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1. UuvOoD

Naranca (slatka naran&a, Citrus sinensis) je suptropska biljka porodice Rutaceae te jedna od
najzastupljenijih i najéesSc¢e uzgajanih kultura iz skupine agruma, odnosno citrusa. Iznimno je
bogata vitaminima, posebice vitaminom C, mineralima te fitokemikalijama, kao Sto su
karotenoidi i flavonoidi koje odlikuju snazna antioksidativha svojstva (Tutem i sur., 2020).
Plodovi narance su prepoznatljivi po obliku te sjajnoj narancastoj ili Zuto crvenkastoj kozici
ugodna mirisa. Kozica prekriva bijelu spuzvastu koru, koja $titi soéno meso ploda podijeljeno
u kriSke, koje mogu i ne moraju sadrzavati sjemenke. Osim $to se konzumiraju svjeze, €esto
se obraduju sa svrhom proizvodnje sokova, koncentrata sokova narance ili dzemova i
marmelada. Prilikom obrade narana zaostaje velika koli€ina nusproizvoda, odnosno
biootpada, koji €ine uglavhom sjemenke i kora. Kora narance je izrazito aromati¢na i bogata
eteri¢nim uljima, fenolnim spojevima, vlaknima, proteinima te polimerima poput hemiceluloze,
celuloze, lignina i pektina (Tiwarii sur., 2017). |1z tog razloga, kora narance se koristi kao vazna
sirovina u prehrambenom i neprehrambenom sektoru, ¢ime se ujedno i pridonosi smanjenju
koliine nastalog otpada.

Pektin je polisaharid prirodno zastupljen u stani¢nim stijenkama biljnih stanica, posebice u
viSim bilkkama, kao $to su voce i povrée. Osnovna Secerna komponenta pektina je D-
galakturonska kiselina. FAO/WHO odbor (FAO/WHO, 2016) za prehrambene aditive,
odobrava sigurnu konzumaciju pektina kao dodatka prehrani, a uz prehrambenu industriju,
primjenu je nasao i u farmaceutskoj, kozmeti¢koj i biotehnoloskoj industriji. U komercijalne
svrhe, pektin se prvenstveno ekstrahira iz komine jabuka, dok je danas sve viSe zastupljena
upravo proizvodnja pektina iz kore citrusa. Konvencionalno se ekstrakcija pektina vrsi
anorganskim kiselinama, medutim, pokazalo se da one imaju negativan utjecaj ne samo na
okoli§, ve¢ i na samu kvalitetu kona¢nog proizvoda i time posljediéno na zdravlje (Ifiguez-
Moreno i sur., 2024). U danasnje vrieme sve se viSe tezi odrzivoj proizvodniji u skladu s
nacelima zelene kemije, stoga se kao alternativa u proizvodnji pektina pocinju koristiti
organske kiseline.

Osnovni cilj ovog istrazivanja bio je provesti ekstrakciju pektina organskim kiselinama, kao
ekoloski prihvatljivijoj metodi ekstrakcije, te utvrditi utjecaj odabranih kiselina na osnovne

parametre pri karakterizaciji pektina koriStenjem nekih od analitickih metoda.



2. TEORIJSKI DIO

2.1. STRUKTURA PEKTINA

Strukturno gledajucéi, pektini su najsloZeniji polisaharidi prisutni u stani¢noj stijenci biljne
stanice. Radi se o skupini polisaharida, Cija je osnovna Seéerna komponenta D-galakturonska
kiselina, koja Cini gotovo 70 % molekule pektina. Jedinice galakturonske kiseline su povezane
a-1,4-glikozidnim kovalentnim vezama, te &ine tzv. kostur molekule pektina (Mohnen, 2008)
(slika 1).
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Slika 1. Jedinice galakturonske kiseline unutar molekule pektina povezane a-1,4-glikozidnim
vezama (Flutto, 2003)

U pektinske polisaharide ubrajamo homogalakturonan (HG) i ramnogalakturonan | (RGI) te
supstituirane galakturonane, ramnogalakturonan Il (RG-Il) i ksilogalakturonan (XGA) (slika 2).
Homogalakturonan (HG) je homopolimer galakturonske kiseline, koja moze biti djelomi¢no
metil ili acetil esterificirana na C-6, odnosno O-2 i/ili O-3 polozaju, pri ¢emu stupan;j
esterifikacije utjeCe ne samo na funkcionalna svojstva pektina, ve¢ i na njegovu daljnju
upotrebu. Ramnogalakturonan Il se smatra jednim od strukturno najkompleksnijih pektinskih
polisaharida. Sastoji se od HG okosnice koju Cini nekoliko a-1,4-povezanih galakturonskih
ostataka supstituiranih bo¢nim lancima, koji se sastoje od 12 razli€itih vrsta Seéera, vezanih
preko 20 razli¢itih veza. Ksilogalakturonan je, kao §to i samo ime govori, na O-3 polozaju
supstituiran ksilozom, a zajedno s RG-Il pripada skupini supstituiranih galakturonana.
(Mohnen, 2008.) S druge strane, ramnogalakturoanan | (RG-I) je jedini pektinski polisaharid
koji ne sadrzi linearni lanac galakturonskih kiselina, ve¢ razgranat lanac s a-1,2-povezanim
ostacima ramnoze. U razgranatom bloku molekule, na ramnozu su na polozaju O-4, rijetko i
0-3, glikozidnom vezom pri€vrSceni arabinanski i/ili galaktanski lanci u razli€itim
kombinacijama (Abbott i sur., 2014).

Rodriguez Robledo i Castro Vazquez (2020) navode kako je u citrusnim pektinima prisutan
linearni lanac 1,4-povezane [(-D-galaktoze, koji sadrzi do 25 % ostataka a-L-arabinoze

povezanih u kratkim boc¢nim lancima na O-4 polozaju ramnozilnih ostataka. Od neutralnih



Seéera u jabuénom pektinu, ¢este su D-glukoza, L-ramnoza i D-ksiloza, dok su u drugim
voénim pektinima pojavljuju i male koliCine manoze i riboze (Rolin, 1993).

Contesini i suradnici (2014) navode da se pektin moze smatrati jednim od najsloZenijih
ugljikohidrata pronadenih u prirodi, upravo zbog raznolikosti u stereokemiji glikozidnih veza
koje stabiliziraju strukturu molekule te raznih pobo¢€nih lanaca neutralnih Sec¢era koji se javljaju
u blokovima uz osnovne lance galakturonskih kiselina. Uz to, kao $to je i opisano, molekula
se sastoji od velikog broja razli€itih monosaharida, koji su medusobno povezani preko
dvadeset razli€itih veza te se mogu kemijski modificirati eterskim ili esterskim skupinama.
Strukturna raznolikost pektina je €esta izmedu razli€itih vrsta pektina, ali moze dodi i do razlike
u strukturama pektina dobivenih iz istih izvora (Fraeye i sur., 2010). Takoder, nakon ekstrakcije
je moguce kemijskim ili enzimskim putem modificirati strukturna svojstva pektina ovisno o

njegovoj daljoj primjeni.
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Slika 2. Shematski prikaz strukture pektina (Varki i sur., 2022)

