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ramnogalakturonana-I. Na osnovu stepena metoksilacije, svi pektinski
polisaharidi, osim kiselo ekstrahovanog, su se mogli uvrstiti u
niskometoksilovane pektine. Kori$¢enje kiseline u ekstrakciji pektinskih
polisaharida muskatne tikve je imalo negativan uticaj na sadrzaj
ukupnih fenola, antioksidativnu i gvozde(II)-heliraju¢u aktivnost.
Najvedi sadrzaj ukupnih fenola je odreden u pektinu ekstrahovanom
celulazom i ksilanazom (1,16 mg FK/g). In-vitro antioksidativna
aktivnost je bila najveca kod pektina ekstrahovanog celulazom,
ksilanazom i amilazom (2,42 mM TE/100 g), a najvec¢a Fe**-helirajuca
aktivnost kod onog ekstrahovanog amilazom (2,13 mM EDTA/100 g).
Odredivanjem molarnih masa je utvrdeno da su kiselo ekstrahovani
pektinski polisaharidi u rastvoru bili skloniji agregaciji i da su enzimski
ekstrahovani uzorci u proseku imali manje molarne mase od kiselo
ekstrahovanih. Na viskoznost pektinskih polisaharida je veéi uticaj
imao izbor enzima primenjenih za ekstrakeciju, nego to dalije u te svrhe
koriséena kiselina; najvecu viskoznost je imao pektinski polisaharid
za Ciju ekstrakciju je koriS¢ena amilaza. S druge strane, rastvorljivost
pektinskih polisaharida je bila najveca kod svih uzoraka kod kojih su u
enzimskom koraku ekstrakcije koriS¢ene ksilanaza i celulaza (vise od
77%).

Pektinskipolisaharidiizdvojeniurazli¢itim ekstrakcionim postupcima
podvrgnuti su modifikacijama endo-poligalakturonazom i pektin-
metilesterazom (individualno ili zdruzeno) u cilju dobijanja pektinskih
polisaharida i oligosaharida izmenjenih karakteristika i svojstava.
Odredivanjem Mihaelis-Mentenine konstante endo-poligalakturonaze,
utvrdeno je da je ovaj enzim pokazao najveci afinitet ka pektinskim
polisaharidima za cije je dobijanje koriS¢ena kiselina; najveci afinitet
je endo-poligalakturonaza pokazala ka uzorku dobijenom u amilazom
potpomognutoj kiseloj ekstrakciji (K,, = 13,3 mg/mL), Sto je bilo u skladu
i sa najve¢im smanjenjem Mw i viskoznosti kod uzoraka ekstrahovanih
na ovaj nacin. Modifikacija endo-poligalakturonazom je imala pozitivan
efekat na povecanje in vitro antioksidativne i Fe?*-helirajuce aktivnosti.

Modifikacija pektin-metilesterazom je dovela do deesterifikacije svih
pektinskih polisaharida; stepen metoksilacije je kod vecine uzoraka
smanjen u proseku 3,5 puta. Nakon modifikacije ovim enzimom,
molarna masa i viskoznost su povecane kod vecine uzoraka, a najveci
intenzitet ovih promena primecen je kod uzoraka za Ciju ekstrakciju
nije koriS¢ena kiselina. In vitro antioksidativne aktivnosti pektin-
metilesterazom modifikovanih pektinskih polisaharida su bile vece
od odgovaraju¢ih nemodifikovanih uzoraka, pri ¢emu je ova aktivnost
duplo povecana kod uzorka ekstrahovanog konvencionalnim kiselim
postupkom.

Nakon ispitivanja efekta zdruzenog dejstva endo-poligalakturonaze
i pektin-metilesteraze na pektinske polisaharide muskatne tikve,
zakljuceno je da su intenziteti smanjenja molekulske mase i viskoznosti
bili skoro duplo ve¢i nego kod smanjenja ovih osobina nakon
modifikacije samostalnom endo-poligalakturonazom. Modifikacija
zdruZenim enzimima je dovela do dvostruko veceg povecanja ABTS
i gvozde(ll)-heliraju¢e aktivnosti kod svih ispitivanih pektinskih
polisaharida nego Sto je bio slucaj nakon modifikacije samostalnom
endo-poligalakturonazom. Najvele povecanje je primeceno nakon
modifikacije kiselo ekstrahovanog pektinskog polisaharida; 4,2 i 44
puta su povecane antioksidativna, i Fe?*-helirajuca aktivnost, redom.




Pored toga, ispitan je i potencijal kiselo ekstrahovanog pektinskog
polisaharida muskatne tikve za pripremu kompleksnih koacervata sa
ovalbuminom i Zelatinom. Prinos koacervacije je bio veci sa Zelatinom
nego sa ovalbuminom. Koacervati sa Zelatinom su imali do 3 puta veéu
mehanicku stabilnost od koacervata sa ovalbuminom, ali je njihova
stabilnost u simuliranim gastrointestinalnim uslovima bila dva puta
manja od stabilnosti koacervata sa ovalbuminom.
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This doctoral dissertation investigated the possibility of using
butternut squash (Cucurbita moschata) to obtain highly valuable pectic
polysaccharides. Pectic polysaccharides were obtained by conventional
acid extraction, enzyme-assisted acid extractions and enzymatic
extractions, and subsequently characterized. In general, the yield of
pectic polysaccharide, compared to conventional acid extraction (60.6
mg/g ), was increased when the acid step was preceded by enzymatic
treatment. On the other hand, yields of enzymatic extractions were
Abstract in English similar or lower compared to the acid extraction. The highest extraction
language: yield (104.4 mg/g ) was obtained after acid extraction assisted by
xylanase, cellulase and amylase.

With the use of enzymes for the extraction of butternut squash
pectic polysaccharides, it was possible to obtain up to 3 times higher
galacturonic acid content than in conventional acid extraction; the
highest galacturonic acid content was determined in the sample
obtained in amylase-assisted acid extraction (84.4 g/100 g). The same
was true for the content of homogalacturonan, and the opposite for
rhamnogalacturonan-I. After the degree of methoxylation was
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determined, all pectic polysaccharides, except the acid-extracted
one, were classified as low methoxylated pectins. The application of
acid in the extraction of pectic polysaccharides from butternut squash
had a negative effect on the content of total phenols, antioxidant and
iron(II)-chelating activities. The highest content of total phenols was
determined in the sample extracted with cellulase and xylanase (1.16
mg FK/g). In-vitro antioxidant activity was the highest in the sample
extracted with cellulase, xylanase and amylase (2.42 mM TE/100 g),
and the highest Fe?*-chelating activity in the sample extracted with
amylase (2.13 mM EDTA/100 g). By measuring the molar mass, it
was determined that the acid-extracted pectic polysaccharides were
more prone to aggregation in their solution and that the enzymatically
extracted samples on average had lower molar mass than the acid
extracted samples. The viscosity of pectic polysaccharides was more
affected by the type of enzyme used for extraction than whether acid
was used for that purpose; the highest viscosity was measured in
samples obtained with the help of amylase. The solubility of pectic
polysaccharides was the highest among all pectic polysaccharides
where xylanase and cellulase were used in the enzymatic extraction
step (more than 77%).

