom frakcioniranja
polisaharida stani¢ne stijenke.

Slika 39 prikazuje monomerni sastav polisaharidnih frakcija izdvojenih iz WS. U pektinskoj
frakciji karakteristi¢no je najzastupljenija bila GalUA, a od neutralnih Sec¢era galaktoza (Gal).
U topljivoj i netopljivoj hemiceluloznoj podfrakciji najzastupljenija je bila ksiloza (Xyl) s 68,4
% i 87,9 % relativnog udjela svih monomera. Uz Xyl, u hemiceluloznim frakcijama, pogotovo
tH, znacajno zastupljen je bio i rezidualni pektin (GalUA i Gal). Podfrakcija ntH izdvojena je
kao frakcija visoke Cisto¢e u smislu ugljikohidratnog (polisaharidnog) prinosa (prinos svih
odredenih monomera iznosio je 77,6 % s.tv. frakcije).

Celulozna frakcija takoder je imala visok ugljikohidratni prinos, a u sastavu dominantno
glukozu (~ 92 % relativnog udjela svih monomera). Xyl je ¢inila glavninu ostalih monomera
celulozne frakcije, §to se odnosi na rezidualni ksilan.

Kao i kod SBP, zbroj prinosa izdvojenih frakcija (45,5 % s.tv. sirovine) bio je manji nego
teorijski udjel strukturnih polisaharida (58,0 % s.tv. sirovine), §to ukazuje na gubitke tijekom

postupka frakcioniranja.
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Slika 39. Monomerni sastav frakcija pektina (P), topljive hemiceluloze (tH), netopljive
hemiceluloze (ntH) i celuloze (C), izdvojenih iz ljuske oraha inicijalnim postupkom
frakcioniranja polisaharida stani¢ne stijenke. Rha - ramnoza, GICUA - glukuronska
kiselina, GalUA - galakturonska kiselina, Glc - glukoza, Xyl - ksiloza, Gal - galaktoza,
Ara - arabinoza.

Gubici pojedinih monomera vidljivi su iz bilanci (Slika 40), uspostavljenih uzimajuéi u obzir
udjele izdvojenih frakcija, monomerni sastav istih te po¢etni monomerni sastav WS. S obzirom
na zastupljenost te vaznost u smislu potencijala ponovnog iskoriStavanja, najvazniji pokazatelj
uspjesnosti postupka frakcioniranja bila je bilanca Xyl. Provedenim postupkom frakcioniranja
ukupno je izdvojeno malo manje od polovice inicijalno prisutnog ksilana u sirovini, pritom 19,1
% u podfrakciji tH, 24,3 % u podfrakciji ntH te 5,3 % u kao rezidualni ksilan u C frakciji.
Potencijalni razlozi gubitka ksilana su njegova degradacija tijekom delignifikacije (oksidativno
djelovanje) ili alkalne ekstrakcije (B-eliminacija u luznatom mediju) usijed kojih nastaju manji
fragmenti ksilana koji se ne mogu precipitirati dodatkom etanola te se posljedi¢no izgube u
supernatantu nakon izdvajanja precipitata hemiceluloze.

Najmani gubici ostvareni su za Glc. Gubici pektinskih monomera (GalUA, Rha, Gal i Ara),
iako znacajni, nisu od velike vaznosti s obzirom na relativno nisku zastupljenost istih u izvornoj
sirovini.

Dobiveni rezultati ukazuju na potrebu za optimizacijom postupka ekstrakcije ksilana iz WS u

smislu smanjenja gubitaka ksilana tijekom izdvajanja.
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Slika 40. Bilanca monomera odredenih u sastavu strukturnih polisaharida ljuske oraha,
izrazena kao iskoriStenje (%) pojedinog monomera u frakcijama izdvojenima inicijalnim
postupkom frakcioniranja polisaharida stani¢ne stijenke (tH - topljiva hemicelulozna
frakcija, ntH - netopljiva hemicelulozna frakcija, C - celulozna frakcija) u odnosu na
pocetni udjel monomera u sirovini. Rha - ramnoza, GIcUA - glukuronska kiselina, GalUA
- galakturonska kiselina, Glc - glukoza, Xyl - ksiloza, Gal - galaktoza, Ara - arabinoza.

4.4.3 Polisaharidne frakcije ljuske kakaovog zrna

Slika 41 prikazuje prinose pojedinih izdvojenih frakcija primijenjenim inicijalnim postupkom
frakcioniranja polisaharida stani¢ne stijenke CBH, izrazenih na suhu tvar sirovine. S obzirom
da je ovoj sirovini odredeno razmjerno malo ukupnih strukturnih polisaharida u odnosu na
druge sirovine (osim PP), dobiveni prinosi pektinske (10,5 % s.tv. sirovine), hemicelulozne (8,4
% s.tv. sirovine) i celulozne (15,5 % s.tv. sirovine) frakcije mogu se smatrati znac¢ajnima.

Monomerni sastav (Slika 42) izdvojenih frakcija pokazao je karakteristicno dominantnu
zastupljenost GalUA u pektinskoj frakciji te prisutnost galaktana u RG-I regiji. Uz pektin, u
ovoj frakciji je koekstrahiran i dio vodeno topljivog glukomanana. Hemicelulozna frakcija
pokazala je prisutost ksiloglukana, glukuronoksilana i manana/glukomanana te rezidualnog
pektina, takoder potencijalno sa znacajnom udjelom bocnih lanaca galaktana, iako podrijetlo
galaktana moze biti i od hemiceluloznih polimera. U celuloznoj frakciji najzastupljenija je bila
Glc (87,3 % relativnog udjela svih monomera), §to se uglavnom odnosilo na celulozu, ali i jedan
dio rezidualnih ksiloglukana i/ili glukomanana. Celulozna frakcija ostvarila je 1 najvisi

ugljikohidratni prinos (zbroj svih monomera) od 87,1 % s.tv. frakcije.
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Slika 41. Prinosi frakcija pektina (P), topljive hemiceluloze (tH) i celuloze (C), izdvojenih
iz ljuske kakaovog zrna inicijalnim postupkom frakcioniranja polisaharida stani¢ne
stijenke.
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Slika 42. Monomerni sastav frakcija pektina (P), topljive hemiceluloze (tH) i celuloze
(C), izdvojenih iz ljuske kakaovog zrna inicijalnim postupkom frakcioniranja
polisaharida stani¢ne stijenke. Man - manoza, Rha - ramnoza, GIcUA - glukuronska
kiselina, GalUA - galakturonska kiselina, Glc - glukoza, Xyl - ksiloza, Gal - galaktoza,
Ara - arabinoza, Fuc - fukoza.

Kao 1 kod prethodne dvije sirovine, postoji odstupanje izmedu udjela ukupno izdvojenih

frakcija (~ 34 % s.tv. sirovine) te teorijskog udjela strukturnih polisaharida (44,0 %), a gubici
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uslijed provedenog postupka frakcioniranja vidljivi su kroz bilance pojedinih monomera (Slika
43). S obzirom da je CBH karakterizirana kao pektinom bogata sirovina, najvaznije bilance bile
su za GalUA, Rha, Ara i Gal. Kao i kod SBP, bilanca Ara pokazala je znacajne gubitke
arabinana (~ 85 %), zbog niske pH vrijednosti otapala (pH 1,5) koristene u ekstrakciji pektina,
medutim, gubitak arabinana ne smatra se znacajnim za iskoristivost pektina ove sirovine s
obzirom da je arabinan op¢enito malo zastupljen u CBH (1,2 % s.tv. sirovine). Puno znacajniji,
u smislu iskoristivosti sirovine, je gubitak galakturonana (GalUA), koji iznosi priblizno 48 %.
Primijenjenim postupkom frakcioniranja, u pektinskoj frakciji izdvojeno je 38,1 % izvorno
prisutnog galakturonana u sirovini. Ukupno iskoriStenje galaktana i ramnana bilo je vrlo sli¢no,
a u pektinskoj frakciji izdvojeno je 47,6 % te 24,5 % istih.

Dobiveni rezultati ukazuju na potrebu za optimizacijom ekstrakcije pektina u smislu smanjenja

gubitaka galakturonana te povecanja njegove ekstraktibilnosti u pektinskoj frakciji.
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Slika 43. Bilanca monomera odredenih u sastavu strukturnih polisaharida ljuske
kakaovog zrna, izraZzena kao iskoriStenje (%) pojedinog monomera u frakcijama
izdvojenima inicijalnim postupkom frakcioniranja polisaharida stani¢ne stijenke (P -
pektinska frakcija, tH - topljiva hemicelulozna frakcija, C - celulozna frakcija) u odnosu
na pocetni udjel monomera u sirovini. Man - manoza, Rha - ramnoza, GIcUA -
glukuronska kiselina, GalUA - galakturonska kiselina, Glc - glukoza, Xyl - ksiloza, Gal -
galaktoza, Ara - arabinoza, Fuc - fukoza.

4.4.4 Polisaharidne frakcije ljuske crvenog luka

Slika 44 prikazuje prinose pojedinih izdvojenih frakcija primijenjenim inicijalnim postupkom

frakcioniranja polisaharida stani¢ne stijenke OP, izraZenih na suhu tvar sirovine.
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Slika 44. Prinosi frakcija pektina (P), topljive hemiceluloze (tH) i celuloze (C), izdvojenih
iz ljuske crvenog luka inicijalnim postupkom frakcioniranja polisaharida stani¢ne
stijenke.

Najveci udjel odnosio se na celuloznu frakciju (48,0 % s.tv. sirovine), dok su udjeli pektinske i
hemicelulozne frakcije bili relativno mali (4,5 % s.tv. sirovine za P i 4,6 % s.tv. sirovine za tH).
Monomerni sastav (Slika 45) pokazao je vrlo visoku zastupljenost GalUA u svim frakcijama.
U pektinskoj frakciji je to ocekivano, dok zastupljenost u ostalim frakcijama ukazuje na
rezistentnost galakturonana na primijenjene ekstrakcijske uvjete. Ova rezistentnost proizlazi iz
vezanosti galakturonana kalcijevim ionima, uslijed cega je prakticki netopljiv (osim malog
dijela, kako je ovdje i prikazano). Iz tog razloga, za OP je odreden visoki udjel netopljivih
vlakana (Slika 26), dok je monomerni sastav pokazao da je udjel pektina (GalUA) u ovoj
sirovini znacajan (Slika 45), a pektin se konvencionalno kategorizira kao topljivo vlakno. Od
ostalih karakteristika monomernog sastava izdvojenih frakcija, u pektinskoj frakciji je uz
GalUA znafajno bila prisutna Gal; monomerni sastav hemicelulozne frakcije (uz rezidualni
pektin - GalUA + Gal) indicirao je prisutnost ksiloglukana, glukuronoksilana te
manana/glukomanana, dok je u celuloznoj frakciji o¢ekivano bila dominantna Glc, s niskom
zastupljenoS¢u rezidualnih ksiloglukana 1 manana/glukomanana (uz relativno visoku

zastupljenost rezidualnog galakturonana).
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Slika 45. Monomerni sastav frakcija pektina (P), topljive hemiceluloze (tH) i celuloze
(C), izdvojenih iz ljuske crvenog luka inicijalnim postupkom frakcioniranja polisaharida
stani¢ne stijenke. Man - manoza, Rha - ramnoza, GalUA - galakturonska kiselina, Glc -
glukoza, Xyl - ksiloza, Gal - galaktoza, Ara - arabinoza, Fuc - fukoza.

lako je zbroj udjela izdvojenih frakcija bio blizak udjelu strukturnih polisaharida u ovoj sirovini,

bilance pojedinih monomera (Slika 46) pokazale su gubitke, $to ukazuje na to da u izdovjenim

frakcijama se osim polisaharida nalaze i duge koprecipitirane komponente u ve¢em udjelu nego

u ostalim sirovinama. S obzirom na zastupljenost u izvornoj sirovini i potencijal iskoristenja u

obliku oligogalakturonida (OGaU) kao oblika pektinskih oligosaharida, najznacajnija je bila,

dakako, bilanca GalUA. Iz rezultata je vidljivo da je najveci dio GalUA izdvojen u netopljivom

obliku u celuloznoj frakciji (79,2 % ukupno izdvojenog galakturonana, tj. priblizno 38 %

pocetnog udjela GalUA u OP). Svega priblizno 4 % pocetnog udjela GalUA u OP izdvojeno je

u pektinskoj frakciji.

Dobiveni rezultati ukazuju na potrebu optimizacije ekstrakcije pektina (GalUA) iz OP u smislu

smanjenja gubitaka galakturonana te povecanja ekstraktibilnosti u pektinskoj frakciji.
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Slika 46. Bilanca monomera odredenih u sastavu strukturnih polisaharida ljuske crvenog
luka, izrazena kao iskoriStenje (%) pojedinog monomera u frakcijama izdvojenima
inicijalnim postupkom frakcioniranja polisaharida stani¢ne stijenke (P - pektinska
frakcija, tH - topljiva hemicelulozna frakcija, C - celulozna frakcija) u odnosu na pocetni
udjel monomera u sirovini. Man - manoza, Rha - ramnoza, GalUA - galakturonska
kiselina, Glc - glukoza, Xyl - ksiloza, Gal - galaktoza, Ara - arabinoza, Fuc - fukoza.

4.45 Polisaharidne frakcije mahune graska

Slika 47 prikazuje prinose pojedinih izdvojenih frakcija primijenjenim inicijalnim postupkom
frakcioniranja polisaharida stani¢ne stijenke PP, izrazenih na suhu tvar sirovine.

Kao i kod CBH, s obzirom na relativno nisku zastupljenost ukupnih strukturnih polisaharida
opcenito (u odnosu na druge sirovine), dobiveni prinosi izdvojenih polisaharidnih frakcija
mogu se smatrati znacajnima. Prinos pektinske frakcije iznosio je 7,13 % s.tv. sirovine, ukupne
hemicelulozne frakcije 12,2 % s.tv. sirovine te celulozne frakcije 18,5 % s.tv. sirovine.
Hemicelulozna frakcija izdvojena je u korist netopljive podfrakcije (~ 64 % ukupno izdvojene
hemicelulozne frakcije).

Monomerni sastav (Slika 48) pektinske frakcije pokazao je karakteristicno dominantnu
zastupljenost GalUA, a zatim i galaktanom bogate RG-I regije. Takoder, primije¢ena je nesto
visa zastupljenost Glc, §t0 Se moze pripisati prisutnosti $kroba koji se nije mogao izdvojiti
tijekom ekstrakcije 70 %-tnim etanolom te je koprecipitirao u pektinskoj frakciji. Monomerni
sastav tH indicira prisutnost smjese ksilana i ksiloglukana te rezidualnog pektina (GalUA +
Gal). Ugljikohidratni prinos ove frakcije bio je relativno nizak (~ 50 % s.tv. frakcije), a moze
se objasniti prisutno$¢u preostalog lignina, ¢vrsto vezanog za hemicelulozne polimere.
Podfrakcija ntH pokazala je vrlo visoku homogenost, gotovo iskljucivo je bila sastavljena od

ksilana (uz malu prisutnost rezidualnih galakturonana i ksiloglukana), a takoder i vrlo visok
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Slika 47. Prinosi frakcija pektina (P), topljive hemiceluloze (tH), netopljive hemiceluloze
(ntH) i celuloze (C), izdvojenih iz mahune graska inicijalnim postupkom frakcioniranja
polisaharida stani¢ne stijenke.
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Slika 48. Monomerni sastav frakcija pektina (P), topljive hemiceluloze (tH), netopljive
hemiceluloze (ntH) i celuloze (C), izdvojenih iz mahune graska inicijalnim postupkom
frakcioniranja polisaharida stani¢ne stijenke. Man - manoza, Rha - ramnoza, GIcUA -
glukuronska kiselina, GalUA - galakturonska kiselina, Glc - glukoza, Xyl - ksiloza, Gal -
galaktoza, Ara - arabinoza.

polisaharidni prinos (94,0 % s.tv. frakcije). U celuloznoj frakciji takoder je ostvaren visok

polisaharidni prinos (91,1 % s.tv. frakcije), s relativnim udjelom Glc od 83,8 %. Necelulozne
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primjese Cinili su rezidualni polisaharidi, uglavnom ksilan/ksiloglukan, manan/glukomanan te
rezidualni pektin.

Rezultati bilanci pojedinih monomera (Slika 49), od kojih je najvaznija bilanca Xyl, pokazali
su odredene gubitke istih tijekom postupka frakcioniranja, ali op¢enito i najvece iskoristenje
ciljanog monomera (u ovom slucaju Xyl) u odnosu na ostale sirovine. Ukupno iskoristenje Xyl
tijekom postupka frakcioniranja iznosilo je 71,8 %, od ¢ega je glavnina izdvojena (51,4 %
pocetnog udjela Xyl u PP) u obliku netopljive hemicelulozne podfrakcije. Relativno mali udjel
(6 % pocetnog udjela Xyl u PP) izdvojen je u tH, najvjerojatnije u obliku ksiloglukana, dok je
u C frakciji preostalo 13,3 % pocetnog udjela Xyl u PP. Bilanca glukoze takoder je pokazala
visoko iskoriStenje ovog monomera (73,8 % pocetnog udjela Glc u PP), uz manje gubitke koji
se vjerojatnije odnose na gubitke ksiloglukana i glukomanana nego na degradaciju same

celuloze tijekom postupka frakcioniranja.
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Slika 49. Bilanca monomera odredenih u sastavu strukturnih polisaharida mahune graska,
izraZena kao iskoristenje (%) pojedinog monomera u frakcijama izdvojenima inicijalnim
postupkom frakcioniranja stani¢ne stijenke (P - pektinska frakcija, tH - topljiva
hemicelulozna frakcija, Hins - netopljiva hemicelulozna frakcija, C - celulozna frakcija)
u odnosu na pocetni udjel monomera u sirovini. Man - manoza, Rha - ramnoza, GIcUA -
glukuronska kiselina, GalUA - galakturonska kiselina, Glc - glukoza, Xyl - ksiloza, Gal -
galaktoza, Ara - arabinoza.

Iako je ostvareno relativno visoko iskoriStenje Xyl, dobiveni rezultati ukazuju da je potencijalno
moguce ostvariti 1 vece prinose Xyl u jednoj frakciji (ntH) i to smanjenjem gubitaka

(promjenom uvjeta delignifikacije i/ili alkalne ekstrakcije) i/ili udjela rezidualnog ksilana.
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4.5 Optimizacija izdvajanja ksilana iz ljuske oraha i mahune graska

Bilance Xyl uspostavljene nakon inicijalnog postupka frakcioniranja, ukazale su na potrebu za
optimizacijom ekstrakcije ksilana u svrhu smanjenja njegova gubitaka te povecanja
ekstraktibilnosti u jednoj od hemiceluloznih podfrakcija. S obzirom da su delignifikacija i
alkalna ekstrakcija klju¢ne u izdvajanju hemiceluloze iz matriksa stani¢ne stijenke, upravo su
ti koraci optimirani, dok je prethodna priprema materijala (izdvajanje ekstraktibilnih tvari i
pektina) zadrzana kao u inicijalnom postupku frakcioniranja. Negativan utjecaj delignifikacije
potencijalno se moze ocitovati kroz kiselinsku hidrolizu hemiceluloznih polimera, uslijed
kiselog delignifikacijskog medija (dodatak octane kiseline), te kroz oksidativnu degradaciju
istih, usijed oksidativnog djelovanja klorova dioksida. lako se Wiseova delignifikacija povezuje
sa selektivnom solubilizacijom lignina, uz nisku solubilizaciju (gubitke) hemiceluloze
(Rabetafika i sur, 2014; Nan i sur., 2018), degradativni u¢inci ovog postupka vidljivi su na
celuloznim uzorcima (Hubbel i Ragauskas, 2010; Kumar i sur., 2013) te se ne moze iskljuciti
takav utjecaj, u odredenoj mjeri, 1 na hemicelulozne polimere. Stoga, u delignifikacijskom
koraku optimirano je vrijeme delignifikacije te ukupna koli¢ina dodavanih reagensa.
Delignifikacija je trajala duze i s viSe ukupno dodanih reagenasa u sluc¢aju WS (u odnosu na
delignifikacijske uvjete u inicijalnom postupku frakcioniranja) zbog znacajno veéeg udjela
lignina u ovoj sirovini. Utjecaj delignifikacije istraZen je i postavljanjem kontrolnih uzoraka iz
kojih je hemiceluloza izdvojena alkalnom ekstrakcijom bez prethodne delignifikacije.

Alkalna ekstrakcija optimirana je s obzirom na molarnost otopine luzine. Pritom je koristen
dodatak natrijeva borohidrida (NaBH4) kao reducensa koji sprjecava p-eliminacijsku reakciju
kojom se odcjepljuju monomeri s reduciraju¢eg kraja molekule. Ovakav degradativni uc¢inak
luzine poznat je pod nazivom “peeling effect”, a sprjeava se redukcijom karbonilne skupine
reducirajuceg kraja u hidroksidnu skupinu (Wang i sur., 2015b). Kao efektivna doza koriStena
je koncentracija NaBHs od 20 mM. S obzirom na dodatak NaBHa, neutralizacija alkalnog
ekstrakta provedena je octenom kiselinom (koja uniStava suviSak NaBHs), a zbog bolje
topljivosti soli kalijeva acetata u otopini etanola (prilikom precipitacije hemiceluloze iz
neutralnog ekstrakta), u samoj alkalnoj ekstrakciji koriStena je otopina kalijeva hidroksida
(KOH) umijesto natrijeva hidroksida (NaOH) (ekstrakcijski u¢inak obje luzine je, prema
literaturi, jednak (Lawther i sur., 1996)). Ovime je smanjena mogucnost koprecipitacije soli s

hemicelulozom, a time je olakSana i kasnija dijaliza uzoraka.
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4.5.1 Prinos i sastav izdvojenih frakcija

Slika 50 prikazuje prinose izdvojenih polisaharidnih frakcija iz WS za promjenjive parametre
tijekom optimizacije ekstrakcije ksilana.
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Slika 50. Prinosi izdvojenih polisaharidnih frakcija ljuske oraha (tH - topljiva
hemiceluloza, ntH - netopljiva hemiceluloza, C - celulozni ostatak) za promjenjive
parametre optimizacije ekstrakcije ksilana (D- - nedelignificirani uzorak, D2h - uzorak
delignificiran 2h, D4h - uzorak delignificiran 4h, 2M i 4M — molarnost KOH). Vrijednosti
u istome redu medu kojima ne postoji statisticki znacajna razlika (p > 0,05; n=2) oznacene
su istim slovom.

Iz rezultata je vidljivo da je ukupni prinos izdvojenih frakcija bio znacajno razliCit za
nedelignificirane i delignificirane uzorke, S§to je 1 rezultat udjela neuklonjenog lignina u
celuloznoj frakciji nedelignificiranih uzoraka. Utjecaj delignifikacije bio je znacCajan i za
ekstraktibilnost ksilana u hemiceluloznim podfrakcijama. Prinos ukupnih hemiceluloznih
podfrakcija za nedelignificirane uzorke iznosio je priblizno 10 % s.tv. sirovine, dok za
delignificirane uzorke je bio gotovo trostruko veci (najvise 29,5 % s.tv. sirovine, uzorak D2h
4M). U nedelignificiranim uzorcima izdvojena hemiceluloza gotovo je ravnomjerno bila
raspodijeljena u topljivoj i netopljivoj podfrakciji, dok je kod delignificiranih uzoraka udjel tH
je bio priblizno 2-3 puta veci od ntH, tj. delignifikacija je pogodovala ekstrakciji ksilana
pretezno u topljivom obliku. Uvjeti delignifikacije te molarnost KOH nisu znacajnije utjecali
na prinos hemiceluloznih podfrakcija, a takoder i na ukupan prinos izdvojenih frakcija, $to
indicira da se ve¢ina lignina moZe uspjeSno ukloniti 1 primjenom blazih delignifikacijskih

uvjeta. U odnosu na inicijalni postupak frakcioniranja, promjenom ekstrakcijskih uvjeta
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postignuto je gotovo dvostruko povecanje prinosa tH, dok se prinos ntH nije znacajno
promijenio.