2.2. IZVORI PEKTINA

2.2.1. Konvencionalni izvori

Pektini se kao skupina biljnih polisaharida prirodno nalaze u razli¢itom vocéu i povréu. Danas
se gotovo 85 % komercijalnih pektina proizvede ekstrakcijom iz kore citrusa i 14 % iz komine
jabuke, kao nusproizvoda prehrambene industrije, dok se 1 % proizvodi iz pulpe Seéerne repe,
koja zaostaje u industriji Se¢era (Pagliaro i sur., 2016) (slika 3). Sto se ti¢e agruma, procjenjuje
se da koli¢ina pektina iznosi 13,4 - 29,1 % suhe tvari, a kod jabu¢nog pektina 4,2 - 19 %.
Citrusni pektin je svjetlosmede boje, gotovo bijele, dok su jabuéni pektini tamniji. Svjetlija boja

citrusnog pektina je pogodnija za dzemove i marmelade, medutim neki proizvodi zahtijevaju



koriStenje tamnijeg jabucnog pektina. Dakle, ove dvije sirovine zapravo proizvode nesto
drugadije pektine, a koji ¢emo primijeniti ovisi o Zelienom kona¢nom proizvodu. Jabuéni pektin
proizvodi tezi, viskozniji gel, prikladan za nadjeve i punjenja u pekarstvu.

S druge strane, pektin Secerne repe pokazuje manja svojstva Zeliranja, stoga je prema
primjeni inferioran u odnosu na pektin citrusa ili jabuke. Razlog tomu je njegova relativno niska
molekulska masa, visok sadrzaj acetilnih skupina i vece koli€ine neutralnih Se¢era vezanih u
bo¢nim lancima. Medutim, pektin SeCerne repe se pokazao kao puno bolji emulgator od
pektina ekstrahiranog iz citrusa ili jabuke, upravo zbog toga $to se na arabinanskim boc¢nim
lancima ramnogalakturonana | (RG-l) nalaze ostaci ferulinske kiseline koji omogucuju
stvaranje kovalentno umrezenih hidrogelova povecéavajuéi njegov industrijski potencijal. Uz to,
Secerna repa se smatra dobrim izvorom komercijalnog pektina zbog svoje dostupnosti tijekom

cijele godine (Rodriguez Robledo i Castro Vazquez, 2020).
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Slika 3. Glavni izvori komercijalnog pektina (Morris i Binhamad, 2020)

2.2.2. Nekonvencionalni izvori

Nekonvencionalnim izvorima pektina smatra se svo drugo voce i povrée, osim citrusa, jabuka
i SeCerne repe, kao i ostaci hrane te neke druge biljne vrste, koje sadrze razliCite udjele
pektina, raznih fizikalno kemijskih svojstva. Od tropskog voéa, pektin sadrze guava, banana,
papaja, mango, marakuja (Hodgson i Kerr, 1991). Kora banane ¢ini oko 1/4 ukupne tezine
voca i sadrzi malu koliCinu pektina topljivog u vodi koji sluzi za zeliranje, zguSnjavanije ili

stabilizaciju. Kao primjer bobicastog voc¢a koje sadrzi pektin Alba i suradnici (2018) navode



crni ribiz, a od vocénih vrsta jo$ se istiCu i dinja (Denman i Morris, 2015) i lubenica. Banerjee i
suradnici (2017) su dokazali da mokra kora lubenice sadrzi 19 - 21 % (w/w) pektina niske
molarne mase i visokog stupnja metil esterifikacije, $to ukazuje da se moze koristiti kao dobar
emulgator, stabilizator i zgu$njivac.

Pektin je takoder zastuplien u malim koli¢inama u mrkvi (Houben i sur., 2011), bundevi
(Lalnunthari i sur., 2019), rajcici (Ninevi¢ Grassino i sur., 2016), poriluku, celeru i zelenim
mahunama (Christiaens i sur., 2015). Ostaci rajCice, nastali prilikom prerade rajcica u
prehrambenoj industriji, uklju€uju velike koli¢ine komine rajcice i kore rajcice koje sadrze 7,55
- 22,6 % suhe tvari pektina (Del Valle, 2006).

Pektini koji se ekstrahiraju iz tzv. nekonvencionalnih izvora sadrze velike koli¢ine neutralnih
Secera, poput arabinoze, galaktoze i ramnoze, Sto rezultira time da je udio galakturonske
kiseline prenizak. Prema medunarodnim standardima (FAO/WHO, 2016) i direktivi Europske
unije (EU regulation No 231/2012) najmanje 65 % pektinske supstance mora biti
galakturonska kiselina kako bi se pektin klasificirao kao komercijalni pektin.

Naravno, pektin se moze ekstrahirati iz jo§ brojnih drugih biljnih vrsta, no ovdje su izdvojene
samo neke od mogucih i ¢esce koridtenih sirovina. Takoder, vazno je napomenuti da se pod
pojmom izvor pektina uglavnom misli na otpadnu biomasu dobivenu preradom odredenih vrsta

voca i povréa.

2.3. EKSTRAKCIJA PEKTINA PRIMJENOM KISELINA

Pektin se uglavhom dobiva ekstrakcijom kore, odnosno komine vocéa i povrca. Prikupliene
sirovine se prethodno obraduju s ciliem uklanjanja odredenih stranih Cestica i interferenata,
kako bi se mogle skladistiti na duze vrijeme. Prethodna obrada uklju€uje uklanjanje Secera,
ulja i kiselina, zatim deaktivaciju enzima poput metilesteraze koja se nalazi u kori citrusa,
depolimerizaciju, suSenje ako je potrebno, i usitnjavanje. Susenije je vrlo vazan korak tretiranja
mokrih sirovina koje ne namjeravamo odmah iskoristiti jer se time sprije€ava moguc¢nost njene
kontaminacije i degradacije.

Ekstrakcija se pokazala jednim od osnovnih koraka u samoj proizvodnji pektina, stoga je vrlo
vazno raditi u kontroliranim uvjetima s obzirom na temperaturu, pH i samo vrijeme provodenja
ekstrakcije. Jedna od konvencionalnih metoda ekstrakcije je refluksiranje (Mari¢ i sur., 2018),
gdje se materijal ekstrahira primjenom visokih temperatura i kiselina. Medutim, problem je Sto
se radi o vrlo dugotrajnom procesu tijekom kojeg moze do¢i i do razgradnje pektina. S druge
pak strane, ovom ekstrakcijskom tehnikom dobivaju se prilicno visoki prinosi pektina s
znacajnim udjelom galakturonske kiseline (Morris i Binhamad, 2020). Uglavnom se ekstrakcija

provodi u rasponu temperatura od 70 do 90 °C, pri vrlo niskom pH (1,5 - 3), a moze trajati i do