Additionally, pectic polysaccharides isolated by different
extraction techniques were subjected to modifications with endo-
polygalacturonase and pectin-methylesterase (individually or
combined) to obtain pectic polysaccharides and oligosaccharides
with changed characteristics and properties. Determination of the
Michaelis-Menten constant of endo-polygalacturonase showed that
this enzyme had the highest affinity for the samples extracted with the
use of acid; endo-polygalacturonase showed the highest affinity for the
pectic polysaccharide obtained in amylase-assisted acid extraction (K,
= 13.3 mg/mL), which was in accordance with the greatest decrease
in Mw and viscosity of samples extracted in this way. Modification by
endo-polygalacturonase had a positive effect on increasing antioxidant
and Fe?*-chelating activity.

Modification with pectin-methylesterase led to de-esterification
of all pectic polysaccharides; the degree of methoxylation in most
samples was reduced 3.5 times on average. After modification with
this enzyme, molar mass and viscosity increased in most samples,
and the greatest intensity of these changes was observed in samples
obtained without the use of acid. The antioxidant activities of pectin-
methylesterase-modified pectic polysaccharides were higher than
those of the corresponding unmodified samples, with the greatest
change in the sample extracted in conventional acid extraction where
this activity doubled.

After examining the effect of the combined action of endo-
polygalacturonase and pectin-methylesterase on pectic polysaccharides
from butternut squash, it was concluded that the intensity of reduction
in molar mass and viscosity was almost twice as high as the reduction
of these properties after modification with endo-polygalacturonase
alone. Modification with combined enzymes led to two-fold increases
in ABTS and iron(Il)-chelating activities of all modified pectic
polysaccharides than the increases observed after modification with
endo-polygalacturonase alone. The greatest increase was observed
after the modification of acid-extracted pectic




polysaccharide; antioxidant and Fe?*-chelating activity increased 4.2
and 44 times, respectively.

Furthermore, the potential of acid-extracted pectic polysaccharide
from butternut squash to be used for the preparation of complex
coacervates with ovalbumin and gelatin was also investigated. The
yield of coacervation was higher with gelatin than with ovalbumin.
Also, coacervates with gelatin had up to 3 times greater mechanical
stability than coacervates with ovalbumin, but their stability in
simulated gastrointestinal conditions was two times lower than the
stability of coacervates with ovalbumin.
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Rezime

Interesovanje za pronalaZenje novih, alternativnih izvora pektinskih polisaharida kontinualno
raste kao posledica sve veCe potraznje za ovim biopolimerom na trziStu. Komercijalno dostupni
pektini su gotovo iskljucivo ekstrahovani iz kore citrusa, jabucnog tropa i izluZenih rezanca Seéerne
repe. U isto vreme, sa porastom svesti o odrzivosti i ekoloskoj prihvatljivosti, raste i potreba za ¢eS¢om
i rasprostranjenijom primenom ,,zelenih” tehnika u industriji. S obzirom da se pektinski polisaharidi
konvencionalno dobijaju kiselim ekstrakcijama koje generiSu velike koliCine toksi¢nih efluenata,
za cilj dobijanje i karakterizaciju visokovrednih pektinskih polisaharida iz muskatne tikve (Cucurbita
moschata) koja predstavlja njihov manje istraZen izvor. Pored konvencionalne kisele ekstrakcije,
koji su kori$¢eni samostalno ili kao pretretman koji je pratila kisela ekstrakcija. U ekstrakcijama su
koriS¢ene celulaza, ksilanaza, amilaza i proteaza.

Dobijeni rezultati su pokazali da je bilo moguce povecati prinos pektinskog polisaharida kada
kiseloj ekstrakciji prethodi enzimski tretman ili ¢ak dobiti sli¢an prinos kada se za ekstrakciju koriste
ksilanaza i celulaza bez naknadnog koraka ekstrakcije kiselinom. Razli¢ite tehnike ekstrakcije su
rezultirale razli¢itim hemijskim sastavima pektinskih polisaharida. Upotrebom enzima za ekstrakciju
pektinskih polisaharida muskatne tikve je bilo moguce dobiti i do 3 puta veéi sadrzaj galakturonske
kiseline nego konvencionalnom kiselom ekstrakcijom, a samim tim je i sadrzaj homogalakturonana
kod uzoraka dobijenih enzimski potpomognutim ekstrakcijama bio ve¢i. Takode, svi enzimski
ekstrahovani pektinski polisaharidi su se, za razliku od kiselo ekstrahovanog, mogli uvrstiti u
visokometoksilovane pektine. Primena enzima u ekstrakciji je uticala i na molarne mase pektinskih
polisaharida; molarne mase prvih molekulskih frakcija enzimski ekstrahovanih uzoraka, eluiranih
sa kolone za gel-permeacionu hromatografiju visokih performansi, su bile vece nego kod onih
ekstrahovanih pomoc¢u Kkiseline, dok su kiselo ekstrahovani pektinski polisaharidi u svojim rastvorima
imali viSe agregata. Odredivanjem sadrzaja ukupnih fenola, antioksidativne i gvozde(II)-helirajuce
aktivnosti je utvrdeno da je primena enzima u ekstrakciji imala pozitivan uticaj na ove osobine, pri
¢emu su najveée vrednosti pokazali enzimski ekstrahovani uzorci. Na viskoznost i rastvorljivost
pektinskih polisaharida su ve¢i uticaj imali enzimi primenjeni za ekstrakciju, nego to da li je u te



svrhe koriS¢ena kiselina. Veca viskoznost je izmerena kod pektinskih polisaharida za cije je dobijanje
korisS¢ena amilaza, dok je rastvorljivost pektinskih polisaharida bila ve¢a kod svih pektinskih
polisaharida kod kojih su u enzimskom koraku ekstrakcije koris¢ene ksilanaza i celulaza.