Slika 51 prikazuje prinose izdvojenih polisaharidnih frakcija iz PP za promjenjive parametre
tijekom optimizacije ekstrakcije ksilana.
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Slika 51. Prinosi izdvojenih polisaharidnih frakcija mahune graska (tH - topljiva
hemiceluloza, ntH - netopljiva hemiceluloza, C - celulozni ostatak) za promjenjive
parametre optimizacije ekstrakcije ksilana (D- - nedelignificirani uzorak, D2h - uzorak
delignificiran 2h, D4h - uzorak delignificiran 4h, 2M i 4M — molarnost KOH). Vrijednosti
u istome redu medu kojima ne postoji statisti¢ki znac¢ajna razlika (p > 0,05; n=2) oznaéene
su istim slovom.

Kao i kod WS, delignifikacija je znacajno utjecala na ukupni prinos izdvojenih frakcija, kao 1
na prinose hemiceluloznih podfrakcija. 1z nedelignificiranih uzoraka u hemiceluloznoj frakciji
izdvojeno je priblizno tek 5-6 % s.tv. sirovine, a nakon delignifikacije, ukupni prinos
hemiceluloznih podfrakcija bio je 3-4 puta veci (najvise 21,0 % s.tv. sirovine, uzorak D1h 4M).
Povecana ekstraktibilnost hemiceluloze odrazila se i u topljivoj i netopljivoj podfrakciji, a
pritom je porastao udjel ntH u ukupno izdvojenoj hemicelulozi. Promjena delignifikacijskih
uvjeta odrazila se na ukupan prinos izdvojenih frakcija na nacin da je ostvaren manji prinos za
jace delignifikacijske uvjete, $to se najvjerojatnije odnosi na bolje uklanjanje lignina (buduci
da je ukupan prinos vrlo blizak ukupnom udjelu strukturnih polisaharida). Takoder je i prinos
hemiceluloznih podfrakcija bio nesto nizi za jace delignifikacijske uvjete, $sto moze indicirati
odredeni stupanj degradacije hemiceluloznih polimera. Molarnost KOH nije imala znac¢ajan

utjecaj na prinos ukupno izdvojenih i hemicelulozih frakcija; medutim, vidljive su male
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promjene u korist udjela tH u ukupno izdvojenim hemiceluloznim podfrakcijama primjenom
luzine vece koncentracije.

Analiza monomernog sastava polisaharidnih frakcija izdvojenih iz WS tijekom postupka
optimizacije ekstrakcije ksilan (Slika 52) pokazala je dominantnost Xyl u obje hemicelulozne
podfrakcije. Za tH, relativni udjel Xyl za sve uzorke iznosio je 85,5 - 90,9 % ukupno odredenih
monomera, a izmedu razliito delignificiranih parova uzoraka, najuocljivije su razlike s
obzirom na ukupan polisaharidni prinos (zbroj udjela svih monomera). Tako, blazi
delignifikacijski uvjeti rezultirali su najnizim polisaharidnim prinosom (47,5 - 52,6 % s.tv.
frakcije), Sto je u korelaciji s potencijalno ve¢im udjelom preostalog lignina u ovoj podfrakciji
uslijed, uvjetno receno, nepotpune delignifikacije. Osim prisutnosti ksilana, monomerni sastav
indicira 1 prisutnost manjeg udjela rezidualnog pektina (s razgranatim regijama bogatima
galaktanom), ali 1 prisutnost malog udjela ksiloglukana. Molarnost KOH nije zna€ajnije utjecala
na monomerni sastav uzorka, ali je vidljv blagi utjecaj na ukupan polisaharidnih prinos
pojedinih uzoraka, $to se moze objasniti promjenama u ekstraktibilnosti hemicelulozno-
ligninskih kompleksa, budu¢i da se jedan dio lignina takoder moze ekstrahirati u luzini. Za ntH
uzorke u prosjeku su ostvareni ve¢i ukupni polisaharidni prinosi, §to je u skladu sa smanjenim
udjelom lignina u ovoj podfrakciji, neovisno o delignifikacijskim uvjetima. Relativni udjel Xyl
u ovim uzorcima bio je vrlo visok (gotovo homogena podfrakcija, relativni udjel Xyl 91,6 -
95,2 % s.tv. frakcije), a od ostalih polisaharida (osim ksilana) indicirana je vrlo mala prisutnost
rezidualnog galakturonana i ksiloglukana. C frakcije delignificiranih uzoraka ostvarile su vrlo
visoke polisaharidne prinose (prinos ukupnih monomera u frakciji), od najmanje 93 % s.tv.
frakcije, uz relativno male udjele rezidualnog ksilana (najvise 7 % relativnog udjela svih
monomera) te se ove frakcije mogu smatrati WS celulozom visoke ¢istoc¢e. Kod C frakcija iz
nedelignificiranih uzoraka vidljiva je prisutnost zna¢ajnog udjela neekstrahiranog ksilana (29,4
- 33,2 % relativnog udjela svh monomera) te neugljikohidratnin komponentata (~ 50 % s.tv.
frakcije), prvenstveno lignina.

U usporedbi s monomernim sastavom frakcija izdvojenih inicijalnim postupkom frakcioniranja,
najveca razlika vidljiva je u udjelima GalUA, Sto se odnosi na drugacije analiticke metode,
odnosno, monomerni sastav za inicijalni postupak frakcioniranja odreden je primjenom GC-
FID (neutralni Seceri) i MHDP (uronske kiseline) metoda, dok za postupak optmizacije

ekstrakcije ksilana primjenom optimirane PMP-HPLC-PDA metode.
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Slika 52. Monomerni sastav polisaharidnih frakcija (a - topljiva hemiceluloza, b - netopljiva hemiceluloza, ¢ - celulozni ostatak) ljuske oraha izdvojenih
tijekom postupka optimizacije ekstrakcije ksilana (D- - nedelignificirani uzorak, D2h - uzorak delignificiran 2h, D4h - uzorak delignificiran 4h, 2M i 4M —
molarnost KOH). Rha - ramnoza, GIcUA - glukuronska kiselina, GalUA - galakturonska kiselina, Glc - glukoza, Xyl - ksiloza, Gal - galaktoza, Ara -
arabinoza. Vrijednosti udjela Xyl medu kojima ne postoji statisticki znacajna razlika (p > 0,05; n=3) oznacene su istim slovom.
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Analiza monomernog sastava izdvojenih frakcija tijekom postupka optimizacije ektrakcije
ksilana provedena je i za PP frakcije (Slika 53). Kao i kod WS, monomerni sastav tH
podfrakcija za sve uzorke pokazao je relativno niske ukupne polisaharidne prinose, u skladu s
promjenom strukture lignina primijenjenim kemijskim postupcima te pretpostavljenim
povecanim udjelom hemiceluloza-lignin kompleksa u ovoj podfrakciji. Pritom, mogu¢ je efekt
dodatne degradacije/solubilizacije lignina prilikom ekstrakcije luzinom veée koncentracije te
su posljedi¢no ovi uzorci imali veci prinos ukupnih polisahrida u frakciji uslijed smanjenog
udjela hemiceluloza-lignin kompleksa. U odnosu na WS tH podfrakcije, vidljiva je veca
zastupljenost Glc Sto indicira 1 potencijalno vecu zastupljenost ksiloglukana, uz ksilan, §to se
pripisuje nativnim razlikama sastava hemiceluloze ovih dviju sirovina. Takoder, vidljiva je
prisutnost rezidualnog pektina s rezgranatim regijama bogatima galaktanom.

Kao 1 kod WS, u ntH podfrakcijama odredeni su vec¢i ukupni polisaharidni prinosi te veci
relativni udjeli Xyl (87,7 - 93,1 % s.tv. frakcije) te je indiciran nesto veci udjel ksiloglukana
nego u ntH WS, sto se pripisuje nativnim razlikama dviju sirovina.

C frakcije su pokazale su vrlo visoku polisaharidnu ¢isto¢u (najmanje 87,5 % s.tv. frakcije) za
delignificirane uzorke, s dominantnom glukozom (84,4 - 87,2 % relativnog udjela svih
monomera) te primjesma rezidualnog ksilana/ksiloglukana, ali i pektina ¢vrsto povezanog s
celulozom. Za C frakcije nedelignificiranih uzorka, kao 1 kod WS, karakteristican je bio
relativno nizak polisaharidni prinos (~ 60 % s.tv. frakcije) te povecan udjel neekstrahiranog
ksilana (~ 30 % relativnog udjela svih monomera).

U usporedbi s frakcijama izdvojenima inicijalnim postupkom frakcioniranja, vidljiva je razlika

najvise U udjelima GalUA, §to se objaSnjava razli¢itostima u analitickom pristupu.
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Slika 53. Monomerni sastav polisaharidnih frakcija mahune graska (a - topljiva hemiceluloza, b - netopljiva hemiceluloza, ¢ - celulozni ostatak) izdvojenih
tijekom postupka optimizacije ekstrakcije ksilana (D- - neddelignificirani uzorak, D2h - uzorak delignificiran 2h, D4h - uzorak delignificiran 4h, 2M i 4M
— molarnost KOH). Man - manoza, Rha - ramnoza, GIcUA - glukuronska kiselina, GalUA - galakturonska kiselina, Glc - glukoza, Xyl - ksiloza, Gal -
galaktoza, Ara - arabinoza, Fuc - fukoza. Vrijednosti udjela Xyl medu kojima ne postoji statisticki znacajna razlika (p > 0,05; n=3) oznacene su istim
slovom.
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45.2 Bilance ksiloze

Na temelju rezultata prinosa izdvojenih polisaharidnih frakcija tijekom postupka optimizacije
ektrakcije ksilana iz WS 1 PP, rezultata njihovog monomernog sastava te pocetnog
monomernog sastava ovih sekundarnih sirovina, izradene su bilance pojedinih monomera

(Slika 54 i Slika 55) u svrhu odredivanja uspjesnosti ekstrakcijskog postupka.
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Slika 54. Bilance ksiloze za promjenjive parametre optimizacije ekstrakcije ksilana iz
ljuske oraha, prikazane kao iskoristenje (%) ksiloze u pojedinoj frakciji (tH - topljiva
hemiceluloza, ntH - netopljiva hemiceluloza, C - celulozni ostatak) u odnosu na pocetni
udjel ksiloze u sirovini (D- - neddelignificirani uzorak, D2h - uzorak delignificiran 2 h,
D4h - uzorak delignificiran 4 h, 2M i 4M — molarnost KOH). Vrijednosti u istome redu
medu kojima ne postoji statisticki znaCajna razlika (p > 0,05; n=6) oznaceni su istim
slovom.
Iz rezultata bilance ksiloze za WS (Slika 54) vidljivo je vrlo visoko ukupno iskoristenje Xyl za
sve uzorke (74,3 - 91,2 % pocetnog udjela Xyl u WS). Ipak, prisutne su odredene razlike izmedu
uzorka koje se znacajnije mogu pripisati varijabilnosti udjela vlage u pojedinim podfrakcijama
(uslijed kojih su prinosi nekih frakcija bili nesto veci), radije nego stvarnom utjecaju uvjeta
delignifikacije ili alkalne ekstrakcije. Uzrok gubitaka Xyl moZe biti u degradativnom uc¢inku
luzine (u manjem opsegu) ili pak gubitku nativno prisutnih oligomernih ili kratkih polimernih
lanaca ksilana koji se ne mogu precipitirati dodatkom etanola te se posljedi¢no izgube u filtratu
nakon izdvajanja etanolom precipitirane hemiceluloze. Prisutnost razgranatih hemiceluloznih
polimera relativno niske molekulske mase (hemiceluloza C, u skladu s prethodno navedenim
oznakama ,,A“ i ,,B* za netopljivu i topljivu hemiceluloznu podfrakciju, poglavlje 4.4) koji

zaostaju u etanolnom filtratu nakon precipitacije topljive hemiceluloze, opisana je u ranijim
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istrazivanjima (Verwimp i sur., 2007). U slucaju da su gubici nastali tijekom postupka
ekstrakcije, evidentnije je potencijalno jace degradativno djelovanje alkalne ekstrakcije nego
delignifikacijskih uvjeta, buduc¢i da su se gubici dogodili i kod nedelignificiranih uzoraka. Ipak,
za ocCekivati je da degradativni uc¢inak luzine znatno smanjen dodatkom reducensa NaBHa.
Tijekom optimizacije, delignifikacija je imala klju¢nu ulogu u ekstraktibilnosti ksilana, $to je
vidljivo iz podatka da je tek priblizno 30 % pocetnog udjela Xyl moguce izdvojiti alkalnom
ekstrakcijom bez prethodne delignifikacije. Nakon delignifikacije, postignuto je vrlo visoko
iskoristenje Xyl u hemiceluloznim podfrakcijama (69,0 - 88,2 % pocetnog udjela Xyl u WS).
Pritom, uvjeti delignifikacije nisu imali znacajan utjecaj, dok se vidljiv utjecaj koncentracije
luzine u korist (vece iskoristenje) 4 M KOH ne moze racionalno pripisati stvarnom utjecaju,
ve¢ najvjerojatnije manjim varijacijama u udjelu vlage u ntH podfrakcijama. Uvjeti izdvajanja
koji pogoduju najvisem iskoristenju ksilana su: delignifikacija tijekom 4 h uz ukupno dodane
2,4 g natrijeva klorita (NaClO2)/g uzorka i 2,4 mL octene kiseline (CH3COOH)/g uzorka u 4
jednaka obroka (na pocetku te svakih 60 min), nakon koje slijedi alkalna ekstrakcija primjenom
4 M KOH tijekom 4 h. Primjenom navedenih parametara postize se iskoristenje Xyl, kao
ukupno izdvojene hemiceluloze, od 88,2 % pocetnog udjela Xyl u WS (Sto je jednako 17,6 %
s.tv. izvorne sirovine), gotovo podjednako u topljivoj i netopljivoj podfrakciji (57:43 u korist
tH). Skra¢ivanjem vremena delignifikacije te koliCine dodanih reaktanata za dvostruko, postize
se takoder visoko iskoriStenje Xyl u hemiceluloznim podfrakcijama (80,2 % pocetnog udjela
Xyl u WS, odnosno 16,0 % s.tv. izvorne sirovine), a pritom je ostvarena uSteda vremena i
kemikalija koja potencijalno nadilazi smanjeno iskoriStenje Xyl. Stoga, ovi parametri
(delignifikacija tijekom 2 h uz dodatak ukupno 1,2 g natrijeva klorita (NaClO)/g uzorka i 1,2
mL octene Kiseline (CHsCOOH)/g uzorka u 2 jednaka obroka (na pocetku i nakon 60 min))
mogu se smatrati optimalnima za izdvajanje ksilana iz WS.

U usporedbi s inicijalnim postupkom frakcioniranja polisaharida stani¢ne stijenke (Slika 40),
optimizacijom uvjeta ekstrakcije (Slika 54) postignuto je dvostuko povecanje iskoriStenja Xyl
u hemiceluloznim podfrakcijama, uz neSto vece povecanje iskoriStenja u tH podfrakciji u
odnosu na ntH. Pritom, razlogom povecanja iskoriStenja u najve¢oj mjeri smatra se Sprjecavanje
“peeling” efekta tijekom alkalne ekstrakcije, dodatkom reducensa NaBHa.

Slika 55 prikazuje bilance ksiloze za frakcije izdvojene tijekom optimizacije ekstrakcije ksiloze
iz PP. 1z rezultata je vidljivo da su postignuta vrlo visoka iskoriStenja za sve uzorke, od
najmanje 93,1 % pocetnog udjela Xyl u PP (uzorak D2h 4M). Vrlo mali gubici najvjerojatnije
su posljedica gubitka nativno prisutnin fragmenata relativno male molekulske mase, ali i

moguceg, doduse slabog, degradativnog djelovanja luZine.
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Slika 55. Bilance ksiloze za promjenjive parametre optimizacije ekstrakcije ksilana iz
mahune graska, prikazane kao iskoristenje (%) ksiloze u pojedinoj frakciji (tH - topljiva
hemiceluloza, ntH - netopljiva hemiceluloza, C - celulozni ostatak) u odnosu na inicijalni
udjel ksiloze u sirovini (D- - nedelignificirani uzorak, D1h - uzorak delignificiran 1 h,
D2h - uzorak delignificiran 2 h, 2M i 4M — molarnost KOH). Vrijednosti u istome redu
medu kojima ne postoji statisti¢ki znacajna razlika (p > 0,05; n=6) oznaceni su istim
slovom.
Kao ikod WS, delignifikacija je imala kljucan utjecaj na ekstraktibilnost ksilana, a u nedostatku
iste, pri zadanim uvjetima alkalne hidrolize, bilo je moguce izdvojiti tek priblizno 25 %
pocetnog udjela Xyl, u obliku topljive i netopljive podfrakcije podjednako. Delignifikacijom je
povecano ukupno iskoriStenje Xyl u hemiceluloznim podfrakcijama od najmanje 3 puta.
Pritom, promjena delignifikacijskih uvjeta nije imala znacajan utjecaj. Postignuto iskoristenje
vece od 100 % (D1h uzorci) moze se pripisati malim varijacijama udjela vlage u uzorcima,
odnosno, moguce je da svi uzorci, iako su pripremani u jednakim uvjetima, nisu na kraju
pripreme sadrzavali jednak udjel vlage, $to se o€itovalo kao blago poviSenje prinosa pojedinih
uzoraka, a zbog bliskosti teorijskom i maksimalnom iskoriStenju, i kao iskoristenje Xyl vece
od 100 %. Kao uvjeti izdvajanja (delignifikacija i alkalna ekstrakcija) koji pogoduju najvisem
iskoristenju ksilana iz PP definiraju se: delignifikacija tijekom 2 h uz dodatak ukupno 1,2 g
NaClO- /g uzorka i 1,2 mL CH3COOH/g uzorka u 2 jednaka obroka (na pocetku i nakon 60
min), te zatim alkalna ekstrakcija 2 M KOH tijekom 4 h. Primjenom ovih parametara postignuto
je iskoristenje Xyl u hemiceluloznim podfrakcijama od 83,4 % pocetnog udjela Xyl u PP (10,8

% s.tv. izvorne sirovine), od ¢ega dominantno u ntH podfrakciji (86,7 % izdvojenog ksilana u

hemiceluloznih podfrakcijama). Pretpostavalja se da dvostruko smanjenje trajanja i koli¢ine
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dodanih reaktanata tijekom delignifikacije (za iste uvjete alkalne ekstrakcije) rezultira vrlo
slicnim iskoriStenjem (na temelju ovih rezultata nije moguce kvantificirati koliko), sto nudi
prednost ustede vremena i kemikalija. Stoga, delignifikacija u trajanju 1 h (dodano 0,6 g
NaClO: 10,6 mL CH3sCOOH,; jednokratno) te alkalna ekstrakcija 2 M KOH u trajanju 4 h mogu
se smatrati optimalnim uvjetima izdvajanja ksilana iz PP. Utjecaj koncentracije KOH vidljiv je
u promjenama udjela topljive i netopljive podfrakcije na nac¢in da KOH nize koncentracije
pogoduje izdvajanju ksilana u ntH. S obzirom da pri odabranim optimalnim uvjetima
ekstrakcije u tH se izdvaja tek priblizno 10 % ukupno prisutne Xyl u PP, od ¢ega znacajan dio
otpada na ksiloglukan (s obzirom na monomerni sastav, Slika 53), ntH se moze smatrati
znaCajnom podfrakcijom u kojoj se izdvaja ksilan iz PP te je u tom slu¢aju u optimalnim
uvjetima ekstrakcije postignuto iskoristenje od 72,3 % pocetnog udjela Xyl u PP, odnosno 9,3
% s.tv. izvorne sirovine.

U usporedbi s inicijalnim postupkom frakcioniranja polisaharida stani¢ne stijenke PP (Slika
49), postignuto je apsolutno povecanje iskoristenja Xyl u hemiceluloznim podfrakcijama za 26
%, od Cega najvise u podfrakciji ntH (~ 80 % vrijednosti apsolutnog povecanja iskoriStenja). S
obzirom da je udjel rezidualnog ksilana gotovo jednak za inicijalno frakcioniranje i optimalne
uvjete ekstrakcije, povecanje iskoristenja Xyl pripisuje se sprjeCavanju “peeling” efekta

dodatkom reducensa NaBHg tijekom alkalne ekstrakcije.

4.5.3 Strukturne karakteristike izdvojenih hemiceluloznih podfrakcija

Profil glikozidnih veza odreden je u hemiceluloznim podfrakcijama WS i PP izdvojenima u
inicijalnom postupku frakcioniranja polisaharida stani¢ne stijenke. S obzirom na sli¢nosti
monomernog sastava, kvalitativne strukturne karakteristike mogu se prenijeti i na podfrakcije
izdvojene optimiranim postupcima ekstrakcije.

Tablica 40 prikazuje relativnu zastupljenost pojedinih identificiranih glikozidnih veza. Iz
rezultata je vidljiva vrlo visoka relativna zastupljenost p-(1,4) glikozidne veze izmedu D-Xylp
jedinica u svim uzorcima, a napose ntH, s djelomi¢nom supstitucijom na O-2 i/ili O-3
pozicijama, Sto potvrduje da je dominantan hemicelulozni polisharid u ovim podfrakcijama (i
sirovinama) glukuronoksilan  (4-O-metil-glukuronoksilan) i/ili arabinoglukuronoksilan.
Stupanj supstitucije izrazito je nizak, naro¢ito za ntH, dok za tH ipak nesto visi, $to potencijalno
ukazuje na povezanost strukturnih karakteristika ksilana i topljivosti istoga. Danas je poznato
da topljivost ksilana ovisi o supstituiranosti ksilanske okosnice razli¢itom glikozilnim
jedinicama, donosno raspodjeli istih, ali i o prisutnosti acetilnih skupina te mogucih veza s

ligninom ili unakrsnih povezivanja polimera preko fenolnih kiselina. Takoder, raspodjela inter-
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I intramolekulskih vodikovih veza koje su nativne ili nastale tijekom postupka izdvajanja,

susenja ili Cuvanja, mogu utjecati na topljivost ksilana (Ebringerova i sur., 2005).

Tablica 40. Profil glikozidnih veza u podfrakcijama netopljivih (ntH) i topljivih (tH)
hemiceluloza izdvojenih iz ljuske oraha (WS) i mahune graska (PP).

Glikozidna Strukturna Relativni udjel

veza jedinica WS ntH  WS_tH PP_ntH PP _tH
Araf t Araf-(1— 0.5 1.5 0.3 2.0
2,3,5-Araf  —2.3,5)-Araf-(1— - 1.0 - 2.7
Ukupne veze arabinoze 0.5 2.5 0.3 4.7
Xylp t Xylp-(1— 0.8 1.3 0.8 6.3
4-Xylp —4)-Xylp-(1—

+ + 96.1 87.6 96.8 56.7
2-Xylp —2)-Xylp-(1—

24-Xylp  —2,4)-Xylp-(1— 1.8 3.9 1.3 1.8
3,4-Xylp —3,4)-Xylp-(1— 0.6 0.9 0.7 0.4
2,34-Xylp  —2,3,4)-Xylp-(1— 0.1 0.4 - 1.5
Ukupne veze ksiloze 99.4 94.1 99.6 66.7
4-Glcp —4)-Glcp-(1— 0.1 0.9 <0.1 10.9
4,6-Glcp —4,6)-Glcp-(1— - 0.8 - 11.6
Ukupne veze glukoze 0.1 1.7 0.1 22.5
Galp t Galp-(1— - 0.6 - 3.6
6-Galp —6)-Galp-(1— - 0.3 - 0.9
3,6-Galp —3,6)-Galp-(1— - 0.2 - 0.5
Ukupne veze galaktoze - 1.1 - 5.0
2,4-Rhaf —2,4)-Rhaf-(1— - 0.6 - 1.1
Ukupne veze ramnoze - 0.6 - 1.1

S obzirom da alkalna ekstrakcija, neovisno o prisutnosti NaBH4, uzrokuje gotovo kvantitativno
odcjepljivanje acetilnih skupina, isto je moglo znacajno pridonijeti netopljivosti velikog dijela
hemiceluloze (Ren i Sun, 2010). Takoder, visok stupanj polimerizacije te niska supstituiranost
okosnice polimera znacajno pridonose netopljivosti istoga (Kabel i sur., 2007). U skladu s
navedenim, analiza glikozidnih veza netopljivih podfrakcija zaista jest pokazala da su iste
karakterizirane dugackim nesupstituiranim regijama, dok u tH ipak neSto viSu zastupljenost
bocnih jedinica, ali i povezanost s potencijalno galaktanima bogatim pektinom, $to je moglo
rezultirati promjenom topljivosti. Poveéana supstituiranost tH podfrakcija primarno je vidljiva
za O-2 (WS_tH) te O-2/0-3 pozicije (PP _tH), a takoder se moze primijetiti povecana
supstitucija nereduciraju¢éim L-Araf jedinicama (L-Araft). Osim glukuronoksilana, u tH

podfrakciji PP vidljiva je prisutnost i ksiloglukana (relativnog udjela ~ 30 % svih glikozidnih
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veza) kroz prisutnost O-4-vezanih i O-6-razgranatih D-Glcp jedinica te nereducirajucih D-Xylp
jedinica u znatno ve¢em udjelu nego u ostalim uzorcima.