10 sati, ovisno o pocCetnoj sirovini i Zelienom proizvodu (Safiudo Barajas i sur., 2014). Materijal
se refluksira nekoliko sati, uz mijeSanje s kiselinama razli€itih koncentracija. Kiseline djeluju
na netopljivi protopektin dajuéi potreban pektin, no visoka kiselost moze imati negativan
utjecaj na odredena pozeljna fizikalna svojstva pektina. Pokazalo se da ¢e prinos pektina biti
to veéi Sto je nizi pH, odnosno kiselije sredstvo za ekstrakciju. Konvencionalne metode
ekstrakcije pektina ukljuCuju upotrebu kiselina i/ili keliraju¢ih agenasa. Uobicajena je upotreba
anorganskih kiselina, poput klorovodi¢ne, dusi¢ne, fosforne i sumporne. Od organskih kiselina
za izolaciju pektina se dosada najviSe koristila limunska kiselina, ali je ekstrakcija moguéa i
azelaicnom, oksalnom, mlije€nom i vinskom kiselinom (Banerjee i sur., 2016). Limunska
kiselina ujedno djeluje i kao keliraju¢i agens, $to ju takoder istiCe u odnosu na ostale kiseline.
To je dokazano i istrazivanjem Yanga i suradnika (2018), gdje je najviSi prinos pektina
ostvaren upravo upotrebom limunske kiseline, iako su koriStene jo$ i dusi¢na, klorovodic¢na,
sumporna, i azelai¢na kiselina. Koju ¢emo kiselinu izabrati, uglavhom ovisi o dostupnosti
kiselina, daljnjoj obradi, Zeljenim karakteristikama i primjeni kona¢nog proizvoda. Takoder,
pektin se moze ekstrahirati i u bazi¢nim uvjetima, ali to rezultira niskim prinosima pektina
(Roman-Benn i sur., 2023).

Nakon ekstrakcije, pektin se odvaja od ostatka komine ili kore filtracijom ili centrifugiranjem.
Zatim se izolira iz proCiS¢enog ekstrakta talozenjem alkoholima ili solima. Nakon uklanjanja
necdisto¢a i interferenta pektin se suSi kako bi se uklonila vlaga, a dobiveni proizvod se
usitnjava u prah u Cestice jednolike veli€ine (Safiudo Barajas i sur., 2014).

Buduc¢i da se nastoji ograni€iti upotreba jakih anorganskih kiselina kao ekstrakcijskih sredstva,
pronadene su i neke alternative pri izolaciji pektina. Pektin se danas moze ekstrahirati i nekim
drugim inovativnim metodama, primjenom ultrazvuka, mikrovalova i enzima (Mari¢ i sur.,
2018), toplinskom i/ili mehani¢kom obradom, kao i autoklaviranjem i ekstruzijom, pri éemu se

dobiva jednaki ili ¢ak vedéi prinosi pektina u odnosu na konvencionalne metode.

2.4. OSNOVNI PARAMETRI KARAKTERIZACIJE PEKTINA

2.4.1. Galakturonska kiselina

Galakturonska kiselina je glavni parametar CistoCe pektina. Udjeli galakturonske kiseline kao
i naboj molekule pektina imaju zna&ajan utjecaj na fizikalna svojstva petina, te na strukturu i
kvalitetniji (Chasanah i sur., 2019). Kada se kaze Cisti pektin, misli se na pektin s niskim
udjelom neutralnih Secera poput arabinoze, galaktoze i ramnoze. Procjena sadrzaja

galakturonske kiseline vrlo je vazna za odredivanje CistoCe i stupnja esterifikacije, kao i za



procjenu fizi€kih svojstava pektina. Preporu€uje se da udio galakturonske kiseline ne bude
niZi od 65 %, jer se u protivhom takav pektin ne moze koristiti u prehrambenoj i farmaceutskoj
industriji. Arimpi i Pandia (2019) u svom istraZivanju naglasavaju da 5to je ve¢a koncentracija
etanola, koji se koristi za ispiranje pektina, te to je duze vrijeme talozenja, oCekuje se i vedi
udio galakturonske kiseline. To objasnjavaju €injenicom da etanol kao polarna molekula moze
istaloZiti viSe pektina, a dugatrojanijim taloZenjem se postiZze da se viSe protopektina hidrolizira
u pektin. Sadrzaj galakruronske kiseline u pektinu mozZe se odrediti primjenom razli€itih
analitickih metoda (Ninevi¢ Grassino i sur.,, 2018), a u ovom radu je koriSena UV/Vis
spektrofotometrija uz primjenu karbazola kao kompleksirajuc¢eg reagensa u kiselim uvjetima

(sumporna kiselina).

2.4.2. Metoksi skupine

Sadrzaj metoksila definira se kao broj molova metanola na 100 mola galakturonske kiseline.
Ima vrlo vaznu ulogu u odredivanju funkcionalnih svojstva pektina te strukture i teksture
pektinskog gela (Siddiqui i sur., 2021). Takoder, ova fizikalna veliina odreduje sposobnost
disperzije pektina u vodi i stvaranja samog gela. Sto je veéi udio metoksila, to pektin bolje
fomira gel. S obzirom na metoksi skupine, razlikujemo visoko metoksilirani pektin, gdje je udio
vedi ili jednak 7 % te nisko metoksilirani pektin gdje je udio metoksila maniji od 7 %.

Sadrzaj metoksila u pektinu odreduje se saponifikacijom i kiselinsko-baznom titracijom

slobodnih karboksilnih grupa (Nincevi¢ Grassino i sur., 2018), §to je kori§teno i u ovom radu.

2.4.3. Stupanj esterifikacije

Stupanj esterifikacije (engl. degree of esterification, DE) definira se kao omjer udjela
esterificiranih galakturonskih kiselina i ukupnih galakturonskih kiselina sadrzanih u pektinu.
DE se teoretski moze kretati u rasponu 0 do 100 %, a ovisno o udjelu esterificiranih skupina
razlikujemo pektine s visokim udjelom metoksila (engl. high-methoxyl, HM) i one s niskim
udjelom metoksila (engl. low-methoxyl, LM). Pektin ima visok udio metoksila ukoliko stupanj
esterifikacije iznosi vise od 50 % i takvi pektini formiraju gelove pri niskim pH vrijednostima ili
pri niskom udjelu topljivih krutih tvari poput saharoze. S druge strane, pektin Ciji je DE maniji
od 50 % pripada pektinima s niskim udjelom metoksila i kao takav formira gelove u prisutnosti
dvovalentnih kationa poput Ca?*, Cu?" ili Fe?* (Baraiya i sur., 2023) Prema tome, moze se

zakljuciti da je stupanj esterifikacije dosta znac¢ajan za geliranje pektina.



Osim o udjelu metoksil grupa, stupan] esterifikacije daje nam i informaciju o ekvivalentnoj
teZini pektina. Ekvivalentna tezZina je fizikalna veli¢ina kojom se iskazuje sadrzaj slobodne
galakturonske kiseline u pektinu (neesterificirane). Naime, Morris i suradnici (2000) navode
da je DE obrnuto proporcionalan ekvivalentnoj tezini. Prema tome, Sto je vidi stupanj
esterifikacije, ekvivalentna teZina pektina je niza. Vrijednost stupnja esterifikacije mijenja se i
ovisno o vremenu i temperaturi. Sto su temperatura i vrijeme ekstrakcije visi, stupanj
esterifikacije moze biti optimalniji, ali postoji i moguénost smanjenja stupnja esterifikacije
uzrokovano razgradnjom pektina zbog depolimerizacije galakturonskih lanaca (Liew i sur.,
2014).