U isto vreme, dostupna literatura ukazuje na sve vece napore koji se ulazu u modifikaciju
pektina u cilju dobijanja pektinskih polisaharida i oligosaharida drugacijih, odnosno poboljSanih
karakteristika i svojstava u odnosu na nemodifikovane uzorke. U ovoj disertaciji, pektinolitic¢ki enzimi
endo-poligalakturonaza i pektin-metilesteraza su koris¢eni samostalno ili zdruzeno za modifikaciju
pektinskih polisaharida muskatne tikve uz pracenje karakteristika i svojstava novonastalih
modifikovanih produkata relevantnih za njihovu primenu. Endo-poligalakturonaza je pokazala najveci
afinitet ka uzorcima dobijenim u enzimski potpomognutim kiselim ekstrakcijama. U skladu sa tim su
i smanjenja molarne mase i viskoznosti bila najveca kod ovih pektinskih polisaharida. Modifikacija
endo-poligalakturonazom je takode uticala na povecanje in vitro antioksidativne aktivnosti i Fe?*-
helirajuc¢e aktivnosti u odnosu na ove aktivnosti kod nemodifikovanih pektinskih polisaharida.
Antioksidativna aktivnost je najvisSe povecana kod modifikovanih uzoraka koji su bili ekstrahovani
enzimski potpomognutim kiselim postupkom, dok je sposobnost heliranja jona gvozda u najvecoj
meri poboljsSana nakon modifikacije kiselo ekstrahovanog pektinskog polisaharida. Modifikacija
pektin-metilesterazom je dovela do deesterifikacije svih pektinskih polisaharida; najmanje smanjenje
stepena metoksilacije je primecéeno kod kiselo ekstrahovanog pektinskog polisaharida, dok je kod svih
ostalih uzoraka ovo smanjenje bilo podjednakih iznosa. Nakon modifikacije pektin-metilesterazom,
doslo je do povecanja molarne mase i viskoznosti svih modifikovanih pektinskih polisaharida, ali je
intenzitet ovih promena bio najveci kod enzimski ekstrahovanih uzoraka. In vitro antioksidativna
aktivnost pektin-metilesterazom modifikovanih pektinskih polisaharida je bila ve¢a od ove aktivnosti
odgovarajuc¢ih nemodifikovanih uzoraka; najvece povecanje primeceno je kod modifikovanog kiselo
ekstrahovanog pektinskog polisaharida. Dodatno, zdruzeno dejstvo endo-poligalakturonaze i pektin-
metilesteraze je u vecoj meri uticalo na karakteristike i svojstva svih modifikovanih pektinskih
polisaharida nego dejstvo samostalnih enzima. Smanjenja molarne mase i viskoznosti su bila skoro
duplo veca nego smanjenja ovih osobina nakon modifikacije samostalnom endo-poligalakturonazom,
pri ¢emu je zdruzeno dejstvo ova dva enzima u najvecoj meri uticalo na smanjenje Mw i viskoznosti
kod enzimski ekstrahovanih pektinskih polisaharida. Takode, povecanja antioksidativne i gvozde (II)-
helirajuce aktivnosti su bila ve¢a kod svih pektinskih polisaharida modifikovanih zdruzenim dejstvom
ova dva enzima, nego kada su oni koriS¢eni samostalno. Najvece promene ovih osobina su primecene
kod modifikovanog kiselo ekstrahovanog pektinskog polisaharida.

Pored svega navedenog, treba istaci da se fokus istraZivanja u poslednje vreme sve viSe usmerava
ka pektinskim polisaharidima kao gradivnim komponentama u kompleksnim koacervatima sa
proteinima, ponajviSe zbog veoma Siroke potencijalne primene ovakvih kompleksa. Ova disertacija
je ispitala potencijal kiselo ekstrahovanog pektinskog polisaharida muskatne tikve da zajedno sa
ovalbuminom ili Zelatinom gradi kompleksne koacervate. Prinos koacervacije je bio ve¢i kada je kao
polikatjonska komponenta koriS¢en Zelatin, nego ovalbumin, a takode su koacervati pripremljeni
sa Zelatinom pokazali i ve¢u mehanicku stabilnost. Velika mehanicka stabilnost nije znacila i veliku
stabilnost u simuliranim uslovima gastrointestinalnog trakta. Koacervati kiselo ekstrahovanog
pektinskog polisaharida i ovalbumina su pokazali ve¢u stabilnost u ovim simuliranim uslovima od
koacervata sa Zelatinom. Ovi rezultati ukazuju na veliki potencijal pektinskog polisaharida muskatne
tikve za pripremu kompleksnih koacervata sa potencijalnom primenom u ciljanoj dostavi aktivnih
supstanci.



Summary

Interest in finding new alternative sources of pectic polysaccharides continually increases due to
the growing market demand for this biopolymer. Commercially available pectins are almost exclusively
extracted from citrus peels, apple pomace and sugar beet pulp. At the same time, the need for more
frequent and widespread application of “green” technics in industry grows along with increasing
awareness of sustainability and environmental acceptability. Given that pectic polysaccharides are
conventionally obtained in acid extractions that generate large amounts of toxic effluents, replacing
this step with more environmentally friendly alternatives is preferable. This doctoral dissertation
aims to obtain and characterize high-value pectic polysaccharides from butternut squash (Cucurbita
moschata), a less explored pectin source. In addition to conventional acid extraction, pectic
polysaccharides were also obtained using enzymes, more environmentally friendly extraction agents,
which were applied alone or as a pre-treatment followed by acid extraction. Cellulase, xylanase,
amylase and protease were used in the extractions.

The obtained results showed that it was possible to increase the yield of pectic polysaccharides
when acid extraction is preceded by enzymatic treatment or even obtain similar yield when xylanase
and cellulase are used for extraction without a subsequent acid extraction step. Different extraction
techniques resulted in different chemical compositions of pectic polysaccharides. By using enzymes
for the extraction of pectic polysaccharides from butternut squash, it was possible to obtain up to
3 times higher galacturonic acid content than with conventional acid extraction, and therefore the
content of homogalacturonan in samples obtained by enzyme-assisted extractions was also higher.
All enzymatically extracted pectic polysaccharides, unlike the acid-extracted one, could be classified
as highly methoxylated pectins. The use of enzymes in the extraction also affected the molar mass of
pectic polysaccharides; Mw of the first molecular fractions of enzymatically extracted samples, eluted
from gel-permeation chromatography column, was higher than of those extracted with acid, while
acid-extracted pectic polysaccharides had more aggregates in their solutions. By determining the total
phenols content, antioxidant and iron(Il)-chelating activity, it was observed that the application of
enzymes for the extraction had a positive effect on these properties, with the highest values achieved
in the enzymatically extracted samples. The viscosity and solubility of pectic polysaccharides were
more influenced by the enzymes used for extraction than whether acid was used for those purposes.



Higher viscosity was measured in pectic polysaccharides obtained with the help of amylase, while the
solubility of pectic polysaccharides was higher in all samples in which xylanase and cellulase were
used in the enzymatic extraction step.