Potvrda strukture ksilana u WS i PP u obliku glukuronoksilana (4-O-metil-glukuronoksilana)
i/ili arabinoglukuronoksilana nametnula je i potrebu za prac¢enjem bilance glukuronske kiseline.
Promatraju¢i molarne omjere GIcUA i Xyl u po¢etnom monomernom sastavu WS i PP (Slika
32; ilustrativno, s obzirom da rezultati nisu izrazeni kao molarni ve¢ maseni udjeli), za WS je
odreden molarni omjer 12:1 - 13:1 (Xyl:GlcUA), $to je blisko omjeru 10:1, karakteristi¢cnom za
glukuronoksilane tvrdih drva (Ebringerova i sur., 2005). Za PP je puno nezahvalnije odrediti
ovaj omjer s obzirom da se ukupno odredeni ksilan u ovoj sirovini jednim dijelom odnosi i na
ksiloglukan. S obzirom na karakteristike ksilana iz WS i PP, ocekivani su vec¢i udjeli GICUA u
monomernom sastavu izdvojenih podfrakcija, naro¢ito tH, medutim, bilanca GICUA za
optimalne uvjete ekstrakcije (D4h 4M za WS i D2h 2M za PP, rezultati nisu zasebno prikazani)
pokazala je iskoristenje od priblizno 30 % pocetnog udjela GIcUA u WS 1 priblizno 23 %
pocetnog udjela GIcUA u PP. Ovakvi rezultati ukazuju na znac¢ajne gubitke GlIcUA, hidrolizom
u luznatom mediju. Ebringerova i suradnici (2005) navode da alkalna ekstrakcija dovodi do
gubitka acetilnih skupina, ali 1 uronskih kiselina, te da omjer Xyl:GlcUA zna¢ajno moZe ovisiti
o nacinu izdvajanja ksilana. S druge strane, razlozi vidljivog “gubitka” mogu biti 1 analiticke
prirode. Naime, istraZivanja pokazuju da je glikozidna veza izmedu Me-GICUA (metilirane
jedinice glukuronske kiseline) i ksilanske okosnice jaca nego izmedu ksilopiranozilnih ostataka
same okosnice, $to moze dovesti do nepotpune hidrolize te odredenog stupnja pogreske u
kasnijoj analizi monomernog sastava (De Ruiter i sur., 1992; Tenkanen i sur., 1995). Osim toga,
koriStenje neodgovarajuéeg standarda (GIcUA umjesto Me-GlcUA), takoder moze dovesti do
neto¢ne kvantifikacije i smanjenog stvarnog prinosa Me-GIcUA za 30 % (Chong i sur. 2013).
Nedavno su Lorenz i suradnici (2016) pokazali da definiranje jedinstvene metode za potpunu
kiselinsku hidrolizu svih biljnih materijala nije moguce s obzirom na vrlo razli¢itu zastupljenost
glikozidnih veza razli¢ite podloZnosti hidrolizi pri klasi¢nim hidrolitickim uvjetima. U istome
radu, predhidroliticki korak inkubiranja biljnog materijala u jakoj kiselini zna¢ajno je povecao
prinos Me-GIlcUA. U ovome radu sli¢ni su uvjeti ostvareni tijekom pocetne analize
monomernog sasatva sirovina te u analizi ntH, s obzirom da se radilo o netopljivim uzorcima,
dok za tH uzorke predhidroliza nije bila provedena. U skladu s time, nepotpuno oslobadanje
GIcUA (Me-GIcUA) tijekom hidrolize tH moze biti uzrok niskog iskoristenja vidljivog u
bilanci GIcUA. Takoder, s obzirom na nedostatak standarda Me-GIcUA, kromatografsko
ponasanje ovog analita nije poznato te postoji mogucénost da primijenjenom PMP-HPLC-PDA

metodom odreden samo dio nemetilirane GICUA. Na kromatogramima su vidljivi
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neidentificirani pikovi koji eluiraju u blizini GIcUA te je potrebno dodatno istraziti odnose li se

isti potencijalno na Me-GIcUA i/ili (Me-)GIcUA-Xyl dimere.

4.6 Optimizacija izdvajanja pektina iz pulpe Secerne repe, ljuske kakaovog zrna i
ljuske crvenog luka

4.6.1 Predtretman ultrazvukom visokog intenziteta

U ovome radu ultrazvuk visokog intenziteta (UVI) koristen je kao predtretman, tj. nadopuna
konvencionalnoj ekstrakciji pektina razrijedenom kiselinom pri visokoj temperaturi. Tablica 41

prikazuje parametre predtretmana UVI.

Tablica 41. Parametri predtretmana ultrazvukom visokog intenziteta.
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Prinos pektinskih frakcija (Slika 56) iz SBP, CBH i OP, dobivenih primjenom predtretmana
UVI u kombinaciji s konvencionalnom ekstrakcijom, odreden je gravimetrijski. 1z rezultata je
vidljivo da primjenom predtretmana UVI nije doslo do znacajne promjene prinosa pektinskih
frakcija iz SBP, CBH i OP. Opc¢enito, primjena ultrazvuka u ekstrakciji mnogih spojeva iz
razli¢itih biljnih izvora dobro je istraZzena, medutim, mehanizmi njegovog djelovanja i danas
nisu u potpunosti razja$njeni te se uglavnom proucavaju uéinci ultrazvuka (Chemat i sur.,
2017). Ucinci povecane ekstrakcijske ucinkovitosti uglavnom se pripisuju kavitacijskom
fenomenu, odnosno imploziji kavitacijskih mjehuri¢a na povrSini ¢vrste tvari 1 u¢incima koji
proizlaze iz istoga, kao Sto su ljuskanje povrSine, erozija, fragmentacija, sonoporacija,
sonokapilarni efekt te mikroturbulencije (Chemat i sur., 2017). Navedeni mehanizmi rezultiraju
povecanom narusenosti organizacije stani¢ne stijenke te posljedi¢cnom povec¢anom dostupnosti
unutrasnjih struktura uslijed kojih se iste lakSe otpustaju u medij otapala, S$to rezultira
uspjesnijom ekstrakcijom (Xu i sur., 2014). Primjena UVI u ekstrakciji biljnih polisaharida
detaljno je prikazana u preglednom radu Ebringerova-e i Hromadkova-e (2010), a za pektine iz
komercijalnih izvora, poput komine jabuke, navodi se povecanje prinosa primjenom ultrazvuka.

| za druge konvencionalne izvore pektina, pr. koru grejpa, odredeno je povecanje prinosa
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pektina u ekstrakciji potpomognutoj ultrazvukom, uz redukciju vremena i temperature
ektrakcije (Wang i sur., 2015a).
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Slika 56. Usporedba prinosa (udjel u s.tv. sirovine (%)) pektinskih frakcija pulpe Seéerne
repe (SBP), ljuske kakaovog zrna (CBH) i ljuske crvenog luka (OP) izdvojenih
primjenom konvencionalne metode (HCI) te iste uz predtretman ultrazvukom visokog
intenziteta (UVI) tijekom 5 i 10 minuta. Vrijednosti medu kojima ne postoji statisticki
znacajna razlika (p > 0,05; n=2) oznacene su na jednak nacin (SBP - slovo; CBH - znak,

OP - broj).

Koristenje UVI u ovome radu, kao predtretmana konvencionalnoj esktrakciji, provedeno je
kako bi se potencijalno povecala poroznost stanicne stijenke te narusSila visoka organizacija iste,
Sto bi moglo dovesti do povecanja ekstrakcije uCinkovitosti. S obzirom da je izostao zeljeni
ucinak, moze se pretpostaviti da je ekstraktibilnost pektina iz ovih sirovina uglavnom povezana
s primjenom otapala te da povecana fizicka dostupnost manje pridonosi ekstraktibilnosti pri
zadanim uvjetima. U usporedbi s drugim istrazivanjima (Xu i sur., 2014; Wang i sur., 2015), u
ovome radu koriSteno je znacajno krace vrijeme te niza temperatura predtretmana, $to je takoder
potencijalni razlog nepostizanja Zeljenog povecanja prinosa pektina, jednako kao i razli¢itost
samih pektinskih sirovina.

Slika 57 prikazuje monomerni profil za UVI ekstrahirane pektine iz SBP, CBH i OP u usporedbi
s konvencionalno ekstrahiranim pektinima (pomocu razrijedene kiseline (HCI), u inicijalnom

postupku frakcioniranja polisaharida stani¢ne stijenke).
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Slika 57. Usporedba monomernog sastava pektinskih frakcija (udjel u s.tv. frakcije (%)
pulpe Secerne repe (SBP), ljuske kakaovog zrna (CBH) i ljuske crvenog luka (OP)
izdvojenih primjenom konvencionalne metode (HCI) te iste uz predtretman ultrazvukom
visokog intenziteta (UVI) tijekom 5 i 10 minuta. Man - manoza, Rha - ramnoza, GalUA
- galakturonska kiselina, Glc - glukoza, Gal - galaktoza, Ara - arabinoza, Fuc - fukoza.
Vrijednosti medu kojima ne postoji statisticki znacajna razlika (p > 0,05; n=3) oznacene
su na jednak nacin (SBP - slovo; CBH - znak, OP - broj).
Iz rezultata je vidljivo da nisu postignute vece razlike u monomernom sastavu izdvojenih
pektina, osim nesto veceg udjela arabinana (ali i dalje vrlo malog s obzirom na pocetni udjel
arabinana u sirovini) za UVI ekstrahirane pektine iz SBP, te nize ostvarene prinose GalUA u
UVI ekstrahiranim pektinima CBH i1 OP. Smanjenje prinosa GalUA moZe se objasniti
potencijalno degradativnim ucinkom UVI (fragmentacija molekule). UVI (> 10 W/cm?)
dokazano mijenja molekularna svojstva nekih polisaharida (Zhang i sur., 2013) te se smanjeni
degradativni ucinci oc¢ekuju kod primjene ultrazvuka niskog ili srednjeg intenziteta (1 - 8
Wi/cm?) (Wang i sur., 2015).
Slika 58 prikazuje iskoristenje pojedinih monomera karakteristi¢nih u sastavu pektina (GalUA,
Rha, Ara, Gal) izracunato u odnosu na pocetni udjel istih u pojedinoj sirovini, kao i prinose

pektinskih frakcija.
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Slika 58. Usporedba iskoristenja (%) ramnoze (Rha), galakturonske kiseline (GalUA),
galaktoze (Gal) 1 arabinose (Ara) u pektinskim frakcijama pulpe Secerne repe (SBP),
ljuske kakaovog zrna (CBH) i ljuske crvenog luka (OP) izdvojenima primjenom
konvencionalne metode (HCI) te istom uz predtretman ultrazvukom visokog intenziteta
(UVI) tijekom 5 i 10 minuta. Vrijednosti u istome redu medu kojima ne postoji statisticki
znacajna razlika (p > 0,05; n=6) oznacene su na jednak nacin (SBP - slovo; CBH - znak,

OP - broj).

Iz rezultata je vidljivo da primjenom predtretmana UVI nije postignuto znac¢ajnije povecanje
iskoriStenja pektinskih monosaharida.

Takoder, nije postignuta znacajnija promjena stupnja esterifikacije promatranih pektina (Slika
59), ¢ime se moze zaklju€iti za primjena UVI (prema uvjetima kako su navedeni, Tablica 41),
kao predtretmana konvencionalnoj ekstrakciji pekina iz SBP, CBH i OP, nije utjecala na prinos
i sastav izdvojenih pektinskih frakcija.

Pektinske frakcije iz SBP bile su karakterizirane visokim ukupnim stupnjem esterifikacije (83,1
- 88,7 %), uz stupanj metilacije priblizno 54 % te relativno visok stupanj acetilacije (~ 30 %).
Pektini CBH takoder su bili karakterizirani relativno visokim stupnjem acetilacije (25,3 - 39,2
%) koji je ipak bio visi kod UVI ekstrahiranih pektina. Uz navedeno, izdvojeni pektini CBH
bili su niskometilirani. Uzorci pektina iz OP bili su karakterizirani najnizim stupnjem acetilacije

od svih analiziranih uzoraka (~ 10 %), ali i najvi§im stupnjem metilacije (69,1 - 77,1 %).
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Slika 59. Usporedba stupnja metilacije, acetilacije i feruloilacije pektina izdvojenih iz
pulpe Secerne repe (SBP), ljuske kakaovog zrna (CBH) i ljuske crvenog luka (OP)
primjenom konvencionalne metode (HCI) te iste uz predtretman ultrazvukom visokog
intenziteta (UV1) tijekom 5 i 10 minuta. Vrijednosti u istome redu medu kojima ne postoji
statisticki znacajna razlika (p > 0,05; n=3) oznacene su na jednak naéin (SBP - slovo;
CBH - znak, OP - broj).

4.6.2 Ponovljeno frakcioniranje polisaharida pulpe Secerne repe

S obzirom da primjena UVI predtretmana nije rezultirala pove¢anjem prinosa pektina u odnosu
na konvencionalnu metodu, a degradacija arabinana SBP i dalje se ostala zna¢ajno prisutna,
ponovljeno je frakcioniranje polisaharida stani¢ne stijenke SBP u uvjetima koji pogoduju
o¢uvanju arabinana. U prvom redu to se odnosilo na promjenu pH ekstrakcijskog otapala. U
ponovljenom frakcioniranju koristen je amonijev oksalat (AO) pri 2 pH vrijednosti: 4,6 u prvoj
ekstrakciji i 3,0 u drugoj ekstrakciji. Nakon toga, uslijedila je ekstrakcija hemiceluloze litijev
klorid-dimetilsulfoksid (LiCI-DMSOQO) sustavom otapala, a zatim i kalijevim hidroksidom
(KOH) u 2 koncentracije: 1 M u prvoj ekstrakciji i 4 M u drugoj ekstrakciji. Nakon svakog
koraka izdvojene su topljive, ali u manjoj mjeri i netpljive (engl. insolubles - ins) polisaharidne

frakcije.
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4.6.2.1 Prinosi frakcija i monomerni sastav

Slika 60 prikazuje prinose frakcija izdvojenih prema ponovljenom postupku frakcioniranja
polisaharida stani¢ne stijenke SBP. S obzirom na veéi broj ekstrakcijskih koraka, izdvojeno je
vise frakcija nego u inicijalnom postupku frakcioniranja. Frakcije P1 i P2 oznacavaju pektinske
frakcije izdvojene AO pri pH 4,6 (P1) i pH 3,0 (P2). Frakcije H1, H2 i H3 odnose se na
hemicelulozne frakcije, i to H1 na frakciju izvojenu LiCI-DMSO ekstrakcijom, s podfrakcijom
H1_EtOHs koja se odnosi na frakciju topljivu u etanolnoj otopini (EtOH:H.O = 4:1 (v/v)) nakon
precipitacije H1 hemiceluloze. H2 i H3 frakcije izdvojene su alkalnim ekstrakcijama s 1 M
KOH (H2) i4 M KOH (H3), u oba slucaja uz dodatak 20 mM NaBHa. Frakcija C istovjetna je
onoj u incijalnom postupku frakcioniranja, tj, odnosi se na ostatak nakon ukupno provedenih
ekstrakcija pektina i hemiceluloze. U ponovljenom postupku frakcioniranja polisaharida SBP

nije provedena delignifikacija.

WPl (%)
P2 (%)
WH1 (%)
H1 EtOHs (%)
- 5.60 Hlins (%)
“““““““ /_0,81 H1_EtOHins (%)
\_0,81 WH2 (%)
H2ins (%)
H3 (%)
H3ins (%)
C (%)
7.93 eskstraktibilna tvar (%)
L1ostalo (%)

13.88 6.44

2,74

23,84 2,61

Slika 60. Prinosi frakcija (udjel u s.tv. SBP (%)) izdvojenih novim postupkom
frakcioniranja polisaharida pulpe Secerne repe (P1 i P2 - pektinske frakcije; H1, H2, H3
- hemicelulozne frakcije; H1_EtOHSs - hemicelulozna frakcija topljiva u smjesi etanola i
vode 4:1 (v/v), C - celulozna frakcija; ins - netopljive frakcije hemiceluloze).

Iz rezultata je vidljivo da je novim postupkom frakcioniranja izdvojeno priblizno 67 % s.tv.
sirovine, $to je vrlo blisko teorijskoj vrijednosti udjela strukturnih polisaharida te indicira
znac¢ajno manji stupanj degradacije polisaharida nego u inicijalnom postupku frakcioniranja. U
pektinskim frakcijama (P1 i P2) izdvjeno je ukupno 10,3 % s.tv., §to je znacajno manje u odnosu
na inicijalno izdvojenih 15,2 %. Prinos C frakcije u oba postupka bio je vrlo sli¢an (~ 20 %

s.tv.), a prinos ukupne hemicelulozne frakcije u ponovljenom postupku bio je ve¢i (36,8 %), od
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Cega se jedan dio vjerojatno odnosi na rezidualni pektin, s obzirom na smanjene prinose

pektinskih frakcija.

Slika 61 prikazuje monomerni sastav frakcija izdvojenih novim postupkom frakcioniranja
polisaharida SBP. Za pektinske frakcije P1 i P2 vidljiv je karakteristican monomerni profil s
dominantnom GalUA, ali i ve¢im udjelom Ara u odnosu na inicijalni postupak frakcioniranja
(u P2 frakciji ¢ak 27,2 %, tj. priblizno 1/3 svih odredenih monomera). U H1 frakciji preostao

je znacajan udjel rezidualnog pektina bogatog arabinanima i galaktanima, a od hemiceluloznih

polimera indicirana je prisutnost ksiloglukana te manana/glukomanana.
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GlcUA 4,32 0,00 2,56 0,20 0,97 2,17
mGalUA 53,54 39,43 24,76 0,46 10,43 29,23
Gle 0,82 0,33 9,72 8,06 0,91 2,45
m Xyl 0,14 0,18 5,67 0,28 3,38 3,00
m Gal 6,24 8,03 9,04 0,47 7,27 10,49
HAra 16,41 27,19 15,23 69,49 28,26 23,11
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Slika 61. Monomerni sastav (udjel u s.tv. frakcije (%)) frakcija izdvojenih novim
postupkom frakcioniranja polisaharida pulpe Secerne repe (P1 i P2 - pektinske frakcije;
H1, H2, H3 - hemicelulozne frakcije; H1_EtOHs - hemicelulozna frakcija topljiva u
smjesi etanola i vode 4:1 (v/v), C - celulozna frakcija). Man - manoza, Rha - ramnoza,
GIcUA - glukuronska kiselina, GalUA - galakturonska Kiselina, Glc - glukoza, Xyl -

Udjel u s.tv. frakeije (%)

ksiloza, Gal - galaktoza, Ara - arabinoza, Fuc - fukoza.

Posebno je zanimljiva H1_EtOHs podfrakcija koja se gotovo u potpunosti odnosi na topljivi

arabinan (~ 80 % svih odredenih monomera), uz manji udjel koekstrahiranog glukomanana.
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S obzirom da je arabinan ekstrahiran s hemiceluloznom frakcijom, ne moze se to¢no reci radi
li se o arabinanu koji potjece od rezidualnog pektina ili slobodnom arabinanu kao zasebnom
hemiceluloznom polisaharidu. U literaturi se arabinogalaktani mogu nac¢i u kategoriji
hemiceluloznih frakcija, medutim, ako se uzme u obzir da se se ukupni pektin tesko moze
ekstrahirati u jednoj frakciji, te ovisno o nativnoj strukturi unutar stani¢ne stijenke se ekstrahira
pri razlicitim uvjetima (¢istom vodom (vru¢om ili sobne temperature), kelatorima, vru¢im
razrijedenim kiselinama, hladnim blago luzantim otopinama), mogu se ocekivati znacajni udjeli
rezidualnog pektina u hemiceluloznih frakcijama (ovisno o uvjetima prethodne ekstrakcije
pektina). U H2 i H3 frakcijama vidljiv je znacajan udjel rezidualnog pektina (galakturonana),
takoder s naglasenim udjelima galaktana/arabinogalaktana/arabinana. U C frakciji

karakteristi¢no je bila dominantna Glc, uz prisutnost rezidualnog pektina.

Fuc [ —— (2
o (B H h I 22
Gal | A b ! ZZ
Xyl I —— H b R
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A A H )
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Slika 62. Bilanca pojedinih monomera za postupak novog frakcioniranja polisaharida
pulpe Secerne repe, izraZzena kao iskoriStenje (%) u svakoj od izdvojenih polisaharidnih
frakcija (P1 i P2 - pektinske frakcije; H1, H2, H3 - hemicelulozne frakcije; H1 _EtOHs -
hemicelulozna frakcija topljiva u smjesi etanola i vode 4:1 (v/v), C - celulozna frakcija ;
ins - netopljive frakcije hemiceluloze) u odnosu na nihov pocetni udjel u sirovini. Man -
manoza, Rha - ramnoza, GIcUA - glukuronska kiselina, GalUA - galakturonska kiselina,
Glc - glukoza, Xyl - ksiloza, Gal - galaktoza, Ara - arabinoza, Fuc - fukoza.

lako je arabinan znatno viSe ofuvan nego u inicijalnom postupku frakcioniranja (Slika 62), u
pektinskim frakcijama izdvojeno je ukupno tek 12,5 % pocetnog udjela Ara. Moze se zakljuciti
da udjel arabinana vezanog za kelator-ekstraktibilne pektine nije naro¢ito znacajan te se veca

koli¢ina arabinana ne moze izdvojiti klasiénim metodama ekstrakcije pektina. Bilanca GalUA
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pokazala je blago povecanje iskoristenja GalUA u odnosu na bilancu pri inicijalnom
frakcioniranju (58,9 % u odnosu na 52,2 %) Sto indicira da su odredeni gubici GalUA prisutni
I za promijenjene uvjetie frakcioniranja. Pri ukupnim zadanim ekstrakcijskim uvjetima nije bilo
moguce postici ekstraktibilnost galakturonana vecu od 50-60 % pocetnog udjela GalUA u SBP.
Pritom, u ponovljenom frakcioniranju u pektinskim frakcijama izdvojeno je tek 23,3 %
pocetnog udjela GalUA u SBP te se stoga konvencionalna HCI ekstrakcija pektina, provedena
u inicijalnom postupku frakcioniranja polisaharida SBP, smatra preferabilnom za postizanje
maksimalne iskoristivosti galakturonana iz SBP u jednoj frakciji. S druge strane, za postizanje
maksimalne iskoristivosti arabinana, nuZzno je izbjegavati ekstrakcije pri niskim pH, a
ekstraktibilnost je favorizirana u alkalnim otapalima te opcéenito u otapalima koja se
konvencionalno koriste u ekstrakciji hemiceluloze.

H1 frakcija izdvojena je LiCI-DMSO ekstrakcijom kako bi se sauvale strukturne karakteristike
hemiceluloze SBP. Naime, alkalna ekstrakcija ucinkovito solubilizira hemicelulozu putem
narusavanja vodikovih veza izmedu hemiceluloze i celuloze (Renard i Ginies, 2009), ali se
istovremeno izgube alkalno-osjetljivi supstituenti te unakrsne veze izmedu polimera, a time i
vrijedne informacije o strukturi. U¢inak ekstrakcije pomo¢u DMSO vidljiv je kroz bubrenje
hemiceluloze te naruSavanje vodikovih veza, uslijed ¢ega hemicelulozni polisaharidi postaju
dostupni otapalu, dok dodatak LiCl sprjeCava ponovno formiranje vodikvih veza kako bi isti
mogli ostati solvatizirani (Petrus i sur., 1995). Primjena LiCI-DMSO ekstrakcije pokazala se
uspjesnom u zadrzavanju strukturnih karakteristika hemiceluloze iz razlicitih supstrata, poput
jabuke (Ray i sur., 2014) te raj¢ice i mrkve (Broxterman i sur., 2018).