Klasi¢na analiticka metoda za odredivanje stupnja esterifikacije je kiselinsko-bazna titracija

(Nin&evi¢ Grassino i sur., 2018), sto je koristeno i u ovom radu.

2.5. UPOTREBA PEKTINA

Najpoznatija je upotreba pektina u prehrambenoj industriji. Ve¢ dugi niz godina, pektin se
koristi kao sredstvo za Zeliranje, zgu$njavanje te stabiliziranje proizvoda. Klju€an je sastojak
marmelada, dZzemova, sirupa, voénih sokova, mlije¢nih proizvoda i Zelea (Freitas i sur., 2021).
Radi se o netoksiénom prahu bijele boje, koji kada dode u kontakt s vodom vrlo brzo formira
gel. Pektin je prirodni sastojak voéa, medutim, Cesto ne u dovoljnoj koli€ini, pa se prilikom
proizvodnje dodaje kao prehrambeni aditiv. Moze se dodati kao suhi prah, pomijeSan sa
Sec¢erom, ili kao koncentrirana vodena otopina. U proizvodnji dzemova, voénih napitaka,
kiselih mlije¢nih proizvoda, u pekarstvu i proizvodniji slatkiSa, uglavnom se koristi HM pektin.
S druge strane, LM pektin, koji ne zahtijeva prisutnost Seéera za zeliranje, znacajan je u
proizvodnji dZzemova i marmelada s manjim udjelom Seéera, kao i u proizvodnjih nekih
dijetetskih proizvoda.

Buduci da se radi o biorazgradivom i jeftinom polimeru, pektin je primjenu nasao i u proizvodniji
ambalaze za hranu. Naime, kod klasicne ambalaze je moguce da nezeljeni kemijski spojevi iz
plasti¢nih materijala za pakiranje migriraju u hranu, $to naravno upotrebom pektinskih filmova
nije slucaj. Folije na bazi pektina takoder imaju vrlo dobru barijeru za kisik pa time ujedno i
produljuju rok trajanja pakirane hrane (Younis, 2022).

Osim u prehrambenoj industriji, zna€ajna je i primjena pektina u farmaceutskoj industriji i
medicini. Zdravstvene dobrobiti pektina proizlaze iz njegovog sastava i pristunosti specifi¢nih
skupina koje odlikuje Siroka bioaktivnhost. Do sada su istraZzena antitumorska, antibakterijska,
protuupalna i antioksidativna svojstva pektina te djelovanje pektina kao imunomodulatora
(Freitas i sur., 2021). Pretpostavlja se da u kombinaciji s drugim tvarima djeluje inhibirajuce

na rast tumorskih stanica, medutim, mehanizmi djelovanja jo$ nisu potpuno istrazeni. Osim



toga, djeluje i kao prirodna profilakticna tvar te tako &titi od trovanja toksiénim kationima
(Sriamornsak, 2003). Topiva vlakna koja se nalaze u pektinu potiCu izlu€ivanje Zuénih kiselina,
Sto utjeCe na smanjenje kolesterola u krvi, a samim time umanjuje rizik od obolijevanja
kardiovaskularnim bolestima. IstraZivanja pokazuju da HM pektini visoke molekulske mase
ucCinkovitije sniZzavaju razinu kolesterola od LM pektina (Wicker i sur., 2014). Navodi se da je
konzumiranjem 6 g pektina dnevno moguce u 2 tjedna sniziti razinu kolesterola gotovo do 13
%.

Pektin se i Siroko koristi kao nosa¢ za prijenos lijeka do ciljnog mjesta djelovanja, kao matriks
za tablete te kao sastojak filmova za oblaganje tableta. Kako bi se smanijila topljivost u vodi,
povecala otpornost i stabilnost gela te konstruirali novi materijali sa specificnim svojstvima
potrebnim za isporuku lijeka do mjesta djelovanja, pektin se u tu svrhu &esto kombinira s
drugim prirodnim polimerima i bioaktivnim spojevima, poput kitozana i cisteina (Freitas i sur.,
2021).



3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. MATERIJAL

U ovom istrazivanju koristena je kora zrele naranCe kupljena u supermarketu (Zagreb,
Hrvatska). Prije rada, kora narane narezana je na manje komade i usitnjena elektri¢nim

mlincem za kavu.

3.1.1. Kemikalije

o Aceton (Gram-mol, Zagreb, Hrvatska)

o Bromtimol modro (Kemika, Zagreb, Hrvatska)

o Citrusni pektin (Thermo Fisher Scientific, Waltham, SAD)
o Etanol (96 %), (Gram-mol, Zagreb, Hrvatska)

o Galakturonska kiselina (Sigma-Aldrich, St. Louis, SAD)
o Jabucni pektin (Sigma-Aldrich, Hong Kong, Kina)

o Karbazol (Sigma-Aldrich, St. Louis, SAD)

o Klorovodi¢na kiselina (Kefo, Zagreb, Hrvatska)

o Limunska kiselina (Sigma-Aldrich, St. Louis, SAD)

o Natrijev hidroksid (T.T.T., Sveta Nedjelja, Hrvatska)

o Natrijev klorid (Kemika, Zagreb, Hrvatska)

o Oksalna kiselina (Sigma-Aldrich, St. Louis, SAD)

o Sumporna kiselina (Kefo, Zagreb, Hrvatska)

3.1.2. Laboratorijski pribor

o Automatske pipete (1 -5 mL)

o Bireta po Schelbachu

o Eksikator

o Erlenmeyerove tikvice (250 - 1000 mL)
o Filter papir

o Laboratorijske ¢ase (150 - 600 mL)

o Ladice za vaganje

o Magneti¢
o Odmijerne tikvice (25, 100 i 1000 mL)
o Pinceta
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o Propipeta

o Staklene i plasti¢ne kivete

o Staklene i plasticne menzure (50, 100 i 500 mL)
o Stakleni i plasti¢ni lijevci

o Stakleni Stapi¢

o Tarionik s tuckom

o Tikvice s okruglim dnom (500 mL)

o Trbu8aste pipete (2, 5i 10 mL)

o Zlice

3.1.3. Aparatura i pribor

o Analiticka vaga (JOBST, Samobor, Hrvatska)

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

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

o Magnetska mjeSalica (Kefo, Zagreb, Hrvatska)

o Sustav za vakuum i mikrofiltraciju Rocker 300-LF30 (Rocker Scientific Co. Ltd, New
Taipei City, Tajvan)

o Tefal mlinac za kavu (Tefal S. A. S., Francuska)

o Tehni¢ka vaga (Mikrotehna, Zagreb, Hrvatska)

3.2. METODE

3.2.1. Ekstrakcija i izolacija pektina iz kore naranc¢e

Izvagano je 20 g usitnjene kore narance te preneseno u tikvicu s okruglim dnom volumena
500 mL. Nakon dodatka 400 mL ekstrakcijskog sredstva (oksalne ili limunske kiseline) uzorak
kore narance se refluksira tijekom 3 sata na temperaturi od 80°C. Nakon zavrSetka ekstrakcije,
otopina se ohladi na sobnoj temperaturi, filtrira preko filter papira, a zatim i pomoéu vakuum
filtera. Dobiven filtrat se prenosi u Erlenmayerovu tikvicu (1000 mL), a potom se dodaje 800
mL etanola (96 %) kako bi doSlo do koagulacije pektina. Tako pripremljena suspenzija se stavi
na magnetsku mijeSalicu, a nakon mijeSanja u vremenu od 3 h, provede se filtracija preko
obi¢nog filter papira. Tijekom filtracije pektin zaostaje na filter papiru te se ispire etanolom i
acetonom kako bi se uklonile necCistoCe. Nakon ispiranja se prebaci u porculanske posudice i
suSi na sobnoj temperaturi. Osu$eni pektin se usitni u tarioniku, a potom se dobiveni prah

vaze te prenese i Cuva u staklene kivete do provodenja daljnjih analiza.
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3.2.2. Prinos pektina