The available literature also indicates increasing efforts being made in pectin modification
in order to obtain pectic polysaccharides and oligosaccharides with different, namely improved
characteristics and properties compared to unmodified samples. In this dissertation, the pectinolytic
enzymes endo-polygalacturonase and pectin-methylesterase were used individually or together for
the modification of butternut squash pectic polysaccharides, while monitoring the characteristics and
properties of newly created modified products relevant to their application. Endo-polygalacturonase
showed the highest affinity for samples obtained in enzyme-assisted acid extractions. Accordingly,
the reductions in molar mass and viscosity were the greatest for those pectic polysaccharides.
Modification with endo-polygalacturonase also increased in-vitro antioxidant activity and Fe?-
chelating activity compared to these activities of unmodified pectic polysaccharides. The antioxidant
activity increased the most in modified samples extracted by an enzyme-assisted acid process, while
the iron chelating activity was improved to the greatest extent after the modification of the acid-
extracted pectic polysaccharide. Modification with pectin-methylesterase led to de-esterification of
all pectic polysaccharides; the smallest decrease in the degree of methoxylation was observed in acid-
extracted pectic polysaccharide, while in all other samples this decrease was the same. After pectin-
methylesterase modification, there was an increase in the molar mass and viscosity of all modified
pectic polysaccharides, but the intensity of these changes was the highest in enzymatically extracted
samples. In vitro antioxidant activities of pectin-methylesterase-modified pectic polysaccharides were
higher than the corresponding unmodified samples; the highest increase was observed in modified
acid-extracted pectic polysaccharide. Additionally, the joint action of endo-polygalacturonase and
pectin-methylesterase had a greater effect on the characteristics and properties of all modified pectic
polysaccharides than the action of individual enzymes. The reductions in molar mass and viscosity
were almost double the reduction in these properties after modification with endo-polygalacturonase
alone; the joint action of these two enzymes had the greatest effect on the reduction of Mw and
viscosity in enzymatically extracted pectic polysaccharides. Also, increases in antioxidant and iron(II)-
chelating activities were greater for all pectic polysaccharides modified by the combined action of
these two enzymes, than when they were used individually. The biggest changes in these properties
were observed in case of the modified acid-extracted pectic polysaccharide.

In addition to all that has been stated, it should be pointed out that the focus of research is
recently increasingly directed towards pectic polysaccharides as building components in complex
coacervates with proteins, precisely because of the very wide potential application of such complexes.
This dissertation investigates the potential of acid-extracted pectic polysaccharide from butternut
squash to form complex coacervates with ovalbumin or gelatin. The yield of coacervation was higher
when gelatin was used as a polycationic component than when ovalbumin was used, and coacervates
prepared with gelatin also showed greater mechanical stability. High mechanical stability did not
equal high stability in simulated gastrointestinal conditions. Coacervates of acid-extracted pectic
polysaccharide and ovalbumin showed greater stability under these simulated conditions than
coacervates with gelatin. These results indicate a great potential of the pectic polysaccharide from
butternut squash for the preparation of complex coacervates with potential application in the targeted
delivery of active substances.



Spisak skracenica i oznaka

A

A+K
ABTS
AceA
AG-I
AG-II
Api
Ara
AXC
AXC+K

B50
B80
BSA
DA
DHA
DM
DNS
b
EDTA
ePG
FK
Gal
GalA
GIT
Glc
GP-HPLC
HG
[EX-HPLC
K
KDO
KM
LVE
Man
Mn

Pektinski polisaharid dobijen u ekstrakciji amilazom

Pektinski polisaharid dobijen u amilazom potpomognutoj kiseloj ekstrakciji
2,2’-azino-bis(3-etilbenzotiazolin-6-sulfonska kiselina)

Acerna kiselina

Arabinogalaktan-I

Arabinogalaktan-II

Apioza

Arabinoza

Pektinski polisaharid dobijen u ekstrakciji celulazom, ksilanazom i amilazom
Pektinski polisaharid dobijen u celulazom, ksilanazom i amilazom potpomognutoj
kiseloj ekstrakciji

Pektinski polisaharid dobijen ekstrakcijom u fosfatnom puferu na 50 °C
Pektinski polisaharid dobijen ekstrakcijom u fosfatnom puferu na 80 °C
Albumin iz govedeg seruma

Stepen acetilacije

3-dezoksi-likso-2-heptulozarna kiselina

Stepen metoksilacije

3,5-dinitrosalicilna kiselina

Disperznost molarne mase

Etilendiamintetrasiréetna kiselina

Endo-poligalakturonaza

Ferulna kiselina

Galaktoza

Galakturonska kiselina

Gastrointestinalni trakt

Glukoza

Gel-permeaciona hromatografija visokih performansi
Homogalakturonan

Hromatografija visokih performansi sa izmenom jona

Pektinski polisaharid dobijen u Kiseloj ekstrakciji
3-dezoksi-mano-2-oktulozonska kiselina

Mihaelis-Mentenina konstanta

Linearni viskoelasti¢ni region

Manoza

Srednja molarna masa po brojnoj zastupljenosti



VI

Mp
Mw
NMP
pl
PME
RG-I
RG-II
Rha
RP-HPLC
SM
SSC
SZS
TE
VMP
XC
XC+K

XCP
XG
Xyl

Molarna masa pika

Srednja molarna masa po masenoj zastupljenosti

Niskometoksilovan pektin

[zoelektri¢na tacka

Pektin-metilesteraza

Ramnogalakturonan-I

Ramnogalakturonan-II

Ramnoza

Hromatografija visokih performansi na obrnutim fazama

Suva materija

Simulirani sok creva

Simulirani Zeluda¢ni sok

Troloks ekvivalenti

Visokometoksilovan pektin

Pektinski polisaharid dobijen u ekstrakciji celulazom i ksilanazom

Pektinski polisaharid dobijen u celulazom i ksilanazom potpomognutoj kiseloj
ekstrakciji

Pektinski polisaharid dobijen u ekstrakciji celulazom, ksilanazom i proteazom
Ksilogalakturonan

Ksiloza









1. Uvod

Pektinski polisaharidi predstavljaju veoma kompleksnu grupu biomolekula, prisutnu u ¢elijskom
zidu i srednjoj lameli biljaka. Prepoznatljivi su po visokom sadrzaju galakturonske kiseline koja
vezana u lanac €ini jedan od njegovih glavnih strukturnih domena (homogalakturonan). U ostalim
strukturnim domenima su, osim galakturonske kiseline, prisutne ksiloza (ksilogalakturonan), ramnoza,
arabinoza i galaktoza (ramnogalakturonan-I), kao i neki retki monosaharidi (ramnogalakturonan-II).
Pektinski polisaharidi se mogu podeliti na visokometoksilovane i niskometoksilovane prema sadrzaju
metoksilovanih karboksilnih grupa galakturonske kiseline.