U ovome radu, zbog relativno visokog udjela rezidualnog pektina, H1 frakcija dodatno je
frakcionirana afinitetnom kromatografijom na ionskom izmjenjivacu, pri ¢emu su dobivene
neutralna (N) i kisela (A) podfrakcija. Kisela podfrakcija se vezala na koloni (s obzirom da
pektinske molekule nose negativan naboj) te se eluirala dodatkom NaCl u mobilnoj fazi
(isoljavanje), dok se neutralna podfrakcija odmah eluirala (buduci da se nije vezala na koloni).
Izdvojenim podfrakcijama odreden je monomerni sastav (Slika 63). 1z rezultata je vidljivo da
sastav kisele podrakcije odgovara pektinu s relativno bogato razgranatim RG-1 regijama.
Takoder, indicirana je i relativno mala zastupljenost hemiceluloznih polimera koji nose
negativan naboj, tj. u svom sastavu sadrze uronske kiseline (GlcUA). Neutralna podfrakcija,
prema monomernom sastavu, sastavljena je dominantno od manana/glukomana i ksiloglukana,
a takoder sadrzi i fukozilirane polimere. U istoj je i dalje vidljiva prisutnost rezidualnog pektina,
snazno vezanog uz hemicelulozne polimere, ali treba uzeti u obzir da GalUA, Ara i Gal mogu

biti i sastavni dio hemiceluloze te se ne moze sa sigurnoscu, temeljem prikazanih rezultata,
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zakljuciti koliki je udjel rezidualnog pektina u neutralnoj podfrakciji. lzdvojena kisela
podrfrakcija priklonjena je pektinskim frakcijama P1 i P2 u daljnjim analizama, dok je neutralna

podfrakcija priklonjena hemiceluloznim frakcijama.

wx ~
Ha [
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
HI A HI N
B Man 0,28 10,41
Rha 1,60 0,64
Glc UA 3,65 0,00
m Gal UA 34,07 6,19
Gle 1,91 34,56
m Xyl 0,88 14,69
® Gal 9,28 10,55
HAra 19,33 8,05
m Fuc 0,26 2,99

Udjel u s.tv. frakeije (%)

Slika 63. Monomerni sastav kisele (H1_A) i neutralne (H1_N) podfrakcije, dobivenih
nakon frakcioniranja H1 frakcije izdvojne novim postupkom frakcioniranja polisaharida
stani¢ne stijenke pulpe Se¢erne repe. Man - manoza, Rha - ramnoza, GICUA - glukuronska
kiselina, GalUA - galakturonska kiselina, Glc - glukoza, Xyl - ksiloza, Gal - galaktoza,
Ara - arabinoza, Fuc - fukoza.

Slika 64 prkazuje udjel neugljikohidratnih vezanih komponenata (metilne i acetilne skupine te
vezane ferulinske kiseline) u pektinskim i hemiceluloznim frakcijama izdvojenima novim
postupkom frakcioniranja polisaharida stani¢ne stijenke SBP. Izdvojene pektinske frakcije P1
i P2 pokazale su visok stupanj metiliranosti i acetiliranosti, naro¢ito frakcija P2. Esterificiranost
je zadrZana i u A podfrakciji H1 frakcije, $to se preteZito odnosilo na acetiliranost. Ovakva
neobi¢no visoka acetiliranost u odnosu na druge pektinske frakcije moze biti razlogom
drugacijih fizikalno-kemijskih svojstava ove pektinske frakcije, a time 1 razliCite
ekstraktibilnosti. U svim pektinskim frakcijama stupanj metilacije 1 acetilacije odreden je s
obzirom na ukupni galakturonan u uzorcima (dominantan monomer i nositelj metilnih i
acetilnih skupina u molekuli pektina). Zastupljenost ferulinske kiseline veze se uz prisutnost
arabinana/arabinogalaktana (Ralet i sur., 1994; Oosterveld i sur., 1996) te se, prema tome,
mogla ocekivati u svim izdvojenim frakcijama. Ipak, saponificiraju¢i ué¢inak alkalnog medija
(KOH) doveo je do znacajnih gubitaka vezane ferulinske kiseline, ali i metilnih i acetilnih

skupina. Stupanj feruloilacije izrazen je s obzirom na ukupni galaktan i arabinan u pojedinoj
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frakciji (Slika 64) te je iznosio 1,0 - 1,4 %. Bilanca ferulinske kiseline (rezultati nisu zasebno
prikazani) pokazala je iskoristenje ferulinske kiseline od svega priblizno 30 % u frakcijama u
kojima je odredena, od ¢ega se polovica odnosila na H1 EtOHs podfrakciju. Moze se zakljuciti
da je veCina (gotovo 2/3) ukupno vezane ferulinske Kiseline pripadala
arabinanima/arabinogalaktanima izdvojenima u alkalnim frakcijama (H2 i H3). Ako se uzme u
obzir je H1_EtOHs podfrakcija sadrzavala relativno znacajno veci udjel vezane ferulinske
kiseline u odnosu na P1 i P2 frakcije, moze se zakljuciti kako ferulinska kiselina ima izrazito
vaznu ulogu u strukturnom povezivanju pektinskih polisaharida s drugim polisaharidima
stani¢ne stijenke SBP, smanjujuci im pritom ekstraktibilnost, §to je vidljivo kroz znacajnu

zastupljenost rezidualnog arabinana ¢ak i nakon ekstrakcije 1 M KOH.

P1 P2

HI EtOHs HI A HI N H2 H3

80

70

Stupanj esterifikacije (%)
—_ (%) 5] e Lh (=)}
(=] (=] (=] (=] (=] (=]

]

Emetil-ester M acetil-ester feruloil-ester

Slika 64. Stupanj metilacije, acetilacije i feruloilacije pektinskih i hemiceluloznih frakcija
pulpe Secerne repe izdvojenih novim postupkom frakcioniranja. (P1 i P2 - pektinske
frakcije; H1_EtOHSs - hemicelulozna frakcija topljiva u smjesi etanola i vode 4:1 (v/Vv);
H1 A i H1 N - kisela i neutralna podfrakcija LiCI-DMSO ekstrahirane hemicelulozne
frakcije (H1); H2 i H3 - KOH ekstrahirane hemicelulozne frakcije).

Vezana ferulinska kiselina pridonosi povezivanju pektinskih polimera putem oksidativnog
unakrsnog povezivanja, Sto je potvrdeno prisutno$¢u dehidrodimera ferulinske kiseline, kao 1
mogucnoséu unakrskog povezivanja SBP pektina in vitro oksidacijom vezanih feruloilnih
skupina (Ralet i sur., 2009). 1z prikazanih rezultata moze se zaklju¢iti kako ukupan pektin SBP
¢ine frakcije razli¢itih fizikalno-kemijskih karakteristika te se ne moze ocekivati ekstrakcija
ukupnog pektina primjenom jedinstvenih ekstrakcijskih parametara.

U alkalno-ekstrahiranim frakcijama (H2 i H3) o¢ekivano nisu odredene vezane funkcionalne
skupine (s obzirom na pretpostavljenu kvantitativnu saponifikaciju istih u alkalnom mediju),

ali iznenadujuce je odredena prisutnost acetilnih skupina u H3 frakciji, acetilnih skupina koje
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su ostale netaknute cak i tijekom tretmana 4 M KOH. Ovakav rezultat upucuje na postojanje
lokalnih puferirajucih ili neutraliziraju¢ih u¢inaka drugih prisutnih funkcionalnih skupina koje
su umanjile saponifikacijsko djelovanje luzine. Stupanj acetilacije H3 frakcije izrazen je s
obzirom na udjel ukupnog galakturonana, glukana i ksilana, buduéi da acetiliranost moze biti
karakteristika i pektinskih i hemiceluloznih polisaharida.

Prisutnost acetilnih skupina u H1_EtOHs i H1 N podfrakcijama povezana je s prisutno$éu
glukomanana u H1 EtOHs, dok je u H1 N podfrakciji izrazena na ukupni galakturonan,

glukan, ksilan i manan iz razloga kako je prethodno objasnjeno za H3 frakciju.
4.6.2.2 Strukturne karakteristike pektinskih i hemiceluloznih frakcija

Analizom glikozidnih veza pektinskih frakcija izdvojenih u novom postupku frakcioniranja
polisaharida SBP dobiven je uvid u strukturne karakteristike istih. Profil glikozidnih veza
usporeden je s uzorkom pektina izdvojenim u inicijalnom postupku frakcioniranja (Tablica 42).

Tablica 42. Profil glikozidnih veza u pektinskim frakcijama izdvojenima tijekom novog

postupka frakcioniranja polisaharida pulpe Sec¢erne repe (SBP_P1, SBP_P2iSBP_H1_A)
u usporedbi s pektinom izdvojenim u inicijalnom postupku frakcioniranja (SBP_PHci).

Glikozidna Strukturna Relativni udjel (%)
veza jedinica SPB_P1  SBP_P2 SBP_H1_A SBP_Pyc
Rhap t Rhap-(1— 0,7 0,2 - -

2-Rhap + —2)-Rhap-(1— +

4-Rhap —+4)-Rhap-(1— 1,9 1,7 6,5 24,0
2,4-Rhap —2.4)-Rhap-(1— 1,4 2,2 54 15,4
Ukupne veze ramnana 4.0 41 12,0 39,4
Araf t Araf-(1— 40,9 35,8 19,3 14,0
2-Araf —2)-Araf-(1— 0,2 - 0,8 -

3-Araf —3)-Ara-(1— 0,6 0,6 3,3 0,8
5-Araf —5)-Araf-(1— 27,4 29,3 30,7 7,1
2,5-Araf —2,5)-Araf-(1— 0,6 0,7 1,6 0,6
3,5-Araf —3,5)-Araf-(1— 17,9 21,3 13,7 1,6
Ukupne veze arabinana 87,5 87,7 69,3 24,1
Galp t Galp-(1— 1,7 2,0 5,6 16,5
3-Galp —3)-Galp-(1— 0,9 0,6 1,8 1,9
4-Galp —4)-Galp-(1— 3,5 4,2 7,8 8,8
6-Galp —6)-Galp-(1— 0,8 0,8 2,8 7,6
3,6-Galp —3,6)-Galp-(1— 1,6 0,7 0,7 1,7
Ukupne veze galaktana 8,4 8,1 18,7 36,5
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Relativni udjeli zastupljenih veza iskazani su s obzirom na neutralnu frakciju pektina (Rha, Ara
i Gal) buduc¢i da se primijenjenom metodom ne mogu odrediti uronske kiseline. 1z rezultata je
vidljivo da su frakcije Pl i P2 pokazale medusobno najslicnija strukturna svojstva
karakterizirana dominantnim bo¢nim lancima arabinana/arabinogalaktana, odnosno relativno
visokom zastupljeno$¢u RG-I regije. U P1 frakciji 35 % ukupno prisutnog ramnana bilo je
razgranato (pozicija O-2), dok je rasporedenost bo¢nih lanaca u P2 frakciji bila nesto veca,
odnosno relativna zastupljenost razgranatog ramnana u odnosu na ukupni iznosila je priblizno
54 %. Porast udjela glikozidnih veza ukupnog ramnana za frakcije H1_A i Pnci sukladan je
smanjenju relativnog udjela arabinana u istima. Pritom, udjel razgranatih jedinica (2,4-Rhap)
iznosio je priblizno 40-45 % relativnog udjela u odnosu na ukupni ramnan. Ukupna arabinanska
frakcija bila je najzastupljnija u P1 i P2 frakcijama (87,5 i 87,7 % svih glikozidnih veza
neutralne frakcije pektina), sukladno i najviSem relativnom udjelu Ara u neutralnoj frakciji ovih
pektina, pri ¢emu je a-(1,5) bila dominantna glikozidna veza, ukazuju¢i na dominantnu
prisutnost homoarabinana, uglavnom razgranatih na poziciji O-3. U obje frakcije, P1 i P2,
zastupljenost razgranatih jedinica (2,5-Araf i 3,5-Araf) u okosnici arabinana iznosila je
priblizno 40 % (40,3 za P1 1 42,9 za P2). Iz relativno visokog udjela nereducirajuc¢ih
(terminalnih) Araf ostataka (Araft) moze se zakljuciti da su na mjestima razgranjenja bile
dominantne pojedinaéne molekule Araft umjesto kratkih arabinanskih oligomera. U H1_A
podfrakciji, udjel veza arabinana bio je nesto nizi (69,3 % ukupnih glikozidnih veza neutralne
frakcije H1 A pektina) s nesto drugacijom strukturom. Udjel razgranatih jedinica bio je manji
nego u P11 P2 frakcijama (~ 33 %) uz relativno povecanje udjela razgranjenja na poziciji O-2.
Isto je bilo pra¢eno smanjenim udjelom Araft jedinica kao i relativno ve¢im udjelom a-(1,3)
vezanih Araf jedinica, $to potencijalno indicira ve¢u zastupljenost kratkih Ara oligomera kao
boc¢nih lanaca homoarabinana u ovome uzorku. U Pnci uzorku pektina odreden je daleko
najmanji relativni udjela arabinanskih glikozidnih veza (24,1 % udjela svih glikozidnih veza
neutralne frakcije Phci pektina) $to je u skladu s visokim stupnjem degradacije arabinana
uzrokovanog hidrolizom pri niskom pH. S obzirom da se radi o degradiranom arabinanu, nije
relevantno usporedivati strukturu istoga s pektinskim frakcijama izdvojenima na nacin koji je
pogodovao maksimalnom oc€uvanju izvorne strukture arabinana. Analiza glikozidnih veza
ukupnog galaktana potvrdila je zastupljenost arabinogalaktana tipa Il (AG-II), opéenito sloZene
strukture, ali s karakteristiénim p-(1,3) linearno povezanim Galp jedinicama s bo¢nim lancima
vezanima na pozicijama O-6, pri ¢emu se isti odnose na kratke oligomere B-(1,6) vezanih Galp
koji pak mogu nositi Araft ili dalje supstituirane Araf jedinice (Yapo, 2011b). Dakako, jedan

dio Araft jedinica ili a-(1,2)/(1,3) vezanih Araf jedinica moze se ocekivati u sastavu AG-II.
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Prisutnost AG-II vidljiva je u svim uzorcima pektina. Razgranatost B-(1,3) vezanih Galp
iznosila je 36,0 % te 42,2 % za P1 1 P2, te ¢ak 72 % za H1 _A. U H1 A takoder je vidljvo i
relativno povecanje nereducirajucih (terminalnih) Galp jedinica (Galpt) u odnosu na P1iP2. U
PHci je stupanj razgranatosti iznosio priblizno 50 %, a vidljiv je povecan relativni udjel p-(1,6)
vezanih Galp $to indicira znacajniju prisutnost oligomernih bo¢nih lanaca nego u drugim
uzorcima. Osim AG-II, jedan dio ukupnog galaktana odnosi se na linearni homogalaktan (-
(1,4) vezane Galp). Relativni udjel istoga (u odnosu na ukupne glikozidne veze galaktana) u
analiziranim uzorcima razli¢ito ekstrahiranih SBP pektina iznosio je 41,7 %, 51,9 %, 41,7 % te
24,1 % za P1, P2, H1_A'iPhxcl.
S obzirom na molarne udjele pojedinih monomera izracunati su priblizni omjeri osnovnih blok-
kopolimera, a temeljem rezultata relativnog udjela glikozidnih veza, izdvojeni su rezultati
ukupnog razgranjenja pektinske molekule (Tablica 43). Udjeli RG-1 i HG odredeni su kao
relativni molarni udjeli ukupno odredenih monomera u pojedinoj frakciji. Iz rezultata je vidljivo
da su se analizirani uzorci pektina razlikovali s obzirom na relativne udjele RG-I i HG, pri ¢emu
Su P1 i Puc bili kakterizirani dominiraju¢im HG blok-kopolimerom (~ 60 - 65 %), dok P2 i
H1 A s dominiraju¢im RG-I blok-kopolimerom (~ 55-60 %).

Tablica 43. Karakteristike pektina izdvojenih tijekom novog postupka frakcioniranja

polisaharida stani¢ne stijenke pulpe Secerne repe (SBP _P1, SBP P2 i SBP H1 A), u

usporedbi s pektinom izdvojenim inicijalnim postupkom frakcioniranja (SBP_PHci), S
obzirom na udjel osnovnih blok-kopolimera te stupanj razgranjenja molekule.

Relativni udjel (%)

SBP_P1 SBP_P2 SBP_H1 A SBP_Pxci
RG-1* (%) 38,4 58,5 53,5 31,7
HG (%) 60,1 40,8 39,5 66,8
ramnan 1,4 (43,1) 2,2 (55,8) 5,4 (45,5) 15,4 (39,1)
g arabinan 18,5 (40,3) 22,0 (42,9) 15,3 (33,3) 2,2 (23,4)
% galaktan 1,6 (63,5) 0,7 (55,3) 0,7 (28,6) 1,7 (46,8)
UKUPNO 21,5 24,8 21,5 19,2
Omjer terminalnih i 2,00 153 16 12

razgranatih jedinica
*[zraGunato prema izrazu predloZzenom u radu Yapo (2011b) te se odnosi na relativni molarni udjel
**DB - stupanj razgranjenja (engl. degree of branching)

Razlika do 100 % ukupnog udjela (najvise 7 % - uzorak H1 A, za ostale uzorke najvise 1,5 %)
odnosi se na prisutnost drugih monomera osim Rha, Ara i Gal, koji mogu biti sastavni dio dugih

pektinskih blok-kopolimera (pr. RG-II) ili pak koekstrahiranih drugih polisaharida.
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Zastupljenost RG-1 u P1 i P2 frakcijama najviSe se odnosila na arabinan, tj. bo¢ne lance, kao i
kod H1_A, dok kod PHci na arabinogalaktan Il te okosnicu RG-I, tj. ponavljaju¢i GalUA-Rha
disaharid. Ukupno razgranjenje molekule (zbroj udjela svih odredenih razgranatih jedinica) bilo
je podjednako za sve uzorke (u prosjeku 20-25 %), medutim, isto se odnosilo na razgranatost
arabinana za P1, P2 i H1_A uzorke te razgranatost RG-I okosnice u sluc¢aju uzorka Puci. U
zagradama su navedene relativne vrijednosti stupnja razgranjenja (supstitucije) izracunate kao
zastupljenost razgranatih jedinica u odnosu na glavnu okosnicu (a-(1,2) za ramnan, a-(1,5) za
arabinan, B-(1,3) za galaktan), tj. zbroj nerazgranatih i razgranatih jedninca u okosnici).
Vidljivo je da se relativnho povecanje/smanjenje stupnja razgranjenja ukupnog ramnana,
arabinana 1 galaktana zapravo viSe odnosi na povecanje relativnog udjela navedenih frakcija u
neutralnom dijelu analiziranih pektina nego na stvarno povecanje razgranatosti same okosnice
ili pak kombinaciju navedenog. Omjer terminalnih i razgranatih jedinica u idealnom slucaju bi
trebao biti 1, odnosno svakoj razgranatoj jedinici trebala bi odgovarati jedna terminalna jedinica
na kraju razgranjenja (bo¢nog lanca), medutim, odredeni omjeri za analizirane frakcije su veci.
Sobziromdase zaP1, P2 iH1_A frakcije terminalni krajevi dominantno odnose na Araft, moze
se zakljuciti o prisutnosti oligomernih arabinana u smjesi s arabinanom vezanim na RG-1 blok-
kopolimer pektina, koprecipitiranih u pektinskoj frakciji (Beldman i sur., 1997). U tom slu¢aju,
udjel takvih fragmenata bio bi najvec¢i u P1 frakciji. Jednako tako, u odredenoj (manjoj) mjeri
mogu¢ je i kvantitativni gubitak pojedinih veza uslijed nepotpune hidrolize ili nepotpune
permetilacije u postupku pripreme PMAAs (permetiliranih alditol acetata) za analizu
glikozidnih veza. Kako je ranije navedeno, zbog znacajne degradacije arabinana tijekom
pripreme Puci uzorka, usporedba s drugim pektinskim uzorcima nije od velikog zna¢enja.

Tablica 44 prikazuje profil glikozidnih veza hemiceluloznih frakcija izdvojenih u novom
postupku frakcioniranja polisaharida stanicne stijenke SBP. Vrijednosti su izrazene kao
relativni molarni udjeli identificiranih glikozidnih veza. Podfrakcija H1_EtOHs navedena je u
hemiceluloznim frakcijama budu¢i da je izdvojena nakon ekstrakcije pektina, tj. tijekom
ekstrakcije H1 frakcije. Profil glikozidnih veza H1 EtOHs pokazuje da je arabinan sli¢ne
strukture kao u P1 i P2 frakcijama, sastavljen dominantno od o-(1,5) okosnice koja je
supstituirana na poziciji O-3 (36 %). Zastupljenost supstitucije na O-2 poziciji vrlo je mala, kao
i zastupljenost a-(1,2) i a-(1,3) vezanih oligomernih lanaca (bo¢ni lanci u molekuli arabinana).
Dominantno prisutne jedinice na mjestima razgranjenja molekule su nereducirajuce
(terminalne) Araf jedinice (Araft). Uz arabinan, u ovoj frakciji prisutan je i galaktomanan, sto

je potvrdeno prisutnosc¢u B-(1,4) vezanih Glcp i Manp, te se iste nalaze u ekvimolarnom udjelu.
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Omijer terminalnih i razgranatih jedninica arabinana (~ 1,4) indicira postojanje oligomernih
arabinana u smjesi (Beldman i sur., 1997).
Tablica 44. Profil glikozidnih veza u hemiceluloznim frakcijama izdvojenima tijekom

novog postupka frakcioniranja polisaharida stani¢ne stijenke pulpe Secerne repe
(SBP_H1_EtOHs, SBP_H1_N, SBP_H2 i SBP_H3).

Glikozidna Strukturna Relativni udjel (%)

veza jedinica SPB_H1 EtOHs SBP H1 N  SBP H2 SBP_H3
“Rhap _yRhap(l : 0 144
2,4-Rhap —2.4)-Rhap-(1— - 0,3 1,2 3,8
Ukupne veze ramnana - 0,6 2,7 8,6
Araf t Araf-(1— 30,3 3,7 30,5 20,5
2-Araf —2)-Araf-(1— 0,1 - 0,5 -
3-Araf —3)-Ara-(1— 0,8 0,1 1,0 0,9
5-Araf —5)-Araf-(1— 36,6 2,0 33,6 28,5
2,5-Araf —2,5)-Araf-(1— 0,6 - 1,1 1,1
3,5-Araf —3,5)-Araf-(1— 21,3 1,7 18,0 18,6
Ukupne veze arabinana 89,7 7,6 84,6 69,6
Galp t Galp-(1— 0,1 51 1,1 3,1
3-Galp —3)-Galp-(1— - 4,6 0,5 0,9
4-Galp —4)-Galp-(1— - - 3,3 54
6-Galp —6)-Galp-(1— - 0,4 0,5 1,0
3,6-Galp —3,6)-Galp-(1— - - 0,6 0,2
2,4-Galp —2.4)-Galp-(1— 0,2 - - -
Ukuone veze galaktana 0,3 10,1 6,0 10,7
4-Manp —4)-Manp-(1— 6,0 10,9 - -
4,6-Manp —4,6)-Manp-(1— <0,1 - - -
Ukupne veze manana 6,0 10,9 - -
4-Glcp —4)-Glcp-(1— 3,9 23,6 0,4 1,3
4,6-Glcp —4,6)-Glcp-(1— <0,1 27,0 0,1 2,2
Ukupne veze glukana 4.0 52,2 0,5 3,5
Xylp t Xylp-(1— - 11,0 - 1,6
s A
Ukupne veze ksilana - 15,8 6,3 7.3
Fucp t Fucp-(1— - 2,8 - 04
Ukupne veze fukana - 2,8 - 0,4

H1 N podfrakcija sadrzavala je znacajno manje arabinana (udjel glikozidnih veza arabinana

iznosio je 7,6 % udjela svih glikozidnih veza). Dominantan je bio udjel glikozidnih veza
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glukana (52,2 % udjela svih glikozidnih veza). S obzirom da je prisutan znacajan udjel $-(1,4)
vezanih Manp jedinica (10,9 % udjela svih glikozidnih veza), moze se zaklju€iti o prisutnosti
glukomanana i/ili galaktoglukomanana, ako se uzme u obzir i relativno povecan udjel Galpt
jedinica. Uz (galakto)glukomanan, osnovni polisaharid H1 N podfrakcije je ksiloglukan,
potencijalno fukoziliran. Na temelju ovdje iznesenih podataka nije moguce zakljuciti koji dio
glukanskih veza se odnosi na ksiloglukan, a koji na druge polisaharide (primjerice,
(galakto)glukomanan). Takoder je prisutan i manji udjel ksilana (udjel 4-Xylp iznosi 4,8 %
udjela svih glikozidnih veza), odnosno glukuronoksilana, s obzirom da je u monomernom
sastavu prisutna GIcUA. U H2 1 H3 frakcijama nisu odredene glikozidne veze manana, a 1 udjel
glukanskih glikozidnih veza te Xylpt bio je relativno nizak te se moze zakljuciti o smanjenom,
rezidualnom udjelu manana/(galakto)glukomanana i ksiloglukana u ovim uzorcima. U odnosu
na druge uzorke, relativno je povecan udjel ksilana. Moze se zakljuCiti da se glavnina
hemiceluloznih polimera SBP dobro ekstrahira u LiClI-DMSO sustavu otapala. Ksilani se ipak
nesto teze ekstrahiraju te viSe zaostaju u alkalnim frakcijama. Dominantna frakcija u H2 1 H3
frakcijama je preostali arabinan, s dominantnom strukturom o-(1,5) vezanih Araf jedinica
supstituiranih uglavnom na poziciji O-3 (34, 1 % za H2 i 38,6 % za H3) i to Araft jednicama.
Omjer terminalnih i1 rezgranatih jedinica arabinana za H2 iznosio je priblizno 1,6, dok za H3
priblizno 1,0, $to ukazuje da su terminalne Araft jedinice u H2 frakciji bile ukljucene i u sastav
drugih prisutnih polisaharida u ovoj frakciji, naravno, u relativno manjem udjelu s obzirom na
ukupnu relativno nisku zastupljenost drugih polisaharida, a takoder je indicirana prisutnost
frakcije arabinana nevezane na pektin, u smjesi oligomernih oblika, pri ¢emu se onda relativno
povecava udjel terminalnih jedinica. Za frakciju H3 moze se pretpostaviti da se ukupni arabinan
nalazi uglavnom vezan za RG-I domenu pektina, $to je sukladno i relativnom povecanju udjela
glikozidnih veza supstituiranog ramnana. Galaktan u obje frakcije bio je manje zastupljen,
udjela priblizno 6-10 % svih glikozidnih veza za obje frakcije, te je bio prisutan podjednako u
formi linearnog homogalaktana (~ 55 % udjela glikozidnih veza galaktana za H2 i ~ 50 % za
H3) i AG-II.