Usitnjeni uzorci pektina izvagani su u ladicama za vaganje na analitickoj vagi (JOBST,
Samobor, Hrvatska), a potom je prinos pektina (w) izraZzen kao masa izoliranog pektina u

odnosu na pocetnu masu uzorka kore narance [1]:

w (pektin) = __m(pektin) 100 [1]

m (kora narance)

3.2.3. Odredivanje boje pektina

Odredivanje parametara boje provedeno je koristenjem kolorimetra CM-3500d (Konica
Minolta Sensing, Inc. Osaka, Japan) Ciji se rad temelji na trodimenzionalnom prostoru boja
CIE L, a* i b*.
Hunter-ove L*, a* i b* vrijednosti podudaraju se sa sljedeéim rasponima boja:

o a* vrijednost: zeleno (- a*) ili crveno (+ a*)

o b* vrijednost: plavo (- b*) ili zuto (+ b*)

o L* vrijednost: svjetlo (L* = 100) ili tamno (L* = 0)

Na temelju dobivenih L*, a* i b* vrijednosti je odredena ukupna razlika obojenosti, odnosno
kolorimetrijska razlika (AE) izmedu uzorka pektina izoliranih iz kore narane u odnosu na
referentne uzorke, citrusni i jabucni pektin. Ukupna kolorimetrijska razlika je izraCunata u

odnosu na oba referetna uzorka pomocu formule [2]:

AE =/(AL)2 + (Aa)? + (Ab)? [2]

gdje je:

AL = L1 - Lo
Aa = a1 - ap
Ab = b1 - bo

Lo, ao, bo - vrijednosti boje referentnog uzorka

L4, a1, by - vrijednosti boje ispitivanog uzorka

Tumacdenje odstupanja boje ispitivanog od referentnog (kontrolnog) uzorka se odreduje prema
slijedecim kriterijima:

o - AL uzorak je tamniji od standarda
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o + AL uzorak je svijetliji od standarda
o - Aauzorak je zeleniji od standarda
o + Aauzorak je crveniji od standarda
o - Ab uzorak je plaviji od standarda

o + Abuzorak je Zuéi od standarda

3.2.4. Odredivanje topljivosti pektina u vodi

1 g uzorka pektina se izvaze u prethodno osuSene i izvagane €aSice te im se doda 10 mL
destilirane vode. Nakon 24 sata inkubacije na sobnoj temperaturi, provedeno je sudenje u
eksikatoru nakon €ega su uzorci izvagani. Na temelju izmjerenih vrijednosti po¢etne mase
uzorka i mase nakon susenja izraCunata je topljivost pektina (engl. water solubility index, WSI)

prema nize napisanoj formuli [3]:

w (WS|) — m (osuSenog ostatka) 100 [3]

m (uzorak)

3.2.5. Odredivanje sadrzaja galakturonske kiseline u uzorcima pektina

Za odredivanje sadrzaja galakturonske kiseline u uzorcimas pektina izoliranih iz kore narance
UV/Vis spektrofotometrijom potrebno je izraditi bazdarni dijagram i izraCunati nepoznate

koncentracije galakturonske kiseline (y) u uzorcima pektina.

o lzrada bazdarnog dijagrama

Odvagano je 120,5 mg galakturonske kiseline, kvantitativnho preneSeno u odmjernu tikvicu od
1000 mL, nakon €ega je dodano 10 ml 0,05 M otopine natrijeva hidroksida, nadopunjeno s
destiliranom vodom do oznake i ostavljeno stajati preko noci.

Iz pripremljene ishodne otopine galakturonske kiseline priredene su pojedinacne standardne
otopine masenih koncentracija 1,6; 3,2; 6,4; 8,0 9,6 pug L' u odmjernim tikvicama od 100 mL,
nadopunjavanjem s destiliranom vodom. To¢no 3 mL pojedine otopine standarda otpipetirano
je u staklene epruvete, a potom je dodano 1 ml 0,1 % (w/v) karbazola i 12 ml koncentrirane
sumporne kiseline uz konstantno mijeSanje. Nakon dodatka kiseline, otopina je ostavljena 15
min na sobnoj temperaturi, kako bi doSlo do razvitka ruzi€astog obojenja, a potom je nastalom
kompleksu izmjerena apsorbancija pri valnoj duljini od 525 nm. Iz izmjerenih vrijednosti
apsorbancija i pripadaju¢ih masenih koncentracija pojedinacnih standardnih otopina

galakturonske kiseline (tablica 1) nacrtan je bazdarni dijagram (slika 1).
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Slijepa proba je pripremljena tako da je umjesto 2 mL standarda i 1 karbazola, upotrijebljeno

2 mL destilirane vode, odnosno 1 mL 96 % etanola.

Tablica 1. Rezultati mjerenja apsorbancije standardnih otopina poznatih koncentracija

galakutonske kiseline pri valnoj duljini 525 nm

A

y (galakturonska kiselina)/(mg L")
srednja vrijednost * SD

0,0 0,000 + 0,000
1,6 0,134 £ 0,002
3,2 0,245 + 0,009
6,4 0,495 + 0,024
8,0 0,646 + 0,004
9,6 0,769 + 0,032
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Slika 4. Bazdami dijagram galakturonske kiseline

o Priprema uzorka za mjerenje apsorbancije

Odvagano je 100 mg uzorka i otopljeno u 100 mL 0,05 M otopine natrijeva hidroksida. Otopina
je ostavljena 30 minuta na sobnoj temperaturi kako bi doslo do deesterifikacije pektina. Toéno

2 ml deesterificirane otopine razrijedeno je s destiliranom vodom u odmijernoj tikvici od 100
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mL. Potom je otpipetirano 3 mL razrijedene otopine, dodano 1 mL karbazola i 12 mL
koncentrirane sumporne kiseline uz konstanto mijeSanje. Nakon 15 min priredenim uzorcima

izmjerena je apsorbancija na valnoj duljini od 525 nm.

o Odredivanje nepoznate masene koncentracije galakturonske kiseline u pektinu

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

otopine pektina i razrijedenje.