Pektinski polisaharidi se nalaze u primarnom ¢elijskom zidu i srednjoj lameli biljaka gde imaju
gradivnu ulogu, pri ¢emu istovremeno utic¢u i na poroznost i naelektrisanje ¢elijskog zida. Pektinski
oligosaharidi imaju sposobnost da aktiviraju odbrambene mehanizme biljke, indukuju lignifikaciju
i akumulaciju proteaza inhibitora u biljnom tkivu. Sa druge strane, pektinski polisaharidi su, kako
pokazuju brojna istrazivanja, posebno znacajna grupa makromolekula s aspekta korisnih efekata na
ljudsko zdravlje; imaju antioksidativna svojstva, preporucuju se dijabeti¢arima jer smanjuju glikemijski
odgovor, sniZavaju nivo holesterola u krvi, mogu za sebe da vezuju jone teskih metala, stabilizuju krvni
pritisak, imaju imunoregulatorno delovanje, uspostavljaju normalnu funkciju intestinalnog trakta,
itd. Pored pozitivnog uticaja na zdravlje, pektinski polisaharidi svojim prisustvom u prehrambenim
proizvodima poboljSavaju njihova svojstva, izrazavajuéi svoje funkcionalne osobine. Pektinski
polisaharidi se dodaju hrani da promene njenu konzistenciju, teksturu, reologiju, kao i senzorske
karakteristike. Osim toga, pektinski polisaharidi imaju i velik ekonomski znacaj jer svetska potraznja
iz godine u godinu raste, pa je neophodno definisati nove, manje istraZene sirovine za dobijanje ovog
polisaharida.

Komercijalno, pektinski polisaharidi se dobijaju iz jabuke, citrusa i Se¢erne repe, dok muskatna
tikva (Cucurbita moschata) predstavlja nekonvencionalan i manje istrazen izvor ovog biomolekula.
Muskatna tikva, Cesto uzgajana sorta, bi mogla da pruzi odgovor na porast potraznje za pektinom sa
obzirom na njen jednostavan uzgoj, brz rast i razvoj biljke, kao i otpornost i toleranciju na Stetocine
i bolesti. Konvencionalno se za ekstrakciju pektina koriste kiseline, ali ovaj tip ekstrakcije ima
brojne nedostatke, prvenstveno u pogledu ekoloske prihvatljivosti i ekstremnih uslova postupka. Za
razliku od konvencionalne, enzimska ekstrakcija predstavlja ekoloski prihvatljivu tehniku kako zbog
netoksi¢nosti koriS¢enih enzima, tako i zbog blagih uslova ekstrakcije.



1. Uvod

Zbog izrazene kompleksnosti u sastavu i strukturi, u molekulima pektinskih polisaharida postoje
brojna mesta na kojima razli¢iti enzimi mogu da ispolje svoje delovanje. Rezultati ovih enzimskih
modifikacija ¢e zavisiti od primenjenog enzima ali i od karakteristika polaznog, nemodifikovanog
molekula. Kako su njihova svojstva u vezi sa molekulskom strukturom, na ovaj nacin je moguce
dobiti proizvode izmenjenih funkcionalnih i bioloskih osobina. Enzimi za modifikaciju pektinskih
polisaharida se mogu podeliti na one koji depolimerizuju molekul, kao i na one koji katalizuju
deesterifikaciju. Enzimi kao $to je poligalakturonaza razgraduju glavni niz pektinskog polisaharida,
oslobadajuc¢i pri tome duze ili kra¢e lance koji imaju znacCajno promenjene osobine u odnosu
na nemodifikovane pektinske polisaharide. S druge strane, pektin-metilesteraza deesterifikuje
karboksilne grupe galakturonske kiseline, menjajuéi na ovaj nacin svojstva pektinskih polisaharida
i uticuéi na osetljivost pektinskih polisaharida na razli¢ite jone. Enzimske modifikacije pektinskih
polisaharida muskatne tikve do sada nisu izucavane.

U isto vreme, interesovanje za pektinskim polisaharidima kao komponentama u kompleksima
sa proteinima sve vise raste, na Sta ukazuje sve veci broj objavljenih nau¢nih radova. Ovi polisaharidi
sa proteinima mogu da grade komplekse, prvenstveno usled elektrostatickih interakcija. Formirani
kompleksi su pronasli Siroku primenu u prehrambenoj i farmaceutskoj industriji, kao i u medicini jer
mogu da sluze kao nosaci za razlicite bioaktivne molekule ili da pobolj$avaju svojstva proizvoda u koje
se dodaju. Primena pektinskog polisaharida muskatne tikve u pripremi kompleksnih koacervata do
sada nije navodena u literaturi.

Cilj istrazivanja ove doktorske disertacije bilo je ispitivanje potencijala pektinskog polisaharida
izdvojenog iz muskatne tikve za dobijanje visokovrednih proizvoda. Pektinski polisaharidi su
ekstrahovani razli¢itim tehnikama iz muskatne tikve - konvencionalnom kiselom ekstrakcijom,
enzimskim ekstrakcijama, kao i enzimski potpomognutim kiselim ekstrakcijama. Dobijeni pektinski
polisaharidi razli¢itog sastava i strukture su okarakterisani u pogledu hemijskih, fizicko-hemijskih i
strukturnih karakteristika, a odredena su im i funkcionalna i bioloska svojstva.

Pektinski polisaharidiizdvojenirazlic¢itim ekstrakcionim tehnikama podvrgnuti sumodifikacijama
endo-poligalakturonazom i pektin-metilesterazom, u protokolima koji su podrazumevali njihovo
individualno ili sinergisticko delovanje. Dobijeni enzimski modifikovani pektinski polisaharidi su
okarakterisani s aspekta sagledavanja razlika u ishodu primenjenih modifikacija, kao i unapredenja
njihovih svojstava u odnosu na odgovarajuc¢e nemodifikovane biomolekule.

Pored toga, ispitan je i potencijal pektinskog polisaharida muskatne tikve za pripremu
kompleksnih koacervata sa proteinima. U tom smislu su odredene interakcije izmedu polisaharida i
proteina, kao i svojstva formiranih kompleksa.
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2.1. Pektin

Pektin je vaZna strukturna komponenta celijskog zida biljaka i verovatno najkompleksniji
makromolekul u prirodi [1]. Termin pektin je donekle obmanjuju¢ jer implicira da je re¢ o samo jednoj
vrsti molekula. Zapravo, pektin je zbirno ime za kompleksnu grupu oligosaharida i polisaharida koji
imaju zajednicka svojstva ali su ekstremno raznoliki u pogledu strukture i mogu se sastojati od ¢ak 17
razli¢itih monosaharida spojenih sa vise od 20 tipova veza. Ipak, ono $to im je zajednicko jeste to da u
njihov sastav ulazi velika koli¢ina galakturonske kiseline (GalA) [2,3].