HPSEC (engl. high performance size-exclusion chromatography) analizom frakcija izdvojenih
novim postupkom frakcioniranja polisaharida stani¢ne stijenke SBP, u kombinaciji s
viskozimetrijom te difrakcijom laserskih zraka, dobiven je uvid u hidrodinamicke karakteristike
izdvojenih frakcija, a prikazani su izdvojeni rezultati profila signala Rl detektora (engl.
refractive index), kao i odgovarajuc¢i podaci molekulske mase i stupnja polidisperznosti za

pektinske (Tablica 45) i hemicelulozne (Tablica 46) frakcije.
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Tablica 45. HPSEC (engl. high performance size-exclusion chromatography) profil i parametri molekulskih masa pektinskih frakcija izdvojenih novim
postupkom frakcioniranja polisaharida pulpe Secerne repe.

Relativni RI Unutarnja
Mn Mw Faktor .
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signala) (Da) (Da) polidisperzije (dL/g)
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Tablica 45. HPSEC (engl. high performance size-exclusion chromatography) profil i parametri molekulskih masa pektinskih frakcija izdvojenih novim
postupkom frakcioniranja polisaharida pulpe Secerne repe - nastavak.

Relativni RI Unutarnja
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Opéenito, s obzirom da su polimeri smjese molekula razliCite veli¢ine i mase, karakteristike
veli¢ine/mase molekula opisuju se statisticki kao distribucija molekulske mase u nekom uzorku.
Veli¢ina Mn definira se kao srednja brojéana molekulska masa (engl. number average
molecular weight) te je pokazatelj prosjecne ukupne molekulske mase svih polimernih
molekula. Veli¢ina Mw (srednja masena molekulska masa, engl. mass average molecular
weight) uzima u obzir doprinos molekulske mase pojedine molekule, tj. ve¢a molekulska masa
viSe doprinosi srednjoj molekulskoj masi od manje. Omjer Mw/Mn rezultira veli¢inom koja se
naziva polidisperzijski indeks (faktor polidisperzije, engl. polydispersion index, PDI), a odnosi
se na mjeru heterogenosti sustava. Pritom, dva polimera mogu imati isti Mn, ali razlicito
zastupljene Mw Sto ¢e odraziti na homogenost sustava, odnosno, sustav s viSe zastupljenih
lanaca priblizno jednake molekulske mase ¢e biti relativno homogeniji od sustava u kojem je
je zastupljeno jako puno lanaca razli¢itih molekulskih masa ili su razlike molekulskih masa
jako velike. Homogeni polimerni sustavi imaju PDI blizak 1 (u idealnom sluc¢aju 1, kada su Mw
1 Mn veli¢ine jednake, odnosno sve molekule polimera su jednake molekulske mase). Relativno
heterogeni polimerni sustavi karakterizirani su porastom PDI.

Profil RI signala pektinskih frakcija pokazao je razlicitost raspodjele molekulskih masa; pritom
su ve¢e molekule eluirale ranije, a manje kasnije. Naime, prema mehanizmu ekskluzije
molekula prema hidrodinamickom volumenu (veli¢ini, masi), ve¢e molekule imaju manju
mogucnost prodora u unutrasnjost pora Cestica punila te se lakSe 1 brze eluiraju s kolone, dok
se manje Cestice duze zadrzavaju u porama, odnosno eluiraju kasnije. U sve 3 pektinske frakcije
vidljive su 3 razli¢ite populacije (I, II i III), karakteristitne s obzirom na uzorak, tj. nisu
prethodno definirane u smislu to¢no odredenog volumena eluacije. S obzirom na postojanje
viSe populacija, bilo je ocekivano da je PDI ukupnog profila relativno velik. U P1 1 P2
frakcijama populacija | najvjerojatnije se odnosi na aglomerate pektinskih molekula (s obzirom
da se radi o vrlo malom udjelu molekula relativno velike molekulske mase. Naime, pektini su
opcenito vrlo higroskopni te brzo veZzu vodu na povrsni Cestica Sto moZe otezati prodiranje
otapala u unutrasnjost i potpuno otapanje pektina (Einhorn-Stoll, 2017). U svrhu suzbijanja
nastanka aglomerata molekula pektina, u otopine pektinskih frakcija prije HPSEC analize
dodana je mala koli¢ina LiOH, tj. paZljivo je podeSen pH otopine prema relativno luznatom, Sto
pogoduje potpunoj solvataciji molekula (Gaborieau i Castignolles, 2010). Ipak, iz rezultata je
vidljivo da je mala koli¢ina molekula ipak ostala u aglomeriranom obliku (0,2 % za P11 1,0 %
za P2, Tablica 45). Prisustvo aglomerata (P1 i P2 frakcije) dodatno je naglasilo polidisperznost
ukupnog profila ovih pektinskih frakcija. S druge strane, populacije Il i 1l mogu se smatrati

reprezentativnima za P1 i P2 frakcije. Populacija II u oba slucaja bila je karakterizirana nesto
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vi§im PDI (1,538 za P11 1,681 za P2) te veCom razlikom u Mw vrijednostima (nego Mn)
izmedu navedenih uzoraka (~ 410 kDa za P1 te ~ 640 kDa za P2). Populacije 111 obaju uzoraka
bile su relativno homogene (PDI 1,014 za P1 te 1,040 za P2) i sli¢ne za oba uzorka, raspona
vrijednosti Mn 1 Mw priblizno 110-160 kDa. Populaciju I H1 A wuzorka takoder je
karakterizirala relativna homogenost s obzirom na vrijednost PDI (1,171) te relativno visoka
molekulska masa, priblizno 1400 kDa (Mw). Populacija II bila je karakterizirana niskim PDI
(1,070) te prosjecnom molekulskom masom 390 kDa (Mw). Za razliku od P1 i P2 frakcija, u
H1_A vidljiva je prisutnost populacije relativno male molekulske mase (~ 80 kDa (Mw)), $to
potencijalno moZe odgovarati prisutnosti slobodnih oligomernih ili kra¢ih polimernih arabinana
(ili frgmenata galakturonana) u uzorku. Za sva tri pektinska uzorka karakteristi¢no je smanjenje
unutarnje viskoznosti koje prati smanjenje srednje molekulske mase pojedine populacije.
Usporedbom uzoraka, najveca razlika vidljiva je za H1 A u odnosuna P11 P2, gdje je odredena
puno niza unutarnja viskoznost za populaciju relativno visoke vrijednosti Mw, Sto moze
ukazivati na drugacije konformacijske karakteristike pektinskih molekula u H1 A uzorku.

Iz rezultata monomernog sastava, analize glikozidnih veza, te HPSEC profila, moze se
zakljuciti da su P1 1 P2 SBP pektini relativno sli¢ni te znacajno razli¢iti od H1 A, §to je i
uvjetovalo razli¢itu ekstraktibilnost istih.

Tablica 46 prikazuje HPSEC profil hemiceluloznih frakcija te odgovaraju¢e vrijednosti
molekulske mase i polidisperznosti pojedinih frakcija. U podfrakciji H1_EtOH vidljiva je samo
jedna populacija, relativno niske polidisperznosti (1,049) i srednje molekulske mase (Mw),
svega priblizno 5,5 kDa. Moze se zakljuciti da se slobodni izdvojeni arabinan iz SBP nalazi u
obliku smjese oligomera i/ili kratkih polimera. S obzirom na prisutnost glukomanana u ovoj
frakciji, moze se zakljuciti da je isti takoder prisutan u obliku oligomera. U H1 N podfrakciji
odredene su 3 populacije; dominantna populacija (~ 80 % udjela) pokazala je relativno visoku
polidisperznost (1,800) te molekulsku masu (Mw) priblizno 54 kDa. Prisutna je bila i populacija
relativno niske molekulske mase (~ 8,5 kDa) koja odgovara oligomernim ili kratkim
polimernim molekulama. Najmanje je bila zastupljena (4,7 % udjela) populacija relativno
velike molekulske mase (~ 1800 kDa). Ukupni profili H2 i H3 frakcija, s obzirom na prisutnost
viSe populacija, pokazali su relativno visoke vrijednosti PDI ukupnog profila, narocito frakcija
H3 (66,563). U H3 frakciji odredeno je najvise populacija (4), a pritom su sve bile relativno
velike molekulske mase, reda veli¢ine 10° - 10’ Da. Vrijednost PDI za za sve frakcije bila je
relativno niska u odnosu na druge uzorke (1,000-1,298). S druge strane, u frakciji H2
najzastupljenija (63,7 % udjela) je bila populacija relativno male molekulske mase (~ 19 kDa),

takoder relativno niske PDI vrijednosti (1,144).
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Tablica 46. HPSEC (engl. high performance size exclusion chromatography) profil i parametri molekulskih masa hemiceluloznih frakcija izdvojenih novim
postupkom frakcioniranja polisaharida pulpe Secerne repe.
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Tablica 46. HPSEC (engl. high performance size exclusion chromatography) profil i parametri molekulskih masa hemiceluloznih frakcija izdvojenih novim
postupkom frakcioniranja polisaharida pulpe Secerne repe - nastavak.
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4.6.3 Primjena kelatora u ekstrakciji pektina iz ljuske crvenog luka

S obzirom na male prinose pektinske frakcije OP prilikom ekstrakcije razrijedenom kiselinom
(HCI), kao i nisko iskoristenje GalUA u istoj, provedena je optimizacija ekstrakcijskih uvjeta.
U tom kontekstu istrazena je primjena kelirajueg sredstva etilendiaminotetraoctene kiseline
(EDTA) pri 2 pH vrijednosti (4,6 i 7,0) i 2 temperature ekstrakcije (sobna - 25 °C i 90 °C).
Pektin se u stani¢noj stijenci moze naéi stabiliziran (usidren) kalcijevim ionima, te je njegova
ekstrakcija moguca uz prethodno uklanjanje isith, najée$ée primjenom kelatora koji imaju vrlo
visoki afinitet za vezanje iona metala. Kombinacijom navedenih uvjeta (pH i temperatura)
provedene su 4 ekstrakcije, za svaku pH vrijednost otapala pri 2 navedene temperature. Slika
65 prikazuje prinos pektinskih frakcija (P) te frakcija ostatka nakon ekstrakcije (R).

100
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S
o 70
é 60 -
“50
=
740 = 1
< 30 -
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0 [ ]

A4.6/25 A4.6/90 P7.0/25 P7.0/90
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Slika 65. Prinosi (udjel u s.tv. sirovine (%)) pektina (P) i ostataka (R) izdvojenih iz ljuske
crvenog luka primjenom keliraju¢eg sredstva (EDTA) u ovisnosti o pH otopine i
temperaturi (A — acetatni puffer, P — fosfatni puffer, 4,6 i 7,0 — pH vrijednosti, 25 i 90 —
temperature).

Iz rezultata je vidljivo da se primjenom viSe temperature ekstrakcije te vise pH vrijednosti
otapala postize veéi prinos pektinske frakcije. Pritom je promjena temperature za istu pH
vrijednot otapala znacajnije povecala prinos nego promjena pH otapala za istu temperaturu
ekstrakcije. Najvisi prinos P frakcije ostvaren je za primijenjene uvjete pH otapala 7,0 (fosfatni
pufer - P) i temperaturu ekstrakcije 90 °C (25,1 %), a najmanji za pH otapala 4,6 (acetatni pufer
- A) i temperaturu ekstrakcije 25 °C (4,67 %). Veci prinosi za vise pH vrijednosti otapala mogu
se objasniti opcenitim utjecajem pH na disocijaciju EDTA, pri ¢emu vise pH vrijednosti
pogoduju pomicanju ravnoteze u smjeru nastanka tetravalentnog aniona koji ima visoki afinitet

za vezanje kationa metala. Utjecaj temperature moze se objasniti poboljSanim prijenosom mase
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iz ¢vrste u tekucu fazu pri povisenoj temperaturi otapala, kao i moguéem djelovanju topline
(energije) na razaranje interakcija pektinskih molekula s drugim sastavnim dijelovima stani¢ne
stijenke, Sto povecava ekstraktibilnost istih. Rezultati istrazivanja ekstraktibilnosti pektina
otpadne mase (ljuske) luka ostvareni u ovome radu, sukladni su radovima Babbar i suradnika
(20151 2016a) u kojima je takoder odredena relativno niska ekstraktibilnost pektina primjenom
razrijedene mineralne kiseline te povecanje prinosa pektinske frakcije primjenom keliraju¢ih
sredstava amonijeva oksalata i natrijeva heksametafosfata (ostvareni prinos za pH otapala 4,4 i
temperaturu ekstrakcije 95 °C iznosio je 22 %).

Ako se promatra ukupan prinos P 1 R frakcije, vidljvi su neSto niZi prinosi za ekstrakciju
otapalom pH 7,0, sto moze biti sukladno degradativhom utjecaju povisene pH vrijednosti na
integritet pektinskih polisaharida (Voragen i sur., 1995). Ipak, zbog moguce koprecipitacije
EDTA kao i otezane potpune dijalize istoga (Renard i Thibault, 1993), prinos P i R frakcija u
ovome slucaju promatrat ¢e se kao indiktivan parametar uspjesnosti ekstrakcije, dok ¢e se o
stvarnoj uspjesnosti ekstrakcije zakljuciti na temelju bilance iskoristenja ciljanih monomera.
Slika 66 prikazuje monomerni sastav P frakcija izdvojenih prilikom optimizacije ekstrakcije
pektina iz OP. Svi pektinski uzorci bili su karakteristi¢cnog monomernog profila s dominantnom
GalUA, a od bo¢nih lanaca vidljiva je prisutnost galaktana. Polisaharidni prinos (zbroj svih
monomera) varirao je izmedu priblizno 50 - 72 % s.tv. frakcije, s najve¢om razlikom izmedu
P7,0/25 1 P7,0/90 uzoraka. S obzirom da ukupni polisaharidni prinos ukazuje na znacajnu
prisutnost neugljikohidratnih komponenata, $to se moze odnositi na prisustvo esterski vezanih
skupina, koekstrahiranih neugljikohidratnih komponenata ili pak koprecipitiranog EDTA
preostalog nakon dijalize, medusobno su usporedivani relativni udjeli pojedinih monomera. U
tom kontekstu, pektinski uzorci pokazuju puno vecu sli¢nost, ali i dalje uz iznimku uzorka
P7,0/25, koji se odlikovao zna¢ajno ve¢im relativnim udjelom GalUA (¢ak ~96 % u odnosu na
~85-89 % za ostale uzorke) te smanjenim relativnim udjelima Rha i Gal. Promatraju¢i
monomerni sastav svih OP pektina, moze se =zakljuéiti da se pretezno radi o

homogalakturonanu.
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Slika 66. Monomerni (udjel u s.tv. frakcije (%)) sastav pektina izdvojenih iz ljuske
crvenog luka primjenom keliraju¢eg sredstve (EDTA) u ovisnosti o pH otopine i
temperaturi ekstrakcije (A — acetatni puffer, P —fosfatni puffer, 4,6 i 7,0 — pH vrijednosti,
25 i 90 — temperature). Vrijednosti u istome redu medu kojima ne postoji statisticki
znacajna razlika (p > 0,05; n=3) oznacene su istim slovom.

Za razliku od drugih uzoraka pektina analiziranih u ovome radu, potpuna Kiselinska hidroliza
uzoraka prije derivatizacije i HPLC analize (za potrebe analize monomernog sastava), provedna
tijekom 2 h, rezultirala je vrlo niskim prinosima GalUA (rezultati nisu zasebno prikazani).
Stoga je trajanje kiselinske hidrolize produljeno na 6 h, Sto je rezultiralo povecanjem prinosa
za 58-137 % pocetne vrijednosti, ovisno o uzorku. Kako je prethodno navedeno, za slucaj
moguceg nepotpunog oslobadanja GIcUA tijekom hidrolize ksilana (poglavlje 4.5.3),
kompleksni heteropolisaharidi sadrze glikozidne veze razli¢ite stabilnosti u uvjetima kiselinske
hidrolize. Budu¢i da je za potpunu kiselinsku hidrolizu kiselinom-ekstraktibilnog pektina OP
bila dovoljna dvosatna hidroliza, dok za kelator-ekstraktibilni pektin hidroliza u trajanju 6 h,
moze se pretpostaviti da velik utjecaj na hidrolizu homogalakturonana imaju i inter- i
intramolekulske interakcije koje mogu smanjiti izloZenost pojedinih dijelova molekule
hidrolitickom djelovanju. Istrazivanje utjecaja razliCitih vrsta mineralnih kiselina, njihovih
koncentracija te vremena hidrolize pri 100 °C na potpunu hidrolizu pektina jabuke pokazalo je
znacajan utjecaj navedenih parametara te postizanje maksimuma prinosa GalUA u hidrolizi 1

M HSO4 (kako je koriSteno i u ovome radu) nakon 6 h (Garna i sur. 2006). Na temelju
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navedenoga moze se zaljuciti da je potreban zaseban pristup analizi monomernog sastava s
obzirom na sirovinu, odnosno sastav stani¢ne stijenke iste.

Slika 67 prikazuje monomerni sastav R frakcija nakon ekstrakcije pektina iz OP pomocu
EDTA. Iz rezultata se moze vidjeti smanjenje zastupljenosti rezidualnog galakturonana s
obzirom na povecanje temperature ekstrakcije te pH ekstrakcijskog otapala. Najveéi udjel
istoga odreden u uzorku A4,6/25 (34,4 % relativnog udjela GalUA), a najmanji u uzorku
P7,0/90 (7,9 % relativnog udjela GalUA).

p7.0/00 [JINE = il
p7.02s [ =

0 10 20 3 40 50 60 70 8 90 100
A4.6/25 A4,6/90 P7.0/25 P7.0/90

=Man 1,88 247 2 2,53 @ 3,07

Rha 0,99 @ 0,89 & 1032 0,77 @
uGal UA 2433 18.88 12,34 6.24

Gle 36.72 6191 @ 5047 b 60,03 ab
=Xyl 2,77 442 8 3,74 @ 4,53 @
uGal 2,75 ab 3,06 acd 349 © 2,50bd
mAra 0.86 ab 0,99 acd 1,10 0,99 bde
mFuc 0,40 3¢ 0,61b¢ 0,49 abd 0,54 cde

Udjel u s.tv. frakcije (%)

Slika 67. Monomerni sastav (udjel u s.tv. frakcije (%)) ostataka nakon ektrakcije pektina
iz ljuske crvenog luka primjenom kelirajuc¢eg sredstva (EDTA) u ovisnosti o pH otopine
i temperaturi ekstrakcije (A — acetatni puffer, P — fosfatni puffer, 4,6 i 7,0 — pH vrijednosti,
25 i 90 — temperature). Vrijednosti u istome redu medu kojima ne postoji statisticki
znacajna razlika (p > 0,05; n=3) oznaceni su istim slovom.

Ukupan polisaharidni prinos R frakcija opéenito je veéi nego za P frakcije, medutim i dalje
relativno nejednolik za sve uzorke, $to ukazuje na razli¢itu zastupljenost neugljikohidratnih
komponenata u pojedinoj R frakciji, te moZe biti rezultat razliite zastupljenosti
neugljikohidratnih neekstrahiranin makrokomponenata, esterski vezanih skupina ili zaostalog
EDTA nakon ispiranja frakcije. Osim rezidualnog pektina, u monomernom sastavu ovih
frakcija zastupljeni su hemicelulozi karakteristicni monomeri poput Man, Xyl i Glc, koji
ukazuju na prisutnost manana/glukomanana i ksiloglukana, medutim, opcenito u vrlo malom

udjelu te, naravno, celuloze kao dominantnog polisaharida stani¢ne stijenke OP, uz pektin.
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Kombinacijom rezultata prinosa P i R frakcija, njthovog monomernog sastava te pocetnog
monomernog sastava OP, definirane su bilance GalUA, Gal, Ara i Rha (karakteristi¢nih
monomera pektina) (Slika 68). Primjenom EDTA postignuta su veca ukupna iskoriStenja svih
monomera za sve eksperimentalne uvjete (u prosjeku 80 - 90 %) u odnosu na ista ostvarena
prilikom inicijalnog postupka frakcioniranja (ekstrakcija pektina razrijedenom kiselinom
(HCI)). Takoder, relativno vec¢a ukupna iskoriStenja postignuta su za ekstrakciju pri pH 4,6, $to
se moze objasniti mogué¢im degradativnim utjecajem pri ekstrakciji otapalom povisenog pH
(pH 7,0), kako je navedeno ranije. Opéenito se moze primijetiti da promjena ekstrakcijskih
uvjeta nije toliko znacajno utjecala na ukupno iskoristenje pojedinog monomera, koliko na
ekstraktibilnost istoga u P frakciji. Pritom je posebno znacajan utjecaj pH za ekstrakciju pri
sobnoj temperaturi (u bilancama Rha i GalUA), kao i temperature za ekstrakcije pri pH 4,6 i
7,0 (osim za bilancu GalUA, gdje je vidljiv puno manji utjecaj temperature za ekstrakciju pri
pH 7,0). Kombiniranjem uvjeta pH i temperature ekstrakcije, postignuta je ekstraktibilnost
ukupnog galakturonana od priblizno 50 % (~ 10 % s.tv. OP) u P frakciji. Za donje grani¢ne
uvjete ekstrakcije (pocetni uvjeti, niski pH 1 temperatura) ostvareno je najnize iskoristenje
GalUA (~ 9 % pocetnog udjela GalUA u OP), a navedeno povecanje do priblizno 50 % moze
se ostvariti povecanjem temperature ekstrakcije uz istu pH vrijednost otapala, ili pove¢anjem
pH vrijednosti uz istu temperaturu ekstrakcije (u odnosu na pocetne uvjete). Pritom, povecanje
temperature je pozeljnije s obzirom da je ostvareno nesto vece iskoristenje GalUA u P frakciji
(51,7 % pocetnog udjela GalUA u OP), kao 1 ukupno iskoristenje GalUA (91,6 % pocetnog
udjela GalUA u OP) te optimalnim uvjetima ekstrakcije galakturonana iz OP u kontekstu ovoga
rada mogu se smatrati ekstrakcija acetatnim puferom pH 4,6, uz dodatak 100 mM EDTA, pri
90 °C. S obzirom da je navedeno iskoriStenje ostvareno nakon ponovljene ekstrakcije, smatra
se da daljnje povecanje vremena ekstrakcije ne¢e znacajno utjecati na povecanje iskoristenja
GalUA u P frakciji. Ekstrakcija pri povisenoj pH vrijednosti otapala, iako ostvaruje gotovo
jednaka iskoriStenja GalUA u P frakciji, ne preporucuje se zbog moguceg ukupnog
degradativnog utjecaja na strukturu molekula pektina. U tu svrhu daljnjih moguénosti
postizanja vecih iskoriStenja GalUA u P frakciji, moZe se u istraziti primjena razli¢itih kiselih

pufera, te keliraju¢ih agenasa u razli¢itim koncentracijama.
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Slika 68. Bilanca pektinskih monomera za postupak optimizacije izdvajanja pektina iz ljuske crvenog luka pomocu kelirajuceg sredstva EDTA, izrazena
kao iskoriStenje (%) u izdvojenim frakcija u odnosu na pocetni udjel pojedinog monomera u sirovini (P - pektinska frakcije, R - frakcija ostatka nakon
ekstrakcije). Vrijednosti za pojedine serije (P ili R) medu kojima ne postoji statisticki zna¢ajna razlika (p > 0,05, n=6), oznacene su istim slovom.
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4.7 Analiza parcijalne hidrolize ksilana i pektina te prebioti¢kih svojstava dobivenih
hidrolizata

4.7.1 Profil ksilooligosaharida u hidrolizatima ksilana

Parcijalna hidroliza ksilana izdvojenih iz WS i PP pri optimalnim uvjetima (D2h 4M ekstrakciji
za WS i D1h 2M ekstrakciji za PP) provedena je u svrhu proizvodnje ksilooligosaharida (XOS)
s potencijalnim prebiotickim svojstvima. Hidroliza je provedena komercijalno dostupnim
enzimom endo-B-(1,4)-ksilanazom, zasebno na netopljivim (ntH) i topljivim (tH) ksilanskim
podfrakcijama.