3.2.6. Odredivanje ekvivalentne tezine, sadrzaja metoksi skupina i uronske kiseline te

stupnja esterifikacije u uzorcima pektina

o Ekvivalentna tezina (engl. equivalent weight, EW)

Odvaze se 0,25 g pektina u E. tikvicu od 250 mL, doda se 5 mL etanola (96 %), 0,5 g NaCl i
100 mL destilirane vode. Otopina se promije$a te se doda indikator bromtimol modro (Zuta
boja otopine). Ovako priredena otopina se titrira sa 0,1 M otopinom NaOH do promjene boje

(modra boja otopine). Ekvivalentna tezina se raCuna prema nize napisanoj formuli [4]:

_ m (uzorka)
EW= V4 (NaOH) - ¢ (NaOH) 41

o Odredivanje sadzaja metoksi skupina (engl. methoxyl content, MeO)

Prethodnoj otopini dobivenoj nakon titracije i odredivanja ekvivalentne tezine doda se 25 mL
0,25 M otopine NaOH. Nakon snaznog mijeSanja na magnetskoj mjesalici tijekom 30 min
otopini se doda 25 mL 0,25 M HCI pri ¢emu dolazi do pretvorbe modre boje otopine u zutu.
Slijedi ponovna titracija otopinom NaOH koncentracije 0,1 M do pojave modre boje otopine.

MeO sadrzaj izraCuna se iz nize napisane formule [5]:

V5 (NaOH) - ¢ (NaOH) - 31
m (uzorak)

w (MeO) = - 100 [5]

o Odredivanje sadrzaja uronske kiseline (engl. anhydrouronic acid content, AUA)

Za odredivanje sadrzaja ukupnih uronskih kiselina (AUA) potrebno je Koristiti vrijednosti
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utroSenih volumena NaOH prilikom odredivanja ekvivalentne teZine (V4) i metoksi skupina

(V2). AUA sadrzaj izraCuna se na temelju niZze napisanih formula [6 i 7]:

7= m (uzorak) [6]
V4 (NaOH) - ¢4 (NaOH) + V5 (NaOH) - co (NaOH)

w (AUA) = 1210 [7]

o Odredivanje stupnja esterifikacije (engl. esterification degree, DE)

Za odredivanje DE potrebno je koristiti prethodno izraCunate vrijednosti sadrzaja metoksi
skupina i ukupnih uronskih kiselina za pojedini pektinski uzorak. DE izraCuna se iz nize

napisane formule [8]:

176 - MeO (%) - 100

w(BB) = A (8]

3.3. STATISTICKA ANALIZA

StatistiCka analiza je napravljena u programu Microsoft Excel (2021). Dobivene vrijednosti
analizom uzoraka prikazane su kao srednja vrijednost triju paralelnih mjerenja (n = 3) +

standardna devijacija (SD).
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4. REZULTATI I RASPRAVA

4.1. PRINOS PEKTINA

Prije odredivanja osnovnih parametara karakterizacije pektina, odredeno je iskoriStenje
ekstrakcije, odnosno prinos pektina (w). Prinos je odreden neposredno nakon susenja i
usitnjavanja pektina s obzirom na po¢etnu masu uzorka.

Buduci da su uvjeti ekstrakcije bili jednaki za sve uzorke, te je koriSen isti polazni
materijal, moZzemo zakljuciti kako je prinos pektina ovisan o odabranom ekstrakcijom sredstvu.
Kora naranle ekstrahirana je upotrebom dviju razliitih organskih kiselina, oksalne
(dvoprotonska kiselina) i limunske (troprotonska) kiseline. Iz priloZzene slike 5 mozemo vidjeti

kako je veci prinos ostvaren upotrebom oksalne kiseline (3,46 %), a neSto manji limunskom
(2,64 %).

4.50

3.46 %
4.00

3.50

0
3.00 2.64 %

2.50 [

2.00

w (pektin) /%

1.50

1.00

0.50

0.00

OKSALNA LIMUNSKA

Slika 5. Prinos pektina dobiven nakon ekstrakcije kore naran¢e oksalnom i limunskom

kiselinom

Radi se o slabim organskim kiselinama, medutim, konstanta disocijacije oksalne kiseline vec¢a
je od konstante disocijacije limunske kiseline, Sto oksalnu kiselinu €ini jacom, pa je samim
time i efikasnija ekstrakcija. Da je prinos pektina veci sto je veca konstanta disocijacije kiseline,
potvrduje i istrazivanje Cho i suradnika (2019).

Dobivene vrijednosti prinosa pektina iz kore naran¢e upotrebom i oksalne i limunske kiseline

su niske u usporedbi s prinosima pektina izoliranih iz citrusa konvencionalnim metodama
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koristeci prvenstveno vodu kao otapalo za ekstrakciju. Sulieman i suradnici (2013) navode da
se vrijednosti prinosa pektina dobivenih iz citrusa kre¢u od 15,25 % (naranca) do 20,75 %
(limun) ukoliko se ekstrahira vodom i malom koli¢inom HCI (50 mL) 24 sata. Khule i suradnici
(2012) su pokazali da se prinos pektina ekstrahiranog iz citrusa kre¢e izmedu 5,29 i 18,21 %,
ovisno o pH vrijednosti (pH 1,2 - 2) i omjeru pektinskog ekstrakta i etanola.

Niske vrijednosti prinosa pektina mogu se povezati i s provodenjem videkratnih filtracija
tijekom izolacije pektina, prilikom kojih dio pektina zaostaje ne samo na filter papiru, nego i na
stijenkama tikvica. No, neovisno o dobivenom prinosu ipak se mozZe zakljuciti da oksalna
kiselina, kao jaCa organska kiselina, daje veci udio pektina, pa bi se i daljnja istrazivanja
trebala usmijeriti k njenoj primjeni te podedavanju uvjeta ekstrakcije koji bi mogli doprinijeti
efikasnijoj izolaciji pektina (npr. omjer kore narance i kiseline, jakost kiseline). Medutim, Sayah
i suradnici (2014) istiCu kako je limunska kiselina pogodna organska kiselina za ekstrakciju
pektina jer ne samo da daje zadovoljavaju¢e prinose pektina, ve¢ je netoksic¢na i ekoloSki

prihvatljiva.

4.2. BOJA PEKTINA

Boju pektina vazno je odrediti iz viSe razloga. Prije svega, boja je indikator kvalitete pektina te
utjeCe na izgled dobivenog gela. Na temelju boje takoder mozemo utvrditi sadrze li pektini
polifenole ili neke druge pigmente. Tako su Ninevi¢ Grassino i suradnici (2016) pokazali kako
smede obojeni pektini imaju veéi ukupni sadrzaj fenola u odnosu na bijele, odnosno svijetlije
pektine. Boja pektina nam daje i informaciju o daljnjoj primjeni pektina, pa je tako svjetliji pektin
pogodniji za upotrebu u prehrambenoj industriji.

Parametri boje pektina izoliranog iz kore narance prikazani se u tablici 2. Pracena je promjena,
odnosno razlika boje u odnosu na referentne (kontrolne) uzorke (jabucni i citrusni pektin) te
medusobno izmedu uzorka dobivenih ekstrakcijom razli€itim organskim kiselinama (oksalna i
limunska).

L vrijednosti pokazuju razinu svjetline uzorka, $to je L vrijednost viSa, uzorak je svjetliji. a
vrijednost pokazuje udio crvene (+a), odnosno zelene boje (-a), dok b vrijednost pokazuje udio
zute (+b) i plave boje (-b).