2.1.1. Struktura pektina

Pektini predstavljaju heterogenu grupu oligo- i polisaharida sacinjenih od galakturonske kiseline
kao glavne gradivne jedinice; prema Organizaciji za hranu i poljoprivredu Ujedinjenih nacija (FAO),
pektin koji se koristi u prehrambenoj industriji mora da ima najmanje 65% GalA [4]. U zavisnosti od
porekla i zrelosti biljnog tkiva, hemijska struktura pektina moZe znacajno da varira. Njegovi glavni
strukturni domeni su homogalakturonan (HG), ksilogalakturonan (XG), ramnogalakturonan-I (RG-
I) i ramnogalakturonan-II (RG-II). U ostale gradivne elemente pektina koji ulaze u sastav glavnih
strukturnih domena spadaju i arabinan, arabinogalaktan-I (AG-I) i arabinogalaktan-II (AG-II) [2,5]
(slika 1).

2.1.1.1. Homogalakturonan

Homogalakturonan, koji se naziva jo$ i ,glatki” region, predstavlja linearni kostur molekula
pektina. Molekuli galakturonske kiseline su u ovom domenu pektina vezani a-1,4-glikozidnim vezama
[7]. GalA moZe biti metoksilovan na C-6 atomu ili acetilovan na 0-2 i/ili 0-3 poziciji [2]. Odnos metil
esterifikovanih i neesterifikovanih GalA predstavlja stepen metoksilacije (DM) pektina, dok odnos
acetilovanih i neacetilovanih GalA daje stepen acetilacije (DA). Na osnovu stepena metoksilacije,
pektini se mogu podeliti na visokometoksilovane (VMP, DM > 50%) i niskometoksilovane pektine
(NMP, DM < 50%). Metil esterifikacija pektina ima veliki uticaj na fizicka svojstva pektina; na primer,
manji DM povecava osetljivost pektina na umreZavanje sa jonima Ca* [8].
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Slika 1. Sematski prikaz strukture pektina (modifikovano prema Zdunek et al. [6])

2.1.1.2. Ksilogalakturonan

Kada su za lanac homogalakturonana {-1,3-glikozidnom vezom vezani pojedina¢ni molekuli
ksiloze (Xyl), onda se takav lanac naziva ksilogalakturonan i on se najc¢e$c¢e pronalazi u plodu i
semenkama biljaka. GalA u XG moze biti i metoksilovan i acetilovan, kako na nesupstituisanim
molekulima, tako i na GalA supstituisanim sa Xyl [2,5].

2.1.1.3. Ramnogalakturonan-I

Ramnogalakturonan-I zajedno sa ramnogalakturonanom-II ¢ini razgranati (,,Cupavi”) region
molekula pektina. RG-I sacinjavaju naizmenic¢ni molekuli galakturonske kiseline i ramnoze (Rha).
Na 0-4 poziciji u molekulu ramnoze mogu biti vezani razliciti neutralni Seceri [1]. Ovi bo¢ni lanci su
najcesce sacinjeni od galaktoze (Gal) i/ili arabinoze (Ara), koje se tu pronalaze i kao monomeri ali i
kao oligomeri i polimeri (arabinogalaktan i arabinan). Smatra se da GalA jedinice u RG-I mogu biti
metil esterifikovane, ali su u vecoj meri acetilovane [2].

Arabinan se sastoji od molekula arabinoze vezanih «a-1,5-glikozidnim vezama u glavnom
lancu koji je veoma supstituisan molekulima arabinoze vezanim a-1,2- i a-1,3-glikozidnim vezama.
Arabinogalaktan-I €ini glavni lanac -1,4 vezane galaktoze sa molekulima Ara supstituisanim na 0-3
pozicijama i sa molekulima Gal supstituisanim na 0-6 pozicijama. Osnovni lanac arabinogalaktana-
IT ¢ine molekuli Gal vezani (3-1,3-glikozidnim vezama sa boc¢im lancima sacinjenih od naizmenic¢nih
molekula Gal i Ara. Za AG-II je Cesto vezana i odredena koli¢ina proteina koja se ko-ekstrahuje zajedno
sa pektinom i koju je tesko odvojiti od AG-II domena [1,2].
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2.1.1.4. Ramnogalakturonan-II

Iako nosi ime ramnogalakturonan-II, osnovni lanac ovog domena molekula pektina je HG sa
kompleksnim bo¢nim lancima u ¢iji sastav, izmedu ostalog, ulaze i ovi retki monosaharidi: apioza
(Api), acerna kiselina (AceA), 3-dezoksi-likso-2-heptulozarna kiselina (DHA) i 3-dezoksi-mano-2-
oktulozonska kiselina (KDO). Rha ne ulazi u sastav glavnog lanca RG-II, ve¢ se moZe pronaci samo u
boc¢nim lancima [1]. GalA u RG-II moZe biti metoksilovan [2,3].

2.1.2. Mesto i uloga pektina u ¢elijskom zidu biljaka

Pektin se nalazi u srednjoj lameli i primarnom celijskom zidu mnogih biljaka, gde se deponuje u
ranim fazama Celijskog rasta. Njegova koncentracija je znacajno veca u srednjoj lameli sa postepenim
opadanjem koncentracije od primarnog Celijskog zida ka membrani citoplazme [9]. HG domen se
moze pronaci i u srednjoj lameli i u primarnom ¢elijskom zidu, dok su RG-I i RG-II prisutni samo u
primarnom celijskom zidu [1]. Na slici 2 je dat Sematski prikaz strukture ¢elijskog zida biljaka. Pektin
se u Celijskom zidu nalazi vezan za druge gradivne komponente (celuloza, hemiceluloza i protein) i
takav in situ pektinski polisaharid se naziva protopektin [10,11]. Smatra se da celijski zid sacinjava
osnovna struktura od celuloze i hemiceluloze ugradena u matricu medusobno prepletenih pektina [1].