S obzirom na dostupne standarde, XOS su kvalitativno 1 kvantitativno odredeni kao linearni
oligomeri stupnja polimerizacije (DP) 1-6, tj. kao ksiloza (X1), ksilobioza (X2), ksilotrioza
(X3), ksilotetraoza (X4), ksilopentaoza (X5) i ksiloheksaoza (X6). lako po definiciji nisu
oligomeri, X1 i X2 su u ovom kontekstu ubrojeni u XOS zbog lakSeg prikaza i rasprave
rezultata.

Slika 69 prikazuje profil XOS zarazli¢ita vremena hidrolize ntH i tH podfrakcija WS te razlicite
koncentracije enzima endo-ksilanaze. Kako je prikazano, ukupna konverzija ksilana (prikazana
tamnom linijom) povecavala se sukladno povecanju vremena hidrolize te primijenjene
koncentracije enzima, odnosno, za dulje vrijeme hidrolize i ve¢u koncentraciju ksilanaze
odredena je veca ukupna konverzija ksilana. Za oba uzorka WS ksilana najve¢a ukupna
konverzija postignuta je nakon 24 h hidrolize. Nadalje, u sluc¢aju tH, najvece postignute
konverzije bile su manje nego za Hins pri istim uvjetima; konkretno, za koncentracije enzima
1xE i 10xE razlika je bila dvostruka (30,6 % za tH u odnosu na 62,5 % za ntH za 1xE 24 h
hidrolizu te 44,2 % za tH u odnosu na 88,8 % za ntH za 10xE 24 h hidrolizu), dok za 100xE
koncentraciju enzima razlika konverzije ipak je bila nesto manja (71,4 % za tH u odnosu na
97,4 % za ntH). Smanjena konverzija ksilana u XOS za tH u korelaciji je s razli¢itim
strukturnim karakteristikama ove podfrakcije. Naime, ksilan tH relativno je vise razgranat u
usporedbi s ntH, Sto je smanjilo moguénost djelovanja ksilanaze, specificne za linearni
nesupstituirani ksilan. Takoder, moguce interakcije s ostalim ko-ekstrahiranim polisaharidima
i rezidualnim otopljenim ligninom takoder su mogle znaéajno utjecati na dostupnost supstrata.
Kako je prethodno navedeno u analizi monomernog sastava, tH podfrakcija sadrzi visok udjel
neugljikohidratnih komponenata, najvjerojatnije koekstrahiranog lignina, te se pretpostavlja da
je djelomi¢na rekalcitrancija tH posljedica prisutnosti ksilan-lignin kompleksa. Razlika do 100
% konverzije ksilana za oba uzorka odnosi se na nehidrolizirane fragmente koji potencijalno

mogu biti razgranati oligomeri ili oligomeri DP > 6 (posebice za krace trajanje hidrolize, kao 1
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nize koncentracije enzima) za koje nije bilo mogucnosti odgovarajuc¢e detekcije, niti
kvantifikacije.

a) WS _tH_1xE WS_tH_10xE WS_tH_100xE
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Slika 69. Profil ksilooligosaharida (XOS) te stupanj konverzije a) topljivog (tH) i b)
netopljivog (ntH) ksilana, izdvojenih iz ljuske oraha (WS) pri optimalnim uvjetima,
primjenom enzima endo-ksilanaze. X1 - ksiloza, X2 - ksilobioza, X3 - ksilotrioza, X4 -
ksilotetraoza, X5 - ksilopentaoza, X6 - ksiloheksaoza.

Promatrajuéi profil XOS (prikazan obojanim stupi¢ima, Slika 69), promjene sastava, tj. udjela
pojedinih mjerenih XOS za razli¢ite hidroliticke uvjete bile su vrlo sli¢ne za oba uzorka, tj. za
svaku primijenjenu koncentraciju enzima relativni udjel X1 i X2 se povecavao, dok su se
relativni udjeli X3, X4, X5 i X6 smanjivali sukladno produljenju trajanja hidrolize. Nadalje,
X1, X2 i X3 opcenito su bili dominantni XOS oblici, dok X4 i X5 manje zastupljeni, a X6

najcesc¢e nije bio zastupljen. U prosjeku, 15 % relativnog udjela svih odredenih XOS odnosilo
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se na XOS DP 4-6, za tH uzorak, a u slucaju ntH 10-15 % za iste XOS oblike (s iznimkom 1xE
24 h hidrolize gdje je udjel istih bio nesto veci, priblizno 30 % za tH i 20-25 % za ntH). Profil
XOS, kao i ukupna konverzija ksilana, za 24 h hidrolizu primjenom koncentracije enzima
100xE moze se smatrati krajnjim produktom hidrolize ksilana WS endo-ksilanazom. Pri
navedenim uvjetima XOS su se sastojali isklju¢ivo od X1 i X2 u omjeru 30:70. Budu¢i da je
ukupna konverzija pri istim uvjetima iznosila vise od 90 %, moze se zakljuciti da je ksilan u tH
I ntH podfrakcijama bio u konacnici potpuno dostupan za hidrolizu, pokazujué¢i da gore
navedene supstitucije ipak nisu u potpunosti onemogucile djelovanje enzima endo-ksilanaze.
Slika 70 prikazuje profil XOS za razli¢ita vremena hidrolize ntH i tH podfrakcija PP te razlicite
koncentracije enzima endo-ksilanaze. 1 za PP ksilanske podfrakcije (tH i ntH) ukupna
konverzija ksilana u XOS rasla je sukladno produljenju vremena hidrolize te vecoj
primijenjenoj koncentraciji enzima. NajviSe vrijednosti ukupne konverzije ksilana postignute
su za hidolize 100xE 24 h (75,3 % za tH i 85,4 % za ntH). Za tH uzorak, stvarna konverzija (za
sve eksperimentalne uvjete) bila je veca, ako se uzme u obzir da su prikazani rezultati izracunati
na temelju ukupnog ksilana (ukupne Xyl u tH frakciji, anhidro oblika) u uzorku, dio kojeg se
odnosi na ksiloglukan (koji nije podloZan hidrolizi endo-ksilanazom te ne generira XOS). Kao
1 za WS uzorke, hidroliza ksilana za oba PP uzorka bila je vrlo slicna. U usporedbi s WS ntH
uzorkom, vidljivo je da je konverzija PP_ntH ksilana bila sporija, $to se potencijalno moze
objasniti tezom dostupno$¢u supstrata s obzirom da su cestice PP_ntH bile relativno velike
(primjetljivo golim okom) u odnosu na WS_ntH. Profil XOS za PP uzorke ksilana bio je vrlo
slican kao kod WS uzoraka, potvrduju¢i medusobne strukturne slicnosti supstrata (kako je
odredeno i analizom glikozidnih veza) . Odredeni XOS u PP uzorcima sastojali su se od
oligomera do najvise DP4, uz iznimku 10 min hidrolize PP_tH, gdje je odredena i prisutnost
ksilopentaoze (X5). Ksilotetraoza (X4) je znacajnije bila zastupljena jedino u pocetnim
uvjetima hidrolize (10 min 1xE), s relativnim udjelima priblizno 16 % (tH) i 22 % (ntH),
povezano s relativno niskim (najnizim) ukupnim konverzijama ksilana. Za povecane
koncentracije enzima (1OXE i 100xE) X4 je relativno bila zastupljena s najvise 6,3 % u oba
uzorka. Kao 1 u slucaju WS ksilana, produljena hidroliza za pojedinu koncentraciju enzima
rezultirala je povecanjem relativnog udjela X1 1 X2, dok se relativni udjel X3 i X4 smanjivao.
Opcenito, X2 1 X3, pojedinacno ili zajedno, bili su dominantni oblici XOS u hidrolizatima PP
ksilana. Najvisi udjel X1 ostvaren je za 24 h 100xE hidrolizu (27,3 % relativnog udjela za tH 1
28,8 % za ntH), kao i prilikom hidrolize WS uzoraka.

258



Doktorski rad - Aleksandra Vojvodi¢ Cebin Rezultati i rasprava

a) PP tH 1xE PP tH 10xE PP _tH 100xE
t10min tlh t24h tih t3h t6h t24h t10min tlh t24h

“"’{ - = z = = T =

90
80
70
60
50
40
30

Relativni udjel XOS (%0)
Konverzija ksilana (%0)

20
10

=

X1 X2 X3 X4 mmmXs5 mmmXe ==O=Lkonverzijau XOS (X1-X6)

b) PP ntH_IxE PP ntH_10xE PP ntH_100xE
t10min t1h t24h t1h 13h t6h t24h t10min t1h t24h

100 - . = = - - = =
90

80

70

60

50

40

30

Relativni udjel XOS (%0)
Konverzija ksilana (%)

20
10

(=]

X1 X2 e X3 X4 mmmmX5 mmmX6 =—=O=—konverzijauXOS (X1-X6)

Slika 70. Profil ksilooligosaharida (XOS) te stupanj konverzije a) topljivog (tH) i b)
netopljivog (ntH) ksilana, izdvojenih iz mahune graska (PP) pri optimalnim uvjetima,
primjenom enzima endo-ksilanaze. X1 - ksiloza, X2 - ksilobioza, X3 - ksilotrioza, X4 -
ksilotetraoza, X5 - ksilopentaoza, X6 - ksiloheksaoza.

Profil XOS pri maksimalnim uvjetima hidrolize (24 h 100xE) bio je gotovo istovjetan profilima
dobivenima u hidrolizi WS ksilana pri istim uvjetima, sastoje¢i se gotovo iskljuc¢ivo od X1 i
X2, u omjeru 30:70, pra¢eno vrlo visokom ukupnom konverzijom ksilana. S obzirom da je
nevedeni omjer odreden u hidrolizi svih uzoraka ksilana pri maksimalnim uvjetima hidrolize,
takav sastav XOS moze se smatrati finalnim produktom hidrolize analiziranih ksilana
primjenom enzima endo-ksilanaze, $to navodi na daljnji zaklju¢ak da ukupna konverzija ksilana
pri navedenim uvjetima zapravo predstavlja udjel nesupstituiranog (i lako hidrolizirajuceg)

ksilana u WS i PP ksilanskim podfrakcijama.
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Komercijalni pripravci XOS sastoje se od smjese XOS razli¢itih DP, uglavnom ksilobioze 1
ksilotrioze (Gullon i sur., 2008). Sa stajalista funkcionalnosti, prebioticke u¢inke u smislu
poticanja rasta i metaboli¢ke aktivnosti bifidobakterija iskazuju XOS nizih DP (2-4) (Moura i
sur., 2007; Singh i sur., 2015; Ho i sur., 2018). U tom kontekstu, rezultati hidrolize WS i PP
ksilana mogu se promatrati kroz ostvarivanje najviseg prinosa X2, X3 i X4. Isti je, za pojedine
primijenjene koncentracije enzima u hidrolizi WS ksilana, ostvaren nakon 24 h hidrolize. U
slu¢aju ntH, konverzije ksilana iznosile su 59,3 %, 70,4 % i1 71,0 % za 1xE, 10xE i 100xE
koncentracije enzima, pri ¢emu se svaki prinos odnosi na drugaciji X2:X3:X4 omjer. S
porastom koncentracije endo-ksilanaze, omjer je pomaknut od gotovo jednakog udjela X2 i X3
(48,5:49,0 za 1xE) do zastupljenosti isklju¢ivo X2 (za 100xE). Istovremeno je odreden opcenito
vrlo nizak udjel X4 za ova 3 eksperimentalna uvjeta (najvise 2 % relativnog djela u
X2+X3+X4). U¢inak porasta koncentracije enzima na konverziju ksilana u X2+X3+X4 vidljiv
je do koncentracije enzima 10xE (tj. najveca razlika odredena je za 1XE 1 10xE koncentracije),
s kojom se postize svojevrsni plato nakon kojeg se konverzija u navedene produkte nije
znacCajnije mijenjala porastom koncentracije enzima. U slucaju tH (WS), najviSa konverzija u
X2+X3+X4 odredena je za 24 h 100xE hidrolizu koja se zapravo odnosila isklju¢ivo na
konverziju ksilana u X2 (51,9 %), kao 1 u slucaju ntH pri istim uvjetima. Promatrajuci krace
hidrolize ovog supstrata (za sve 3 koncentraciju enzima), moze se primijetiti da je konverzija u
X2+X3+X4 bila relativno jednolika, u prosjeku se odnosila na 1/3 ksilana (27,7 - 35 %), osim
24 h 1xE hidrolize u kojoj je konverzija bila ve¢a od navedenog prosjeka. Kao i za WS_ntH,
podjednak omjer X2:X3 (47,9:51,2) te ujedno i najvisi prinos X3, odreden je za 24h 1xE
hidrolizu, a sli¢an rezultat ostvaren je i za 3 h 10xE hidrolizu (X2:X3 = 51,1:46,2, 14,8 %
konverzija ksilana u X3).

U slucaju PP ksilana, najviSa konverzija u XOS X2+X3+X4 odredena je za 24 h 100xE
hidrolizu za oba uzorka (62,0 % za ntH 1 55,4 % za tH), pri ¢emu se hidrolizat sastoji
dominantno od X2 (najmanje 97,7 % relativnog udjela u X2+X3+X4). Kako je prethodno
odredeno za WS uzorke, najvisi udjel X3 u hidrolizatima postignut je za 24 h 1xE hidrolize (za
oba uzorka, 18,1 % za ntH i 14,0 % za tH).

| netopljiva i topljiva podfrakcija iz obje sirovine (WS i PP), tj. ukupno ekstrahirani ksilan iz
istih, podloZan je razgradnji enzimom endo-ksilanazom te u svrhu proizvodnje XOS nije nuzno
ove podfrakcije razdvajati i hidrolizirati zasebno. Kombinirajuéi rezultate konverzija ksilana 1
profila XOS za ntH i tH frakciju zajedno, izracunato je da se najvise 72 % pocetnog udjela Xyl
u WS se moze prevesti u XOS produkte, primjenom hidrolize u uvjetima 24 h 100xE, od kojih

se 73 % odnosi na X2, a ostatak na X1. Dakle, najvisa konverzija ksilana u X2 iznosi priblizno
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53 % pocetnog udjela Xyl u WS. Ako se hidrolizom Zeli posti¢i maksimalan udjel X3,
primijenjena koncentracija enzima treba biti smanjena (1xE), $to rezultira konverzijom od 43,1
% pocetnog udjela Xyl u WS, od ¢ega 47,3 % u obliku X3 te 46,4 % X2. Za PP vrijede jednaki
hidroliticki uvjeti, odnosno, primjenom hidrolize pri uvjetima 24 h 100xE postize se najvisa
konverzija ukupnog ksilana u PP (79,1 % pocetnog udjela Xyl u PP), od ¢ega 74 % u obliku
X2. Najvisa konverzija u X3 postize se hidrolizom pri uvjetima 24 h 1xE te iznosi 16,6 %
pocetnog udjela Xyl u PP, $to je praceno jednakom konverzijom u X2, dok konverzija u ostale
odredene oblike XOS iznosi tek 0,7 % pocetnog udjela Xyl u PP. Hidrolizati svih uzoraka
neizbjezno su sadrzavali X1, ¢ija koncentracija je proporcionalno rasla porastu ukupne
konverzije u zeljene XOS produkte.

Imajuéi na umu da potvrda prebioti¢kih svojstava XOS opéenito, kao i doprinosa pojedinih
oblika, zahtjeva daljnja istrazivanja, izbor jedinstvenih optimalnih uvjeta hidrolize ksilana WS
i PP, sa stajali§ta samo prinosa, nije mogu¢. Stoga, odabrano je vise uvjeta koji pogoduju
postizanju najvise koncentracije pojednih potencijalno prebioti¢kih oblika, kao Sto su X2 i X3.
S obzirom da je zastupljenost DP > 3 opcenito relativno niska, nisu razmatrani uvjeti koji
pogoduju postizanju maksimalnog prinosa ovih XOS jer bi i ukupno iskoriStenje supstrata u
tom slucaju bilo vrlo nisko. Drugim rije¢ima, hidrolizom WS i PP ksilana pomo¢u endo-
ksilanaze nije bilo moguce ostvariti visoko iskoriStenje XOS DP > 3. Nadalje, s obzirom da su
za pojedine uzorke ksilana ostvarene priblizno jednake vrijednosti iskoriStenja, kao i profil
XOS, kombinacijom razli¢itih vremena hidrolize i koncentracije enzima, izbor optimalnih
uvjeta, osim o prebiotickim svojstvima hidrolizata, ovisit ¢e 1 o kompromisu izmedu

ucinkovitosti i ekonomi¢nosti postupka hidrolize.

4.7.2  Profil pektinskih oligosaharida u hidrolizatima pektina

Parcijalna hidroliza pektina izdvojenih iz SBP, CBH i OP pri optimalnim uvjetima provedena
je u svrhu proizvodnje pektinskih oligosaharida (POS), konkretno oligogalakturonida (OGaU),
s potencijalnim prebiotickim svojstvima. Hidroliza je provedena komercijalno dostupnim
enzimom endo-poligalakturonazom M2 te komercijalno dostupnim enzimskim koktelom
Viscozyme. S obzirom na ostvaren najveci prinos GalUA, tj. iskoriStenje iste u izdvojenoj
pektinskoj frakciji, za hidrolizu su koristeni pektini izdvojeni prema konvencionalnom
postupku (u inicijalnom postupku frakcioniranja polisaharida stani¢nih stijenki, ekstrakcija
razrijedenom HCI) iz SBP i CBH, dok je u slu¢aju OP koristen pektin izdvojen ekstrakcijom s
EDTA (uzorak A4,6/90). S obzirom na dostupne standarde, moguée je bilo kvalitativno i

kvantitativno odrediti linearne oligomere galakturonske kiseline, DP 1-4, tj. galakturonsku
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kiselinu (GA1l), digalakturonsku kiselinu (GAZ2), trigalakturonsku Kkiselinu (GA3) i
tetragalakturonsku kiselinu (GA4). Kao i kod XOS, GA1 i GA2, iako po definiciji ne pripadaju
oligomerima, u kontekstu ovoga rada uvrsteni su u OGaU radi lakSeg prikaza i rasprave
rezultata.

Slika 71 prikazuje stupanj konverzije galakturonana (tamna linija) te profil POS (OGaU)
(stupi¢i u boji) za SBP pektin. Istrazivana je primjena enzimskog koktela Viscozyme s obzirom
da su hidrolize s ePG rezultirale vrlo niskim iskoriStenjima galakturonana (rezultati nisu
zasebno prikazani). Pritom je istraZzena samo jedna koncentracija enzimskog koktela (10xE).
Nemogucénost hidrolize SBP pektina s ePG potencijalno je uvjetovana relativno visokim
stupnjem esterifikacije supstrata (Slika 59). Naime, ePG, ovisno o mikrobnom producentu,
mogu iskazivati razliitu toleranciju na prisutnost metilnih i/ili acetilnih skupina (Bonnin i sur.,
2014). S obzirom na ovdje dobivene rezultate vrlo niske ukupne konverzije galakturonana,
moze se zakljuiti da primijenjena ePG-M2 ima nisku toleranciju na esterifikaciju
galakturonana metilnom/acetilnom skupinom. Opc¢enito je prihvaéeno da ePG u
konvencionalnom smislu ne hidrolizira esterificirani galakturonan (Voragen i sur., 2001,

Tucker i Seymour, 2002).
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Slika 71. Profil oligogalakturonida te stupanj konverzije pektina iz pulpe Se¢erne repe
(SBP), izdvojenog prema konvencionalnom postupku, primjenom Viscozyme (Vzym)
enzimskog koktela. GA1 - galakturonska kiselina, GA2 - digalakturonska Kiselina, GA3
- trigalakturonska kiselina, GA4 - tetrakalakturonska kiselina.

Primjenom Viscozyme enzimskog koktela ipak je postignuta odredena konverzija
galakturonana. Isto moZe ukazivati na prisutnost poligalakturonazne aktivnosti s ve¢om

tolerancijom na metil-/acetil-esterifikaciju supstrata ili pak kombinaciju deesterifikacijske
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enzimske aktivnosti i galakturonazne aktivnosti (endo- i/ili egzo- (s obzirom na povecan udjel
monomera)).

Ukupna konverzija galakturonana rasla je s produljenjem trajanja hidrolize. Nize vrijednosti
ukupne konverzije galakturonana za 24 h hidrolizu (u odnosu na prethodnu to¢ku mjerenja, 6
h) nisu bile oc¢ekivane te se najvjerojatnije radi o odredenom stupnju analiticke pogreske,
odnosno, moze se pretpostaviti da ukupna konverzija galakturonana za 24 h hidrolizu iznosi
najmanje jednako kao i nakon 6 h hidrolize. Posto se odredeni stupanj kvantifikacijske pogreske
moze odnositi 1 na vrijednost konverzije nakon 6 h hidrolize, moZze se pretpostaviti da je najveca
konverzija galakturonana u OGaU u ovome uzorku iznosila priblizno 50-70 %. Razlika do 100
% odnosi se na prisutnost nehidroliziranih dijelova galakturonana, u obliku oligomera DP > 4,
ili pak metil- ili acetil-estera oligomera (razli¢itih DP), koji nisu mogli biti odredeni uslijed
nedostatka standarada. Dominantni oblici OGaU bili su GA1 i GA4, dok su ostali mjereni oblici
bili relativno malo zastupljeni (najvise ~10 % relativnog udjela, za 10 min hidrolizu) te nakon
1 h reakcije se viSe gotovo i nisu mogli detektirati. Relativni udjel GA1 pokazivao je blagi trend
rasta za produljeno trajanje hidrolize, dok se relativni udjel GA4 smanjivao. Pri uvjetima
maksimalne konverzije galakturonana, omjer GA1 i GA4 iznosio je priblizno 60:40 - 70:30, u
korist GAL. A obzirom da se prebioticka aktivnost GA1 ne o¢ekuje, uspjes$nost hidrolize moze
se izraziti s obzirom na maksimalan prinos GA4. U tom kontekstu moguce je ostvariti najvise
iskoristenje pocetnog udjela GalUA u SBP od priblizno 10 % (9,5 - 12,6 %, u obliku GA4), za
hidrolizu pektina enzimskim koktelom Viscozyme u trajanju najmanje 6 h. S obzirom da nije
mjerena specifi¢na aktivnost enzima u odnosu na supstrat, te uz mogucnost da galakturonazna
aktivnost Viscozyme-a iskazuje relativnu toleranciju na esterski vezane skupine na
galakturonanu, ne moze se isklju¢iti mogucnost postojanja metil-/acetil- esterificiranih
oligomera. S obzirom na nedostatak odgovarajucih standarada, nije moguce sa sigurnoscu
predvidjeti kromatografsko ponaSanje istih, kao i niti opéenito moguénost nastanka PMP
derivata. Iz analize OGaU i XOS moglo se opaziti da je eluacija PMP-oligomera u odnosu na
PMP-monomere drugacija te ovisi o DP. Budu¢i da metilne 1 acetilne skupine relativno malo
pridonose ukupnoj masi molekule, a u samoj derivatizaciji sudjeluje nereducirajuéi kraj
molekule (esterfikacija je ograni¢ena najéesce na O-2 i O-3 pozicije), postojanje istovremeno
esterificiranih i neesterificiranin PMP-derivata ¢ini se moguéim te postoji moguénost
koeluacije metiliranih/acetiliranih oligomerima s neesterificiranima. U svakom slucaju,
potrebne su dodatne analize sastava produkata hidrolize u buduéim istrazivanjima, kao i analize
specifiéne aktivnosti enzimskog koktela Viscozyme s obzirom na deesterifikacijsku i

galakturonaznu aktivnost. Moguénost povecanja ukupne konverzije galakturanana, kao i
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promjene profila OGaU enzimskom ili kemijskom deesterifikacijom koja prethodi hidrolizi
ePG, takoder ¢e se razmatrati u budu¢im istrazivanjima.