Prema tome, mozemo zakljuCiti da je pektin ekstrahiran limunskom kiselinom (L = 85,86)
svjetliji od pektina ekstrahiranog oksalnom kiselinom (L = 77,48). S druge strane, pektin
ekstrahiran oksalnom kiselinom pokazuje viSe a i b vrijednosti (a = 3,12 i b = 13,11), Sto ga
¢ini crvenijim i Zu¢im u odnosu na pektin ekstrahiran limunskom kiselinom (a=1,30i b = 8,53).
Vrijednosti AL, Aa i Ab daju informaciju o razlici u L, ai b vrijednostima izmedu uzorka pektina
izoliranih iz kore narance i referentnih uzorka. Pozitivha AL vrijednost ukazuje na svijetliju boju,

dok nize, odnosno negativne AL vrijednosti ukazuju na tamnije obojenje. Pektin ekstrahiran
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limunskom kiselinom pokazuje svjetliju boju u odnosu na referentne uzorke (AL =5,51i15,00).
S druge strane, pektin ekstrahiran oksalnom kiselinom nesto je tamniji od referentnog
citrusnog pektina (AL = - 2,88), no svjetliji je u odnosu na jabuéni pektin (AL = 6,62). Pektini
dobiveni ekstrakcijom i sa oksalnom i limunskom kiselinom jesu zelenijii (-4a) i plaviji (-4b) u
odnosu na referentne uzorke, no, veci udio zelene i plave boje ipak ostaje u pektinu
ekstrahiranom sa limunskom kiselinom.

Ukupna razlika obojenosti (AE) viSe je izrazena u pektinu izoliranom limunskom kiselinom.
Takoder, vidi se da pektin ekstrahiran limunskom kiselinom pokazuje veéu razliku u tonalnosti,
zasi¢enosti i svjetlini boje u odnosu na referentni jabuéni pektin. Kad ekstrakcije oksalnom

kiselinom ukupna razlika obojenosti postaje ve¢a u odnosu na referenti citrusni pektin.
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Tablica 2. Parametri boje odredeni u uzorcima pektina dobivenih ekstrakcijom kore narance oksalnom i limunskom kiselinom

UZORCI Lo ao bo
CP 80,35 3,60 26,21
L*SD axtSD b *SD AL £ SD AatSD Ab *SD AE £ SD
1 77,48 + 1,26 3,12+ 0,40 13,11+0,80 -2,88+1,26 -049+0,40 -13,11+0,79 13,42+0,60
2 85,86 + 0,52 1,30 £ 0,06 8,53 +0,16 551+052 -230+006 -1769+0,16 18,67 +0,31
Lo ao bo
JP 70,86 6,56 19,33
L*SD atSD b*SD AL *SD AatSD Ab *SD AE £ SD
1 77,48 + 1,26 3,12+ 0,40 13,11 £ 0,80 6,62+1,26 -3,45+040 -6,23+0,80 9,72 +£1,50
2 85,86 + 0,52 1,30 £ 0,06 8,53 +0,16 15,00+0,52 -526+0,06 -10,81+0,16 19,22 + 0,51

CP - referentni uzorak citrusnog pektina; JP - referentni uzorak jabuénog pektina, 1 - pektin ekstrahiran oksalnom kiselinom; 2 - pektin ekstrahiran limunskom kiselinom
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4.3. TOPLJIVOST PEKTINA U VODI

Rezultati topljivosti pektina u vodi (tablica 3) pokazuju vrijednosti od 92,62 % i 92,76 % za
pektin ekstrahiran oksalnom, odnosno limunskom kiselinom. Vrlo sli¢ne vrijednosti dobivene
su i za referente uzorke pektina, pa tako citrusni kontrolni pektin pokazuje vrijednost od 92,29
%, a jabuéni 92,66 %.

manje razgranatih. Pektini se neée nuzno odmah otopiti u doticaju sa vodom. Na njihovu
topljivost kao i koloidna svojstva pektina utjeCu stupanj metilacije, naboj, stupanj granjanja i
sastav boc¢nih lanaca, stupanj polimerizacije, molekularna masa te uvjeti okoliSa poput
temperature i pH.

Vazno je napomenuti da je pektin topljiv u €istoj vodi, ali nije topljiv u alkoholu i drugim polarnim
otapalima. Upravo ovo svojstvo omoguéuje dobivanje pektina iz vodenih otopina kiselina uz

kontinuirano zagrijavanije.

Tablica 3. Topljivosti uzorka pektina u vodi (WSI) dobivenih ekstrakcijom kore narance

oksalnom i limunskom kiselinom

w (WSI)/%
UZORCI
srednja vrijednost * SD
1 92,62 + 0,45
2 92,76 + 0,22
CP 92,29 +0,34
JP 92,66 + 0,49

CP - referentni uzorak citrusnog pektina; JP - referentni uzorak jabuénog pektina, 1 - pektin ekstrahiran oksalnom kiselinom; 2 - pektin

ekstrahiran limunskom kiselinom

4.4. SADRZAJ GALAKTURONSKE KISELINE U PEKTINU

Nepoznate masene koncentracije galakturonske kiseline u otopini pektina odredene su iz
bazdarnog dijagrama (slika 4), a zatim su dobivene vrijednosti pretvorene u g galakturonske
kiseline na 100 g uzorka. Slika 6 prikazuje vrijednosti masenih udjela galakturonske kiseline
u pektinu nakon ekstrakcije oksalnom i limunskom kiselinom.

Dobiveni rezultati su pokazali da pektin ekstrahiran oksalnom kiselinom sadrzi znatno veci

udio galaturonske kiseline (91,80 %) u odnosu na pektin ekstrahiran limunskom kiselinom
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(60,47 %). Naime, u pektinskom lancu prisutan je velik broj glikozidnih veza koje imaju razliitu
otpornost na kiseline. Najotpornije su glikozidne veze izmedu jednica galakturonskih kiselina,
zatim veze izmedu galakturonskih kiselina i ramnoze, a najslabije su one izmedu neutralnih
Secera. Kiseline zapravo djeluju kao katalizatori, tj. utje€u na pucanje veza izmedu neutralnih
Secéera u molekulama pektina, dajuci pritom pektin sa znatno vis§im sadrzajem galakturonske
kiseline. Iz tog razloga u ovom je radu oksalnom kiselinom, kao jaom od dviju koridtenih
organskih kiselina, dobiven veci udio galakturonske kiseline, pa mozemo pretpostaviti da je
njome pocijepano vise veza, a time ujedno i oslobodeno vie jedinica galakturonske kiseline.
Industrijski pektin se ekstrahira iz komine jabuke ili kore citrusa upotrebom anorganskih
kiselina kao ekstrakcijskih sredstva pri visokim temperaturama (60 - 100 °C). Prema
odredbama FAO/WHO (FAO/WHO, 2016) pektin mora sadrzavati najmanje 65 %
galakturonske kiseline kako bi se mogao upotrijebiti kao dodatak hrani ili u farmaceutske
svrhe.