— Srednja lamela

Hemiceluloza — e Primarni
—-2‘ [ Celijski zid

-\ e

S—
Celuloza _é

0000000000000000000000000000000 ~ | Auri
Celijska
| membrana

0000000000000 000000000000000000 |
Slika 2. Sematski prikaz strukture éelijskog zida visih biljaka

Uloga pektina u biljci je veoma raznolika. Primarno, on ucestvuje u izgradnji ¢elijskog zida koji
daje snagu i potporu biljkama a istovremeno omogucava celijskom zidu potrebnu dinamicnost.
Takode, pektin utiCe i na svojstva celijskog zida, kao $to su poroznost, povrSinsko naelektrisanje i
pH, pa je zato vaZan za transport jona u Celijskom zidu. Pektinski oligosaharidi imaju sposobnost da
aktiviraju odbrambene odgovore biljke, Sto izaziva akumulaciju fitoaleksina koji ima Sirok spektar
antimikrobne aktivnosti, kao i da indukuju lignifikaciju i akumulaciju proteaza-inhibitora u biljnom
tkivu [2]. Pektin u biljnom ¢elijskom zidu ima i vaznu ulogu tokom sazrevanja ploda, a znacajno utice
i na teksturu i kvalitet vo¢a i povréa tokom njihovog skladistenja [3].
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2.1.3. Primena pektina i njegov uticaj na zdravlje

Pektin se Cesto koristi kao sastojak u mnogim prehrambenim proizvodima (u evropskoj listi aditiva
nosi oznaku E440). Njegova uloga u prehrambenim proizvodima je raznolika: sluzi kao sredstvo za
geliranje, zguSnjavanje, emulgovanje i stabilizaciju dZemova, konditorskih proizvoda, fermentisanih
mlec¢nih proizvoda i sladoleda [3,12]. Poslednjih godina, dosta se radilo na razvoju jestivih filmova ili
omotaca koje imaju ulogu pakovanja hrane. Pektin se pokazao kao dobra komponenta ovakvih filmova/
omotaca zbog cega se sve CeSce ispituje za ove svrhe [12]. Dodatno, pektin je pronasao primenu i
u farmaceutskoj industriji kao komponenta u nosa¢ima sa ciljanom dostavom lekova ili bioaktivnih
supstanci [13]. Takode se pektin moze ubrojati u polisaharide koji unapreduju ljudsko zdravlje. On
spada u dijetetska i prebiotska vlakna, pokazuje imunoregulatorno, antiinflamatorno, antibakterijsko,
antitumorsko, antidijabetsko, hipoglikemijsko, hipolipemijsko i antioksidativno dejstvo te je sve ¢eSce
komponenta funkcionalne hrane [14].

2.2. Pektinski polisaharidi muskatne tikve

Uobicajeni i naj¢esce korisceni izvori komercijalnog pektina su kore citrusa, jabucni trop i izluzeni
rezanci Secerne repe u kojima je on prisutan u velikim koli¢inama [9,15]. Globalna godis$nja potrosnja
pektina je 2003. godine iznosila oko 45000 t [3],a 2018. ¢ak 74000 t [16]. Sa projektovanim porastom
u potraznji na trzistu od 6,5% na godi$njem nivou [17], potrebno je prepoznati i bolje iskoristiti nove
izvore pektina koji bi potencijalno zadovoljili ovu rastu¢u potraznju. Poslednjih godina, ispitivani su
mnogi nekonvencionalni izvori ovog polisaharida, kao $to su kora banane, ljuske kakao ploda, kora
lubenice, koren cikorije, plod bundeve, itd. [15,18]. Pored navedenih izvora, muskatna tikva (Cucurbita
moschata, slika 3), Cesta sorta tikve koja se uzgaja Sirom sveta, predstavlja jos jedan alternativni izvor
pektina. GodiSnja svetska produkcija tikvi i bundeva je za 2020. godinu iznosila skoro 28 t, od cega
je 4,9 t uzgojeno u Evropi [19]. Muskatna tikva bi mogla da bude odgovor na povecanu potraznju za
pektinom sa obzirom na njen relativno jednostavan uzgoj, brz rast i razvoj biljke, kao i otpornost i
toleranciju na Stetocine i bolesti [20,21].

Slika 3. Muskatna tikva (Cucurbita moschata) [22]
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2.2.1. Hemijski sastav pulpe muskatne tikve

Hemijski sastav mezokarpa muskatne tikve je dat u tabeli 1. U pulpi muskatne tikve je u najvecoj
meri prisutna voda (79% do 93%) [23]. Dodatno, pulpa muskatne tikve je bogata vlaknima (viSe
nerastvorljivih nego rastvorljivih vlakana), skrobom i proteinima, dok je sadrzaj lipida u njoj relativno
nizak. Iako je dijetetska vlakna moguce podeliti na viSe nacina, u literaturi je najce$c¢a podela prema
njihovoj rastvorljivosti u vodi. U nerastvorljiva dijetetska vlakna ubrajaju se celuloza, hemiceluloza,
lignin, dok su rastvorljiva vlakna pektin, 3-D-galaktan, galakto- i glukomanani [24,25]. Pored toga
Sto se najCesSce ubraja u rastvorljiva dijetetska vlakna, pektin moZze sadrzati i odredenu koli¢inu u
vodi nerastvorljivih pektinskih supstanci, te se stoga jedan njegov deo moze uvrstiti i u nerastvorljiva
dijetetska vlakna [24]. Sadrzaj pektina u pulpi muskatne tikve se krec¢e od 7,3% do 10% (u odnosu
na suvu materiju (SM)) [21,26]. Dodatno, visok sadrzaj (racunato u odnosu na SM) celuloze (7,2 do
16,3%) i hemiceluloze (4,5 do 29,2%) je takode izmeren u razli¢itim sortama bundeve (Cucurbita
maxima) [27]. Muskatna tikva je takode bogata razli¢itim nutritivnim i bioaktivnim jedinjenjima kao
Sto su fenolna jedinjenja, flavonoidi, vitamini (ukljuCujudi vitamine A, B,, C i E), karotenoidi i minerali
[21].

Tabela 1. Literaturni podaci o sadrzaju vlage, dijetetskih viakana (ukupna, rastvorljiva i nerastvorljiva),
skroba, proteina, masti i pepela u mezokarpu muskatne tikve

Sadrzaj’ (%) Referenca
Vlaga 79,0 - 93,0 [23]
Ukupna dijetetska vlakna 19,1-30,0 [20,21,28]
Rastvorljiva dijetetska vlakna 4,0 [21]
Nerastvorljiva dijetetska vlakna 15,6 [21]
Skrob 14,8-22,5 [20]
Proteini 7,2-17,3 [20,28]
Lipidi 08-2,0 [20,21]
Pepeo 8,9-15,6 [20,21,28]

“ sadrzaj vlage je izrazen u odnosu na vlaznu materiju, a svi ostali parametri u odnosu na suvu materiju

2.2.2. Prinos i karakteristike pektinskih polisaharida muskatne tikve

Prinosi pektinskih polisaharida ekstrahovanih iz muskatne tikve koji su dostupni u literaturi su
prikazani u tabeli 2. Literaturne vrednosti prinosa se krecu u opsegu od 21 do 71 mg/g, i u velikoj
meri zavise od primenjenog tipa ekstrakcije [29-32].