Osim galakturonana, znacajan udjel ugljikohidratne frakcije SBP odnosi se na ukupni arabinan
te je isti vazno spomenuti u kontekstu POS, s obzirom da se arabinooligosaharidi (AOS) takoder
navode kao potencijalni prebiotici podrijetlom iz pektina. Arabinan se u SBP nalazi u vezanom
(na RG-I regije pektina) i slobodnom obliku te je u ovome radu odredeno da se najmanje
priblizno 20 % arabinana nalazi u slobodnom obliku, iako se pretpostavlja da je stvarni udjel
slobodnog arabinana u ovoj sirovini 1 ve¢i. Pritom se pod ,,slobodnim* smatra nevezanost za
pektinske blok-kopolimere (RG-I) u klasiénom smislu kao bo¢nih lanaca, ve¢ najvjerojatnije
putem ferulinske kiseline ili drugim interakcijama (pritom, ne nuzno iskljuc¢ivo na pektinske
molekule, ve¢ 1 druge polisaharide stanicne stijenke). Izdvojena frakcija slobodnog arabinana
iznosila je 4,6 % s.tv. SBP te se odonosila na spomenutih 20 % pocetnog udjela Ara u SBP. S
obzirom da je ova frakcija bila topljiva u smjesi etanola i vode (4:1 v/v), pretpostavljena je
relativno niska molekulska masa, tj. oligomerni karakter (ili polimeri nizeg DP), §to je HPSEC
analiza i potvrdila. Izdvojena frakcija moze posluziti kao supstrat za daljnju konverziju do
arabinooligosaharida nizeg DP ili se pak moZe istraziti potencijalno prebioticko djelovanje
frakcije kao takve. S obzirom na znacajnu zastupljenost razgranjenja na poziciji O-3 (Tablica
44) te znacajan udjel terminalnih krajeva, u slucaju hidrolize ove frakcije moze se ocekivati
relativno visoka zastupljenost monomerne arabinoze (najmanje 20-30 %). Pritom je
potencijalno vazno istraziti djelotvornost endo-arabinaze, samostalno ili u kombinaciji s
arabinozidazom, kao 1 moguc¢nost nastanka te potencijalna funkcionalna svojstva razgranatih
AOS.

Slika 72 prikazuje konverzije galakturonana (tamna linija) te profili OGaU (stupici u boji) za
razli¢ito vrijeme hidrolize CBH pektina te razli¢ite primijenjene koncentracije enzima ePG.
Ukupna konverzija galakturonana bila je relativno niska, uz blagu tendenciju rasta s
produljenim vremenom hidrolize, kao i veCom primijenjenom koncentracijom enzima, ali
najvise do 22 % (24 h 100xE). Kao i u slucaju hidrolize SBP pektina, razlika do 100 %
konverzije odnosi se na nehidrolizirane dijelove molekule, potencijalno zbog esterifikacije, kao

i nedetektirane metil- i/ili acetil-esterificirane oligomere razli¢itog DP.
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Slika 72. Profil oligogalakturonida (OGaU) te stupanj konverzije pektina iz ljuske
kakaovog zrna (CBH), izdvojenoga prema konvencionalnom postupku, primjenom endo-
poligalakturonaze (ePG). GAL - galakturonska kiselina, GA2 - digalakturonska kiselina,
GA3 - trigalakturonska kiselina, GA4 - tetrakalakturonska kiselina.

Najveca promjena ukupne konverzije, S obzirom na vrijeme hidrolize, vidljiva je za
koncentraciju enzima 100xE, dok se za 1xE i 10xE ukupna konverzija moZze smatrati priblizno
konstantnom tijekom 24 h hidrolize. Promjena profila OGaU takoder se najviSe o¢itovala za
koncentraciju 100xE. Produljenjem hidrolize vidljiv je porast relativnhog udjela GAl do
maksimalne vrijednosti nesto vise od 50 %. Relativni udjel GA2 i GA3 istovremeno se
smanjivao, dok je relativni udjel GA4 ostao gotovo nepromijenjen (20-25 % relativnog udjela).
Za koncentraciju enzima 1XE promjena profila OGaU najvise je bila uocljiva kroz smanjenje
relativnog udjela GA4, medutim, nakon 6 h hidrolize postignut je svojevrsni plato te je relativni
udjel GA4 iznosio priblizno 30 %. Za koncentraciju 10xE, promjena profila OGaU ocitovala
se kroz relativni porast zastupljenosti GA1 i GA2 te smanjenje udjela GA3, dok je udjel GA4
bio relativno konstantan (25-30 %).

Promatrajuéi konverziju galakturonana u GA2+GA3+GA4, kao potencijalno prebiotickih
oligomera, moZze se vidjeti da se najvisa konverzija galakturonana postize nakon najmanje 6 h
hidrolize u slu¢aju primijenjenih koncentracija enzima 1xE 1 10xE, dok za 100xE koncentraciju
enzima ve¢ nakon 10 min hidrolize. Za navedene parametre ukupna konverzija galakturonana
u uzorku pektin iznosi priblizno 11-13 %, $to se odnosi na tek 4,2-5,0 % pocetnog udjela GalUA
u CBH. Dobiveno iskoriStenje galakturonana CBH u OGaU ne moZe se smatrati znacajnim te

je potrebno optimirati hidrolizu pektinske frakcije CBH u OGaU. Kao 1 u slu€aju pektina SBP,
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u tu svrhu u buducim istrazivnjima istrazit ¢e se moguénosti prethodne enzimske ili kemijske
deesterifikacije kako bi supstrat postao dostupniji za enzimsku aktivnost ePG-M2.

Slika 73 prikazuje konverzije galakturonana (tamna linija) te profili OGaU (stupic¢i u boji) za
razli¢ito vrijeme hidrolize OP pektina te razli¢ite primijenjene koncentracije enzima ePG. Kako
je ranije navedeno, koristena pektinska frakcija izdvjena je postupkom ekstrakcije keliraju¢im
sredstvom (EDTA) pri optimalnim uvjetima (A4,6/90). Ostvarena ukupna konverzija
galakturonana bila je relativno nepromijenjena (~55-60 %) za sva vremena hidrolize, u slu¢aju
primijenjene koncentracije enzima 10xE, te je relativno visoko iskoristenje postignuto veé
nakon 10 min reakcije. Kao i za prethodne pektinske uzorke (SBP_P i CBH_P), razlika do 100
% ukupne konverzije galakturonana odnosi se na nehidrolizirane fragmente uslijed njihove
esterificiranosti, a time i relativne nedostupnosti za koriSteni enzim, kao i na metil-esterificirane
oligomere razli¢itog DP, koji nisu mogli biti detektirani zbog nedostatka standarda. S obzirom
da je vidljiva promjena profila OGaU, moze se zakljuciti da se ista odnosi na daljnju hidrolizu
prvotno nastalih hidrolitickih produkata. Tako je s produljenjem trajanja hidrolize vidljiv porast
relativnog udjela GAL i GA2 za priblizno 10-15 % u odnosu na pocetne udjele (~10 % za GAl
i ~20 % za GA2, udjel GA3 kontinuirano smanjivao (s ~50 % relativnog udjela do ~30 %), dok
je udjel GA4 bio najveciu po¢etnom vremenu hidrolize (~25 % relativnog udjela) te je smanjen
na priblizno 10 % relativnog udjela nakon 1 h hidrolize, nakon ¢ega je ostao konstantan i u
maksimalnom vremenu hidrolize. Ukupna konverzija galakturonana za primijenjenu
koncentraciju enzima 100xE rasla je s pocetnih priblizno 60 % (10 min) do maksimalnih 80-90
%, $to je postignuto ve¢ nakon 6 h hidrolize. Profil OGaU za 100xE koncentraciju enzima u
pocetnom vremenu hidrolize bio je vrlo slican dobivenome za uvjete 10 min 10XE, a daljnjim
produljenjem hidrolize najznacajnije se ocitovala promjena relativnog udjela GA1 i GA3 i to
gotovo inverzna (s pocetnih ~15 % do ~50 % udjela u konaénom vremenu hidrolize). Relativni
udjel GA2 tek je blago rastao (do najvise ~35 % relativnog udjela), dok je udjel GA4 ostao
relativno nepromijenjen (~10 % relativnog udjela).

Uzimajuc¢i u obzir konverziju galakturonana u GA2+GA3+GA4 (s obzirom da se za GA1 ne
ocekuju prebioticki u€inci), najvise iskoriStenje odnosi se na hidrolize do najvise 6 h te iznosi
50-60 %, Sto predstavlja iskoriStenje ukupnog galakturonana u sirovini od priblizno 26-32 %.
NajviSe iskoristenje u ovom kontekstu (31,7 % pocetnog udjela GalUA u OP) ostvareno je za
6 h 100xE hidrolizu, s dominantnim udjelom GA2 (60 % svih mjerenih OGaU), a ukoliko je
poZeljno proizvesti OGaU visih DP, preferira se hidroliza najdulje 1 h te smanjenje
koncentracije enzima 10 puta (najvisa konverzija galakturonana u GA3+GA4 (u uzorku

pektina) iznosila je 28,1 %, postignuto za 1 h 10xE hidrolizu, s dominantnim udjelom GA3
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(63,8 %)). Iskoristenje pocetnog udjela galakturonana OP od priblizno 1/3, u obliku OGaU,
moze se smatrati znaCajnim. Dobiveni rezultati nadilaze iskoriStenje ukupne galakturonske

kiseline otpadne biomase luka (21,3 %) u istrazivanju Babbar i suradnika (2016a).
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Slika 73. Profil oligogalakturonida (OGaU) te stupanj konverzije pektina iz ljuske
crvenog luka (OP), izdvojenoga ekstrakcijom keliraju¢im sredstvom pri optimalnim
uvjetima, primjenom enzima endo-poligalakturonaze (ePG). GAl - galakturonska
kiselina, GA2 - digalakturonska kiselina, GA3 - trigalakturonska kiselina, GA4 -
tetrakalakturonska kiselina.

4.7.3 Prebioticka svojstva hidrolizata ksilana i pektina

U svrhu odredivanja prebiotickog potencijala dobivenih hidrolizata ksilana iz WS i PP te
hidrolizata pektina iz SBP, CBH i OP, koristena je Cista kultura bakterije Bifidobacterium
animalis ssp. lactis BLC1, a evaluacija je provedena pracenjem porasta bakterijskih kolonija na
hranjivoj podlozi sa ili bez dodatka hidrolizata koji sadrze oligosaharide, uz ocekivanu
stimulaciju rasta, odnosno povecanje brojnosti bakterijskih kolonija.

Razli¢iti sojevi bakterije Bifidobacterium animalis ssp. lactis danas se ucestalo koriste kao
probiotici u prehrambenoj i farmaceutskoj industriji (Bottaccini i sur., 2011; Milani i sur., 2013;
Bunesova i sur., 2017). Izvorno se najéeS¢e mogu naci u gastrointestinalnom traktu zivotinja
(pili¢a, zeceva/kunica, svinja i1 pasa), medutim, neki sojevi su 1 humanog podrijetla (Bunesova
i sur., 2017). Podvrsta B. animalis ssp. lactis opisana je prvi puta 1997. godine kao Kisik-
tolarantni izolat iz jogurta te je tada bila smatrana zasebnom vrstom (Bifidobacterium lactis)
roda Bifidobacterium. Daljnjim taksonomskim analizama, ova bakterija ipak je reklasificirana

kao podvrsta vrste B. animalis (podvrsta lactis) (Bunesova i sur., 2017).
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Kod bifidobakterija opcenito, pa tako i B. animalis ssp. lactis, u prosjeku 8 % bakterijskog
genoma kodira ukupni metabolizam ugljikohidrata, Sto potencijalno objasnjava mogucénost
ovog bakterijskog roda za koristenje razliitih izvora ugljika (McLaughlin i sur., 2015), osobito
u odnosu na laktobacile (Lactobacillus sp.), takoder priznate probioti¢ke vrste. Sposobnost rasta
neke probioticke bakterije na neprobavljivim oligosaharidima (ksilooligosaharidima ili
drugima) kao izvoru ugljika, ovisi 0 postojanju adekvatnog enzimskog sustava potrebnog za
potpunu razgradnju oligosaharida, kao i o transportnim sustavima za monomere i/ili oligomere.
Kako navode Petrova i Petrov (2017), kombinacijom proteomickih i transkriptomickih tehnika,
otkriveno je da probioicki soj B. animalis ssp. lactis BB-12 za metabolizam XOS koristi ABC
(engl. ATP-binding cassette) transportni sustav kojim veze XOS na povrSinu stanice te ga
potom tansportira u njezinu unutrasnjost. Oligosaharidi se zatim unutar stanice razgraduju do
ksiloze djelovanjem ksilanaza 1 ksilozidaza. Postojanje ovog mehanizma primijec¢eno je 1 kod
soja B. animalis ssp. lactis B1-04 prilikom rasta na XOS. Transport i hidroliza XOS i
arabinoksilooligosaharida (AXOS) povezani su s XOS-induciranim ABC transportnim
sustavom i putativnima p-ksilozidazom (GH 43) i dvijema arabinofuranozidazama (GH 43), pri
¢emu je transportni sustav preferencijalan za DP 3-4. Komparativna istraZivanja genoma
razli¢itih sojeva B. animalis ssp. lactis pokazala su da su isti u bliskoj svezi te izogeni¢ne
prirode (Bunesova i sur., 2017). Probioti¢ki soj B. animalis ssp. lactis BLC1 pokazao je
podudarnost genoma s B. animalis ssp. lactis BB-12 99,84-99,9 % (Bottaccini i sur., 2011;
Milani i sur., 2013) te se moze zakljuciti da je metabolizam XOS za navedene sojeve gotovo
identi¢an, odnosno da soj B. animalis ssp. lactis BLC1 posjeduje odgovarajuci transportni i
enzimski sustav za rast na XOS kao izvoru ugljika. Stoga, ovaj bakterijski soj, uz vaznosti kao
komercijalnog probiotika, odgovarajuci je odabir za evaluaciju prebioti¢kih svojstava XOS.
Podaci o metabolizmu oligogalakturonida i/ili drugih pektinskih oligosaharida probiotickim
sojem B. animalis ssp. lactis BLC1 nisu pronadeni u dostupnoj literaturi.

U svrhu odredivanja prebiotickih svojstava istih primjenom ¢iste kulture B. animalis ssp. lactis
BLC1, izvore XOS ¢inili su hidrolizati topljivog i netopljivog ksilana ljuske oraha i mahune
graska dobiveni nakon 24 h hidrolize endo-ksilanazom koncentracije 100xXE (v. poglavlje
3.2.6.1). Ispitivane ukupne koncentracije hidrolitickih produkata iznosile su 0,1, 0,5 i 1,0
odnosno 1,35 mg/mL (hidrolizat netopljivog ksilana). Hidrolitickim produktima, u ovom
kontekstu, smatraju se svi odredeni produkti hidrolize pri navedenim hidrolitickim uvjetima,
odnosno monomerni, dimerni te oligomerni oblici do DP 6. Slika 74 prikazuje relativnu
brojnost (% prezivljenja) bakterijskih kolonija B. animalis ssp. lactis BLC1 poraslih uz dodatak

definirane koncentracije hidrolitickih produkata (u obliku hidrolizata) topljivih i netopljivih
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ksilana ljuske oraha i mahune graska, u odnosu na kontrolni uzgoj (bez dodatka hidrolizata

ksilana).
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Slika 74. Relativna brojnost (% prezivljenja) bakterijskih kolonija B. animalis ssp. lactis
BLC1 na hidrolizatima topljivog ksilana ljuske oraha (a), netopljivog ksilana ljuske oraha
(b), topljivog ksilana mahune graska (c) i netopljivog ksilana mahune grasSka (d),
pripremljenima u razli¢itim koncentracijama ukupnih hidrolitickih produkata, u odnosu
na kontrolni uzorak (K).

Iz rezultata je vidljivo da je porast bakterijskih kolonija bio manji u odnosu na kontrolni uzgoj
u gotovo svim eksperimentima s dodatkom hidrolizata ksilana, izuzev najnizih koncentracija
hidrolitickih produkata topljivih ksilana (Slika 74 a i ). S obzirom da koriStena bakterija moze
koristiti XOS kao izvor ugljika, kako je prethodno objasnjeno, o¢ekivao se rast, uz dodatak
hidrolizata ksilana, najmanje kao u kontrolnom uzgoju. Prema ovdje prikazanim rezultatima,
vidljivo je potencijalno inhibiraju¢e djelovanje neke od komponenata hidrolizata, narocito pri
viSim koncentracijama ukupnih hidrolitickih produkata, budu¢i da je relativni porast
bakterijskih kolonija uz dodatak hidrolizata bio manji nego kontrolni uzgoj. Primjenom nizih
koncentracija hidrolizata paralelno je razrijedena i komponenta koja djeluje inhibicijski te je
tada bio primijec¢en porast kolonija blizak kontrolnom uzgoju. Dobiveno poveéanje relativne
relativne brojnosti od 12 % za uzgoj uz dodatak hidrolizata topljivog ksilana WS u koncentraciji
0,1 mg/mL (Slika 74 a), moZe se pripisati analitickoj pogresci buduci da isto nije primijec¢eno

za druge uzorke hidrolizata ksilana (s obzirom na vrlo slican profil XOS u svim uzorcima
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hidrolizata, u¢inak stimulacije rasta bio bi o¢ekivan i za druge uzorke hidrolizata). Vidljiva
inhibicija rasta bakterije prilikom uzgoja s dodatkom hidrolizata potencijalno se odnosi na
inhibicijsko djelovanje samog supstrata, iako, u okviru ovoga rada, isto se nije moglo potvrditi.
Ova pretpostavka donesena je na temelju relativno visoke ¢istoce ksilanskih frakcija (frakcije
su prociscene dijalizom te su visokog udjela ksiloze, Slika 52 i Slika 53) koristenih u pripremi
hidrolizata, a sama hidroliza provedena je pri blagim uvjetima te je stoga moguc¢nost postojanja
degradativnih produkata iz postupka izdvajanja ksilana ili njegove hidroliza minimalna.

S druge strane, u laboratorijskim uvjetima uzgoj bifidobakterija je zahtjevan i tezak,
prvenstveno zbog razliCitih potreba odredenih sojeva za hranjivima u mediju te potrebnih
anaerobnih uvjeta (Modesto, 2017). Stoga, iako se ovi rezultati (Slika 74) ¢ine indikativnima
za inhibicijski uc¢inak neke od komponenata hidrolizata, moguci su i drugi eksperimentalni
utjecaji koji do kraja nisu mogli biti razjaSnjeni u kontekstu ovoga rada.

U svakom slucaju, ovi rezultati su vrlo zanimljivi te svjedoce o slozenosti i zahtjevnosti ovakvih
istrazivanja, a time i upucuju na potrebu za istima u smislu definiranja eventualnih inhibicijskih
ucinaka, daljnjeg procCiS¢vanja hidrolizata, primjene drugih koncentracija hidrolitickih
produkata, kao i opcenito pripreme hranjive podloge i ostvarenja pogodnih uvjeta rasta
probioticke bakterije. Dobiveni rezultati, u kombinaciji s prethodno objavljenim literaturnim
podacima, ¢ine vrijednu podlogu budu¢im istrazivanjima prebiotickih svojstava XOS za Cistu
kulturu B. animalis ssp. lactis BLC1.

U svrhu odredivanja prebioti¢kih svojstava pektinskih oligosaharida - oligogalakturonida
koristeni su hidrolizati pektina pulpe Secerne repe, ljuske crvenog luka i ljuske kakaovog zrna,
dobiveni nakon 24 h hidrolize endo-poligalakturonazom (za pektine CBH i OP), odnosno
enzimskim koktelom Viscozyme (za pektin SBP), u koncentraciji 100xE (v. poglavlje 3.2.6.2),
tj. za hidroliti¢ke produkte maksimalnih uvjeta enzimske hidrolize. Hidrolitickim produktima,
u ovom kontekstu, smatraju se svi odredeni produkti hidrolize pri navedenim uvjetima, odnosno
mono-, di-, tri- i tetragalakturonska kiselina. Slika 75 prikazuje relativnu brojnost bakterijskih
kolonija B. animalis ssp. lactis BLC1 poraslih uz dodatak definirane koncentracije hidrolitickih
produkata (hidrolizata) pektina pulpe Secerne repe, ljuske crvenog luka i ljuske kakaovog zrna,

u odnosu na kontrolni uzgoj (bez dodatka hidrolizata pektina).
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Slika 75. Relativna brojnost (% prezivljenja) bakterijskih kolonija B. animalis ssp. lactis
BLC1 na hidrolizatima pektina pulpe Sec¢erne repe (), ljuske crvenog luka (b) i ljuske
kakaovog zrna (c), pripremljenima u razli¢itim koncentracijama ukupnih hidrolitickih
produkata, u odnosu na kontrolni uzorak (K).

Kao i kod hidrolizata ksilana, vidljivo je da je porast bakterijskih kolonija u svim
eksperimentima s dodatkom hidrolizata pektina bio manji nego u kontrolnom uzgoju. $to
takoder ukazuje na potencijalno inhibiraju¢e djelovanje neke od komponenata prisutnih u
pektinskim hidrolizatima, kako je prethodno objasnjeno. S obzirom na puno ve¢u kompleksnost
izvornog supstrata (pektina) te relativno niza ostvarena iskoriStenja hidrolize u GA 1-4, velik
dio hidrolizata ostao je neidentificiran, a time se povecava neizvjesnost u smislu postojanja
inhibiraju¢e komponente ili vise njih. Kao i u slu¢aju hidrolizata ksilana, potrebna su daljnja
istrazivanja u svrhu potvrde utjecaja hidrolizata pektina na prebioticki u¢inak monokulture B.
animalis ssp. lactis BLC1.

Osim B. animalis ssp. lactis i druge bifidobakterije imaju sposobnost rasta na XOS kao izvoru
ugljika, medu kojima razli¢iti sojevi B. breve, B. adolescentis i B. bifidum (Petrova i Petrov,
2017). S obzirom da se bifidobakterije puno intenzivnije istraZzuju u ove svrhe, podaci za
laktobacile i dalje su limitirani te se navode samo 2 vrste (soja) koje mogu rasti na XOS: L.

brevis NCDC 01 i L. rossiae DSM 158147 (Petrova i Petrov, 2017).
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4.7.4 Karakteristike funkcionalnih dozirnih oblika pripremljenih s pektinskim
frakcijama iz pulpe Secéerne repe i ljuske crvenog luka

Pektinski izolati koriSteni u formiranju funkcionalih dozirnih oblika izdvojeni su iz pulpe
Secerne repe, primjenom ekstrakcije razrijedenom klorovodi¢nom kiselinom (HCI, pH 1,5, 90
°C, 2h) te ljuske crvenog luka, ekstrakcijom keliraju¢im sredstvom (EDTA, 100 mM) pri
optimalnim uvjetima (acetatni puffer pH 4,6, 90 °C, 2h, ponovljena ekstrakcija). Pektin pulpe
SeCerne repe koriSten je za dobivanje jestivog filma obogacenog ekstraktom ruzmarina,
metodom izlijevanja, dok je pektin ljuske crvenog luka koristen kao nosa¢ u inkapsulaciji
ekstrakta ruzmarina metodom ionskog geliranja.