Kiseline uglavnom imaju prednost kao sredstva za ekstrakciju jer ¢e dobiveni pektini biti bogati
galakturonskom kiselinom, $to ukazuje i na vecu &isto¢u uzorka (Yapo, 2007). Bududi da je
galakturonska kiselina pokazatelj CistoCe pektina, moze se zakljuciti da koriStenjem oksalne
kiseline, ne samo da dobivamo vedéi udio galakturonske kiseline, ve¢ i pektin vece Cistoce.
Takoder, ovisno koriste li se anorganske ili organske kiseline, sadrzaj galakturonske kiseline
varira. Yapo (2009) je pokazao kako pektin ekstrahiran iz marakuje anorganskim kiselinama
(sumporna i nitratna), sadrzi vecéi udio galakturonske kiseline, nego onaj dobiven upotrebom
limunske kiseline. Pham i suradnici (2021) su pokazali da je upotrebom jace organske kiseline,
limunske kiseline, pri ekstrakciji pektina iz kore pomela udio galakturonske kiseline (76,5 -
85.0 %) veci nego pri ekstrakciji slabijom octenom (65,1 - 68,2 %) ili mlije€nom kiselinom (60,4
- 65,8 %).
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Slika 6. Maseni udio galakturonske kiseline u uzorcima pektina dobivenih ekstrakcijom kore

narance oksalnom i limunskom kiselinom

4.5. EKVIVALENTNA TEZINA, SADRZAJ METOKSI SKUPINA, URONSKE KISELINE |
STUPANJ ESTERIFIKACIJE U UZORCIMA PEKTINA

Karakterizacija pektina koji je ekstrahiran oksalnom kiselinom pokazuje da ekvivalentna tezina
iznosi 463.88 g mol™!, udio metoksila 6,69 %, udio ukupnih uronskih kiselina 48,56 % i stupan;j
esterifikacije 78,28 %. Provodenjem ekstrakcije limunskom kiselinom ekvivalentna tezZina je
znatno veca i iznosi 1022,26 g mol™!, dok su ostale veli¢ine manje. Udio metoksila iznosi 3,03

%, udio ukupnih uronskih kiselina 31,29 %, a stupanj esterifikacije 56,04 % (tablica 4).

Tablica 4. Osnovni parametri pri karakterizaciji pektina dobivenog ekstrakcijom kore narance

oskalnom i limunskom kiselinom

UZORCI EWI/(g mol')+SD w(MeO)/% +SD w (AUA)/% +SD  w (DE)/% % SD

1 463,88 + 24,43 6,69 £ 0,35 48,56 + 0,97 78,28 +5,70

2 1022,26 + 29,22 3,03 £0,09 31,29 £ 5,48 56,04 + 11,42

1 - pektin ekstrahiran oksalnom kiselinom; 2 - pektin ekstrahiran limunskom kiselinom
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Ekvivalentna teZina (EW) je manja upotrebom jale organske kiseline (oksalne) kao
ekstrakcijskog sredstva. Muthukumaran i suradnici (2017) navode da je razlog nize
ekvivalente tezine pri nizem pH polimerizacija pektina. ViSa temperatura takoder rezultira
nizom ekvivalentom tezinom (Alma i sur.,, 2023). U radu Bakhrul i suradnika (2023) je
navedeno da bi ekvivalentna masa pektina trebala biti od 600 do 800 mg, pa se mozZe zakljuditi
da pektin dobiven u ovom radu ne zadovoljava postavljene vrijednosti.

Sto se tie vrijednosti stupnja esterifikacije, ekvivalentna teZina je obrnuto proprcionalna DE
vrijednostima, odnosno $to je DE vrijednost vida, to je EW vrijednost niza, Sto pokazuju
rezultati prikazani u tablici 4. S obzirom na stupanj esterifikacije (DE), pektin moze biti visoko
metoksilni (DE > 50 %) ili nisko metoksilni (DE < 50 %). Prema dobivenim rezultatima (tablica
4), pektin dobiven nakon ekstrakcije i oksalnom i limunskom kiselinom pripada visoko
metoksiliranim pektinima te moze stvarati gel pri niskim pH vrijednostima (pH od 2 do 3,5) uz
visoke udjele Secera (> 55 %) (Jong, 2023). U odnosu na ovo istrazivanje Sayah i suradnici
(2016) dobivaju vrijednosti DE izmedu 63,29 i 75 % za pektin ekstrahiran iz kore narance te
70,73 do 75,53 % za pektin ekstrahiran iz kore grejpa.

Sto se ti¢e ukupnih uronskih kiselina (AUA), sadrzaj AUA u pektinu prema IPPA standardima
(2001) ne bi smio biti manji od 65 %. Dobiveni pektini (tablica 4) ne zadovoljavaju ovaj
standard, stoga se ne mogu koristiti kao dodaci u prehrambenoj i farmaceutskoj industriji jer
nisu dovoljno Cisti.

Sadrzaj metoksila utje€e na CvrstoCu i stabilnost formiranog gela. Pektin se smatra visoko
metoksilnim ukoliko je sadrZzaj metoksila veci ili jednak 7 %. Podaci pokazani u tablici 4
pokazuju kako su dobiveni pektini nisko metoksilni (w (MeQO) = 6,69 i 3,03 %). Azad i suradnici
(2014) su pokazali da utjecaj zrelosti voc¢a (limuna) utje€e na sadrzaj metoksila te utvdili da
pektin dobiven ekstrakcijom nezrelog vo¢a ima najveci sadrzaj metoksila (10,25 %).

Prema istrazivanju Alama i suradnika (2023) udio metoksila iznosi 8,43 % kod ekstrakcije
pektina iz kore narance klorovodiénom kiselinom (pH 2). Baraiya i suradnici (2023) su pokazali
da izolirani citrusni pektini (sedam uzoraka) imaju visoke udjele metoksila (23,25 - 38,75 %),
a k tome i vrlo visoke vrijednosti ekvivalentne tezine (preko 1000), te stupanj esterifikacije
maniji od 50 %. Takoder su pokazali da uzorci pektina izolirani iz sedam vrsta citrusa imaju
sadrzaj AUA vedi od 65 %, pa se moze zakljuCiti kao MeO, AUA i DE sadrzaj varira i ovisi 0

vrsti citrusa kao i o uvjetima provodenja ekstrakcija.
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5. ZAKLJUCCI

Nakon provedene ekstrakcije pektina iz kore narance koriStenjem dviju organskih kiselina,

moze se zakljuciti:

1. Vedi prinos pektina dobiven je nakon ekstrakcije oksalnom kiselinom.

2. Ekstrakcija oksalnom kiselinom pokazala se uspjeSnijom s obzirom na kvalitetu
pektina.

3. Topljivost pektina u vodi nakon ekstrakcije oksalnom i limunskom kiselinom je vrlo
sli¢na i iznosi 92,62 %, odnosno 92,76 %.

4. Pektin ekstrahiran limunskom kiselinom svjetliji je od pektina ekstrahiranog oksalnom
kiselinom.

5. S obzirom na vrijednosti ekvivalentne tezZine i ukupnih uronskih kiselina, pektin ne
zadovoljava IPPA standardne vrijednosti stoga se ne moze Koristiti u prehrambeno;j i
farmaceutskoj industriji.

6. Vedéi udio galakturonske kiseline sadrzan je u pektinu ekstrahiranom oksalnom
kiselinom i iznosi 91,80 %.

7. Dobiven pektin pripada pektinima s visokim stupnjem esterifikacije, stoga moze

stvarati gel pri niskim pH vrijednostima.
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