Jestivi film moze se difinirati kao tanki zastitni sloj materijala koji se moze konzumirati, a koji
osigurava barijeru prema plinovima i vodenoj pari (Gali¢, 2009). Za razliku od tradicionalnih
pakirnih materijala, prednosti jestivih filmova su njihova sigurnost konzumacije, niski troskovi,
smanjena uporaba otpadnih ambalaznih materijala, Sto doprinosi zastiti okolisa, uz poboljSanje
senzorskih, mehanic¢kih i nutritivnin svojstava hrane te roka trajnosti, kao i pruzanje
odgovarajuce zastite pojedinatnim manjim porcijama hrane (Gali¢, 2009).

Proizvodnja jestivih filmova ukljucuje primjenu najmanje jedne komponente koja moze
formirati neprekidni kohezivni matriks, $to je karakteristika polimernih materijala, najc¢esce
hidrokoloida (polisaharidi i proteini), lipida (voskovi i masne kiseline) ili njihovih kombinacija,
tzv. kompozita (Guilbert i sur., 1996). Od ostalih materijala, u izradi jestivih filmova koriste se
plastifikatori, aditivi (prehrambene kakvocée) te funkcionalni aditivi (antioksidansi,
antimikrobne tvari, nutrijenti, nutraceutici, arome, boje) (Gali¢, 2009; Salgado i sur., 2015). U
novije vrijeme sve intenzivnije se istrazuje upravo primjena razli¢itih funkcionalnih dodataka,
sukladno tendencijama obogacivanja prehrambenih proizvoda sastojcima koji imaju potencijal
poboljsati zdravlje konzumenta. U tu svrhu se za obogacivanje filmova najviSe koriste razli¢iti
polifenolni ekstrakti, zbog izrazenih antioksidacijskih 1/ili antimikrobnih svojstva, Sto takoder
doprinosi o¢uvanju samih filmova, tj. komponenata hrane koje film okruzuje (primjerice od
enzimske oksidacije, oksidacije kisikom, mikrobioloske kontaminacije) (Salgado i sur., 2015;
Karaca i sur., 2019).

Inkapsulacija je tehnika “pakiranja” krutina i kapljevina (tekuéina i plinova) u zatverene
kapsule vrlo malih dimenzija, koje mogu otpustiti svoj sadrzaj kontroliranom brzinom u
odredenim uvjetima (Desai i Park, 2005). Glavna svrha inkapsulacije je zastita inkapsuliranog
sadrzaja (tvari) od negativnih okolisnih utjecaja, a u prehrambene svrhe se, osim navedenog,
inkapsulacija koristi i za (i) smanjenje evaporacije ili prijenosa inkapsuliranog sadrzaja u

okolinu, (ii) promjene fizikalnih karakteristika izvornog materijala te lakSe upravljanje istim,
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(i) postizanje specifi¢nog otpustanja inkapsuliranog sadrzaja tijekom duljeg vremena ili s
vremenskim odmakom, (iv) maskiranje nezeljenih okusa ili arome inkapsuliranog sadrzaja, (V)
razrjedivanje istoga kada je pozeljna dostupnost u niskoj koncentraciji, uz homogenu
distribuciju te (vi) razdvajanje komponenata smjese koje bi medusobno lako reagirale (Desai i
Park, 2005). Inkapsulacijom, ovisno o parametrima pripreme, mogu se proizvesti Cestice
raspona veli¢ine od submikronskih do milimetarskih dimenzija te razlic¢itih morfoloskih
karakteristika. Inkapsulacija se moze posti¢i primjenom razli¢itih tehnika, kao §to su suSenje
rasprSivanjem, hladenje rasprSivanjem, ekstruzija, koacervacija, liofilizacija, kokristalizacija,
inkluzijska kompleksacija, pomoc¢u liposoma, emulzija i sl. (Fang i Bhandari, 2010), a kao
nosaci koriste se razliciti hidrogel-biopolimeri, naj¢esc¢e polisaharidi i proteini. Metoda ionskog
geliranja jedna je od najcesce koristenih inkapsulacijskih tehnika te ukljucuje ekstruziju
(istiskivanje) otopine nosac¢a (polimera), u kojoj se aktivni spoj nalazi otopljen ili dispergiran,
kroz uzak otvor, u sredstvo za rasprSivanje faza (geliraju¢i medij) u kojem formirane kapljice
otopine nosaca i aktivnog sastojka prelaze u sfericne Cestice gela (Poncelet, 2006).

Zbog osjetljivosti polifenolnih spojeva na uvjete proizvodnje i Cuvanja razli¢itih funkcionalnih
proizvoda koji ih sadrze, kao 1 uvjete u probavnom sustavu nakon konzumacije, inkapsulacija
se danas intenzivno istrazuje kao mehanizam za ocuvanje funkcionalnosti, odnosno postizanje
relativno visokih potrebnih koncentracija bioaktivnih spojeva in vivo (Fang i Bhandari, 2010).
Pektin je prirodni polimer, siguran za konzumaciju, koji lako formira gel-strukturu razli¢itim
mehanizmima (intramolekulskim neionskim i ionskim interakcijama), pri definiranim uvjetima,
te je pogodan za koriStenje kao nosac ili komponenta kompozita nosaca dozirnih oblika
bioaktivnih spojeva kao §to su jestivi filmovi 1 inkapsulati.

Tablica 47 prikazuje karakteristike dobivenih dozirnih oblika jestivog filma i Cestica
pripremljenih u ekstraktu ruzmarina. Jestivi film izraden s visokoesterificiranim pektinom
pulpe Secerne repe pokazao je zadovoljavajuéa mehanicka, teksturalna i senzorska svojstva
(podaci nisu prikazani). Profil otpustanja bioaktivnih spojeva tijekom 2 h inkubacije u
simuliranoj gastricnoj otopini (SGF) pri 37 °C, evaluiran praéenjem ukupnih polifenola,
ukupnih hidroksicimetnih Kiselina i antioksidacijskog kapaciteta ABTS metodom, pokazao je
relativno slabo zadrzavanje bioaktivnih sastojaka u pektinskom matriksu, buduéi da je nakon
10 min postignuto potpuno otpustanje bioaktivnih komponenata iz obogacenog jestivog film u
teku¢i medij SGF-a. Ovi rezultati upuéuju na postojanje slabih interakcija bioaktivnih molekula

i molekula polisaharida.
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Tablica 47. Primjena frakcija pektina pulpe Se¢erne repe i ljuske crvenog luka te ekstrakta
ruzmarina u formiranju funkcionalnih dozirnih oblika - obogacenog jestivog filma te
Cestica inkapsuliranog ekstrakta.

Jestivi film s pektinom pulpe Secerne repe,
pripremljen metodom izlijevanja u kalup,
obogacen ekstraktom ruZmarina

/ .

/

Cestica pripremljena metodom ionskog geliranja
pektina ljuske crvenog luka u ektraktu ruZzmarina

il

\—,
Karakteristike pektina
% GalUA DE (%) % GalUA % DE
SBP_P 56,64 81,34 OP_P 52,89 22,3

Profil otpustanja bioaktivnih spojeva praé¢en promjenom ukupnih polifenola (UP), ukupnih
hidroksicimetnih kiselina (HCK) i antioksidacijskog kapaciteta ABTS metodom (ABTS) tijekom 2 hu
simuliranoj gastri¢noj otopini (SGF)
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Cestice pripremljene metodom ionskog geliranja, uz niskoesterificirani pektin ljuske crvenog
luka kao nosa¢, bile su pravilnog sferi¢nog oblika i mekane teksture, a profil otpustanja
bioaktivnih spojeva pokazao je slabo zadrzavanje istih u matriksu nosaca buduci da je vec
nakon 5 min primije¢eno gotovo potpuno otpustanje u teku¢i medij SGF-a. Kao i za jestivi film,
ovi rezultati upucuju na postojanje slabih interakcija bioaktivnih komponenata i polisaharida,
kao i na veliku poroznost trodimenzionalne mreZe nosaca.

Ovdje navedeni rezultati pokazuju moguénost i potencijal primjene frakcija pektina iz razli¢itih
sekundarnih biljnih sirovina u pripremi funkcionalnih dozirnih oblika te ukazuju na postojanje
mnostva parametara koji mogu utjecati na konacan ishod. U tom kontekstu, vazno je obratiti
pozornost na karakteristike samih pektinskih izolata, koji ovise o nativnom obliku u stani¢noj
stijenci pojedine sirovine te nacinu izdvajanja, buduci da je za pripremu filma prikladniji bio

visokoesterificirani pektin, kakav je izdvojen iz pulpe Secerne repe, dok za pripremu Cestica
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niskoesterificirani pektin, kakav je izdvojen iz ljuske crvenog luka. Naime, Cestice pripremljene
pektinom pulpe Secerne repe te jestivi film pripremljen pektinom ljuske crvenog luka nisu
pokazivali odgovarajuca fizikalno-mehanicka svojstva navedenih dozirnih oblika te se dalje
nisu razmatrali u kontekstu odredivanja bioaktivnih parametara, a, sukladno tome, rezultati nisu
prikazani. Razli¢itim metodama se karakteristike ovih pektina, poput stupnja esterifikacije ili
udjela galakturonske kiseline, mogu izmijeniti kako bi se ostvarile strukture Zeljenih
(pogodnijih) svojstava za odgovarajuce nacine pripreme i konac¢na svojstva dozirnih oblika.
Takoder, pektin se moze kombinirati s drugim biopolimerima u razli¢itim omjerima u svrhu
kreiranja kompozirnih nosa¢a poboljSanih svojstva.

Zbog opseznosti ovakvih istrazivanja, u kontekstu ovog rada nije bilo mogucnosti nastaviti
zapocete eksperimente, medutim, dobiveni rezultati 1 spoznaje kroz ukupan rad na ovoj

disertaciji posluzit ¢e kao izvrsna podloga u budu¢im istrazivanjima.
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5. ZAKLJUCCI

Na temelju rezultata provedenog istrazivanja izvedeni su sljedeci zakljucci:

1. U sastavu svih sekundarnih biljnih sirovina dominira ugljikohidratna frakcija, ¢iji udjel
i sastav ovise o vrsti sirovine. SBP je sadrzavala najviSe ukupnih strukturnih
polisaharida (66,6 % s.tv.) i najve¢i udjel topljivih polisaharida (25,3 % s.tv.); WS je
sadrzavala 58,0 % s.tv. ukupnih polisaharida, gotovo u cijelosti netopljivih; udjel
ukupnih polisaharida u CBH iznosio je 44,0 %, sa znacajnim udjelom topljivih
polisaharida (14,8 % s.tv.); ukupni polisaharidi u OP bili su zastupljeni s 55,6 % s.tv.,
pretezno u netopljivom obliku; PP je sadrzavala najmanji udjel ukupnih polisaharida
(42,3 % s.tv.), gotovo u potpunosti netopljivih. Osim stukturnih polisaharida, WS i CBH
sadrzavale su i znacajan udjel lignina (35,5 % s.tv. u WS i 26,3 % s.tv. u CBH).

2. Analizirane sekundarne biljne sirovine, izuzev PP, pokazale su se kao bogati izvori
polifenola, a CBH i metilksantina. U SBP odreden je znacajan udjel ferulinske kiseline
(0,68 % s.tv.), u WS elaginske kiseline (0,06 % s.tv.), u CBH galne kiseline (0,04 %
s.tv.), u OP kvercetina i njegovih derivata (0,87 % s.tv.) te protokatehinske kiseline
(0,38 % s.tv.). U CBH odredeni su udjeli metilksantina teobromina (0,7 % s.tv.) i
kafeina (0,08 % s.tv.).

Za ekstrakciju navedenih spojeva do iscrpljenja potrebno je provesti viSestruke
ekstrakcije otopinama visokog udjela etanola te ekstrakciju luznatim otapalom u slucaju
vezanih fenolnih kiselina.

3. U svrhu odredivanja monomernog sastava polisaharida, razvijena je metoda tekucinske
kromatografije visoke ucinkovitosti (HPLC-PDA) s prethodnom derivatizacijom 3-
metil-1-fenil-2-pirazolin-5-on reagensom (PMP) te se ista pokazala prioritetnom u
odnosu na druge koristene metode (HPTLC, GC-FID + MHDP). Metoda je prikladna
za kvalitativnu i kvantitativnu istovremenu analizu neutralnih Secera (glukoze, manoze,
galaktoze, arabinoze, ksiloze, ramnoze, fukoze) i uronskih Kiselina (glukuronske i
galakturonske kiseline) uzoraka koji ne sadrze ribozu. Metoda je pokazala
zadovoljavajuce znacajke prema svim validiranim parametrima.

4. Prema rezultatima analize monomernog sastava primjenom razvijene PMP-HPLC-PDA
metode, sekundarne biljne sirovine podijeljene su na sirovine bogate pektinom (SBP,
CBH, OP), sukladno visokim udjelima ukupne galakturonske Kiseline - galakturonana
(SBP - 15,3 % s.tv., CBH - 8,0 % s.tv., OP - 19,7 % s.tv.) i ukupne arabinoze - arabinana
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(SBP - 17,8 % s.tv.) te sirovine bogate ksilanom (WS i PP), sukladno visokim udjelima
ukupne ksiloze - ksilana (WS - 22,0 % s.tv., PP - 12,9 % s.tv.).

5. S obzirom na relativno niska iskoristenja galakturonana, arabinana i ksilana u
pektinskim (P) i hemiceluloznim (H) frakcijama, ostvarena inicijalnim postupkom
frakcioniranja polisaharida (SBP - 42,0 % galakturonana i 2,4 % arabinana u P frakciji,
uz stvarni gubitak istih od 47,8 % i 95,2 %; CBH - 38,9 % galakturonana u P frakciji,
uz stvarni gubitak od 48,1 %; OP - 4,0 %, galakturonana u P frakciji, uz stvarni gubitak
0d 51,8 %; WS - 43,5 % ksilana u ukupnoj H frakciji, uz stvarni gubitak od 51,2 % i PP
- 57,4 % u ukupnoj H frakciji, uz stvarni gubitak od 28,2 %), provedena je optimizacija
ekstrakcije pektina (galakturonana (iz SBP, CBH i OP) i arabinana (iz SBP)) te
hemiceluloze (ksilana iz WS i PP).

6. Ekstraktibilnost ksilana (iz WS i PP) u luznatom otapalu znacajno je poboljSana
primjenom delignifikacije te je moguce postici iskoristenje ukupne ksiloze u sirovini, u
ukupnoj hemiceluloznoj frakciji, u rasponu 69,0-97,6 %, za razliku od 24,1-30,5 %
koliko se postize ako se alkalna ekstrakcija provodi bez prethodne delignifikacije.
Stvarni gubici ksilana smanjeni su dodatkom reducensa (natrijeva borohidrida) u
alkalnoj ekstrakciji.

7. Optimalni uvjeti izdvajanja ksilana iz ljuske oraha (WS) i mahune graska (PP) su:

a) WS - delignifikacija tijekom 2 h uz primjenu ukupno 1,2 g/guzorka Natrijeva klorita
i 1,2 mL/guzorka OCtene kiseline te alkalna ekstrakcija 4 M otopinom kalijeva
hidroksida, uz dodatak 20 mM natrijeva borohidrida, tijekom 4 h.
Postignuto iskoristenje iznosilo je 80,2 % pocetnog udjela ksilana u WS (maseni
omijer netopljivog i topljivog ksilana iznosio je 40:60).
b) PP - delignifikacija tijekom 1 h uz primjenu ukupno 0,6 g/guzorka Natrijeva klorita
i 0,6 mL/guzorka OCtene kiseline te alkalna ekstrakcija 2 M otopinom kalijeva
hidroksida, uz dodatak 20 mM natrijeva borohidrida, tijekom 4 h.
Postignuto iskoristenje ksilana iznosilo je najvise 93,9 % pocetnog udjela ksilana
u PP (omijer netopljivog i topljivog ksilnana iznosio je 89:11).
Ksilan iz WS i PP izdvojen je u dvije podfrakcije - topljivoj i netopljivoj, koje
dominantno ¢ini (arabino)glukuronoksilan.

8. Optimizacija izdvajanja pektina iz SBP, CBH i OP primjenom ultrazvuka visokog

intenziteta nije rezultirala povecanjem iskoriStenja galakturonana i arabinana u P

frakciji, u odnosu na inicijalni postupak izdvajanja.
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Primjena kelirajuéeg sredstva, amonijeva oksalata, u optimizaciji ekstrakcije pektina iz
SBP, rezultirala je smanjenim iskoriStenjem galakturonana (23,3 % ukupnog
galakturonana u SBP), u odnosu na inicijalni postupak izdvajanja.

Primjena kelirajuceg sredstva, etilendiaminotetraoctene kiseline (EDTA), znacajno je
povecala iskoristenje galakturonana u P frakciji ljuske crvenog luka.

9. Optimizacija izdvajanja arabinana iz SBP pokazala je prisutnost istoga u slobodnom
(nevezanom) obliku te vezanog na ramnogalakturonan | blok-kopolimerne regije
pektina, kao i razliitu povezanost istoga putem diferulinskin mostova s drugim
strukturama u stani¢noj stijenci. Kao dio slobodne podfrakcije, izdvojen je oligomerni
(1li nizi polimerni) arabinan u udjelu 5,6 % s.tv. SBP (21,5 % ukupnog arabinana u
SBP).

10. Optimalni uvjeti izdvajanja pektina iz pulpe Seéerne repe (SBP), ljuske kakaovog zrna
(CBH) i ljuske crvenog luka (OP) su:

a) SBP - ekstrakcija vru¢om razrijedenom klorovodi¢nom kiselinom (pH 1,5, 1:25
w/v) pri 90 °C i tijekom 2 h.

Postignuto iskoriStenje galakturonana iznosilo je 42 % pocetnog udjela
galakturonana u SBP.

Ekstrakciju u svrhu najviseg iskoriStenja arabinana potrebno je provoditi u
luznatim medijima, neovisno 0 postizanju visokog iskoristenja galakturonana
buduc¢i da potrebna niska pH vrijednost otapala (pH < 2) u tu svrhu gotovo
potpuno hidrolizira arabinan.

b) CBH - ekstrakcija vru¢om razrijedenom klorovodi¢nom kiselinom (pH 1,5, 1:25
wi/v) pri 90 °C tijekom 2 h.

Postignuto iskoristenje galakturonana iznosilo je 38,9 % pocetnog udjela
galakturonana u CBH.

c) OP - ekstrakcija u 50 mM acetatnom puferu pH 4,6, uz dodatak 100 mM EDTA,
pri 90 °C itijekom 2 h. (ekstrakcija kako je navedeno provodi se ukupno 2 puta).
Postignuto iskoriStenje galakturonana iznosilo je 51,7 % pocetnog udjela
galakturonana u OP.

11. Enzimska hidroliza topljivih i netopljivih ksilana WS i PP komercijalnim enzimom
endo-B-(1,4)-ksilanazom pokazala je visoku razgradivost supstrata te sliénu dinamiku
hidrolize i profil XOS. Nesto nize vrijednosti konverzije topljivih ksilana u skladu su sa
smanjenom dostupnosc¢u supstrata uslijed povecane supstitucije i prisutnosti vezanog

lignina. NajviSe vrijednosti konverzije postignute su primijenjenom koncentracijom
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12.

13.

enzima od 13 U/mg ukupnog ksilana u uzorku, tijekom 24 h (97,4 % i 71,4 % za
netopljivi i topljvi ksilan WS te 84,4 % i 75,3 % za netopljivi i topljvi ksilan PP),
rezultiraju¢i ksilozom 1 ksilobiozom u omjeru 30:70, $to se moZe smatrati konacnim
produktima hidrolize navedenim enzimom, a navedeni parametri uvjetima maksimalne
hidrolize.

S obzirom na potencijalne prebioticke uc¢inke, uspjesnost hidrolize promatrana je kroz
postizanje najviSih prinosa ksilobioze (X2), ksilotrioze (X3) i ksilotetraoze (X4).
Uzimajuéi u obzir iskoristivost ukupnog ksilana iz WS, primjenom uvjeta maksimalne
hidrolize (13 U/mg ukupnog ksilana u uzorku, 24 h) ostvaruje se najvisi prinos X2, koji
iznosi 52,6 % pocetnog udjela ksilana u WS. Za najvisi prinos X3, uvjeti hidrolize
prodrazumijevaju primjenu 100 puta nize koncentracije enzima (0,13 U/mg ukupnog
ksilana u uzorku), takoder tijekom 24 h, a prinos X3 iznosio je 20,4 % pocetnog udjela
ksilana u WS (istovremeno se u hidrolizatu nalazi i jednak udjel X2). Za najvisu
iskoristivost netopljivog ksilana iz PP u X2, X3 i X4 vrijede jednaki hidroliti¢ki uvjeti
kao i kod WS, a pritom najvisi prinos X2 iznosio je 50,7 % pocetnog udjela ksilana u
PP, a najvisi prinos X3 15,1 % pocetnog udjela ksilana u PP (uz ekvivalentan udjel X2
u hidrolizatu). Znacajnije iskoriStenje ksilana u obliku X4 veze se uz kratko vrijeme
hidrolize te opcenito nizak stupanj konverzije ksilana i stoga se jedino X2 i X3 mogu
smatrati relevantnim XOS produktima hidrolize endo-ksilanazom.

Hidroliza pektina (homogalakturonana) SBP, CBH i OP pomo¢u komercijalnog enzima
endo-poligalakturonaze M2 znafajno je ovisila o zastupljenosti esterski vezanih
metilnih i acetilnih skupina te se koristeni enzim moze smatrati nisko tolerantnim na
prisutnost istih. U slu¢aju CBH, najvisi prinos oligomera galakturonske kiseline (di-,
tri- i tertra-) iznosio je tek 4,2-5,0 % pocetnog udjela galakturonana (ostvareno nakon
najmanje 6 h hidrolize koncentracijama enzima 0,87 i 8,7 U/mg ukupnog galakturonana
u uzorku ili 10 min hidrolize koncentracijom enzima 87 U/mg ukupnog galakturonana
u uzorku). Za OP, prinos oligomera galakturonske kiseline najvie je iznosio 31,8 %
pocetnog udjela galakturonana u OP (za hidrolizu koncentracijom enzima 87 U/mg
ukupnog galakturonana u uzorku, tijekom 24 h), od cega se 60 % odnosilo na
digalakturonsku Kiselinu. Najvisi prinos trigalakturonske Kkiseline ostvaren je
hidrolizom koncentracijom enzima 8,7 U/mg ukupnog galakturonana u uzorku, tijegkom
najvise 1 h, te je iznosio 17,9 % pocetnog udjela galaturonana u OP (ukupno iskoristenje
galakturonana u oligomere (di-, tri-, tetramer) iznosilo je 28,1 % pocetnog udjela

galaturonana u OP). Iskoristivost supstrata u smislu nastajanja znacajnog udjela
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14.

15.

16.

tetraglakturonske kiseline nije bilo moguce posti¢i. Pektin SBP nije bio razgradiv
primijenjenom endo-poligalakturonazom.

Primjenom enzimskog koktela Viscozyme znacajno je povecana konverzija pektina
SBP u oligogalakturonide (priblizno 50-75 % galakturonana u pektinskoj frakciji,
odnosno 21-37,5 % galakturonana u sirovini), primarno galakturonsku kiselinu i
tetragalakturonsku Kiselinu. Pri najvi$im postignutim konverzijama galakturonana,
udjel tetragalakturonske Kkiseline iznosio je 30-40 % relativnog udjela
oligogalakturonida, odnosno prinos istoga iznosio je 9,5-12,6 % pocetnog udjela
galakturonana u SBP.

Odabir najpovoljnijih uvjeta parcijalne hidrolize ovisi ne samo 0 najvi$oj postignutoj
konverziji galakturonana ili ksilana, ve¢ 1 o potvrdenim prebiotickim svojstvima
pojedinih oligomera te mogucéim sinergistickim u¢incima, a takoder i o ekonomicnosti
postupka.

Istrazivane sekundarne biljne sirovine pokazale su se kao vrijedni izvori potencijalno
funkcionalnih sastojaka - novih prebiotickih kandidata, ksilooligosaharida i
oligogalakturonida, te polifenola, u Cijem postupku izdvajanja zaostaju dodatne
iskoristive komponente - otopljeni lignin te prociS¢ena celuloza, §to otvara nove

mogucnosti potpune biorafinerije ovih materijala.
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