Tabela 2. Literaturni podaci o prinosu pektinskog polisaharida muskatne tikve

Tip ekstrakcije Prinos (mg/g,, ) Referenca
Kisela 21-69 [29,30]
Enzimska 43-71 [31,32]
Pufer pH 5,2 30 [31]

Karakteristike pektinskih polisaharida ekstrahovanih na razli¢ite nacine iz muskatne tikve koje
su dostupne u literaturi su prikazane u tabeli 3. Sadrzaj galakturonske kiseline u ekstrahovanim
pektinskim polisaharidima veoma varira i krece se izmedu 23% i 78,1% [30-32]. Fissore et al. [30] su
ekstrahovali pektinske polisaharide sa visokim sadrzajem skroba (12,4 - 37,4%), a sadrzaj proteina

9
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se prema literaturi krece od 2,2% do 7,5% [30-32]. Sadrzaj neutralnih Secera se krece od 4,9% do
59,6%, pri cemu pektinski polisaharidi muskatne tikve u svom sastavu generalno imaju vise ramnoze,
galaktoze, glukoze (Glc) i arabinoze nego manoze (Man) i ksiloze [30-33]. Kod pektinskih polisaharida
muskatne tikve, utvrdeno je i prisustvo ferulne kiseline (FK) 0,1% [34]. Po stepenu metoksilacije, neki
autori su ovaj polisaharid uvrstili u visokometoksilovane pektinske polisaharide sa DM ve¢im od 50%
(50-83,1%) [31,35], dok su dostupni i podaci zbog kojih ga je moguce ubrojati i u niskometoksilovane
pektinske polisaharide (DM 16,8 - 39,3%) [30]. Generalno, stepen acetilacije pektinskih polisaharida
muskatne tikve je nizak (1,7 - 16,9%) [30,31].

Tabela 3. Literaturni podaci o sadrZaju galakturonske kiseline, skroba, proteina, neutralnih Secera,
stepenima metoksilacije i acetilacije i molarnim masama pektinskih polisaharida muskatne tikve

Tip ekstrakcije Vrednost Referenca

Kisela 23,0-41,0 [30]

GalA” Enzimska 39,0-78,1 [31,32]
Pufer pH 5,2 75,3 [31]
Skrob” Kisela 12,4 -37,4 [30]
Kisela 2,2-3,4 [30]

Protein” Enzimska 33-75 [31,32]
Pufer pH 5,2 3,2 [31]

Kisela 22,3-59,6 [30,33]

Neutralni Seéeri” Enzimska 10,8 - 49,0 [31,32]
Pufer pH 5,2 4,9 [31]

Kisela 16,8 -39,3 [30,33]

DM™ Enzimska 54,2 -83,1 [31,32]
Pufer pH 5,2 50,0 [31]
Kisela 1,7-3,1 [30]
DA™ Enzimska 12,5-16,9 [31]
Pufer pH 5,2 13,2 [31]
Molarna masa™ Kisela 950 [29]

Enzimska 19-793 [32,34]

“izrazeno kao % (m/m)
“izraZeno kao %, (n/n, mol metoksi (DM) ili acetil (DA) grupa u 100 mol GalA)
“"izraZeno u kDa

Molarne mase pektinskih polisaharida muskatne tikve u literaturi znatno variraju. De Souza et al.
[29] su pokazali da je pektinski polisaharid imao samo jednu molekulsku frakciju i da je njena molarna
masa 950 kDa, dok su Fissore et al. [32] detektovali viSe frakcija razli¢itih molarnih masa u opsegu od
19 kDa do 793 kDa.

Fissore et al. [32] su pokazali da velika ve¢ina GalA (visSe od 90%) prisutnog u enzimski
ekstrahovanom pektinskom polisaharidu muskatne tikve ulazi u sastav homogalakturonana.
Takode je, i u kiselo i u enzimski ekstrahovanom pektinskom polisaharidu muskatne tikve, prisutan
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i ramnogalakturonan-I sa arabinanom i arabinogalaktanom u boc¢nim nizovima [30,32]. Pored
ovih struktura koje uobicajeno ulaze u sastav pektinskih polisaharida, prisutne su i neke koli¢ine
galaktomanana i skroba koji se ekstrahuju zajedno sa pektinom [30].

Naelektrisanje molekula pektina zavisi od sadrzaja galakturonske kiseline koja u svom sastavu
ima negativno naelektrisane karboksilne grupe i od stepena esterifikacije tih grupa. Ova osobina
znatno utice na jonske interakcije naelektrisanih molekula koje imaju uticaj na njihovo ponasanje
u rastvorima, kao i na fizicko-hemijska svojstva [36]. Dodatno, zbog ove osobine, pektini mogu lako
da stupaju u interakcije sa suprotno naelektrisanim jonima i makromolekulima [37,38]. Upravo zbog
prisutnih neesterifikovanih karboksilnih grupa, bundevin (C. maxima) pektin predstavlja anjonski
polielektrolit i ponasa se kao slaba kiselina [36,39].

Razlike u karakteristikama koje se pronalaze u literaturi mogu biti posledica razli¢itih tehnika
ekstrakcije, zrelosti ploda i uslova kultivacije [12,40].

2.2.3. Svojstva pektinskih polisaharida muskatne tikve

Svojstva pektinskih polisaharida su vazna jer se direktno odrazavaju na njihovu primenu. Zbog
svojih funkcionalnih osobina, pektinski polisaharidi u hrani menjaju njenu teksturu, konzistenciju,
reologiju, kao i senzorske karakteristike. Osim toga, bioloSka svojstva pektinskih polisaharida
doprinose i povecanju nutritivne vrednosti prehrambenih proizvoda u kojima se nalaze [31]. Razlicita
svojstva pektinskih polisaharida su u daljem tekstu grupisana u tri celine: hidratantna, reoloska i
bioloska svojstva.

2.2.3.1. Hidratantna svojstva

Hidratantna svojstva pektinskih polisaharida muskatne tikve su u direktnoj vezi sa njihovim
funkcionalnim osobinama i nutritivnom vrednos¢u, te su stoga Cesto ispitivana u literaturi [41]. U
hidratantna svojstva se, izmedu ostalog, ubrajaju rastvorljivost i kapacitet zadrzavanja vode.

Na osnovu rastvorljivosti, dijetetska vlakna se dele na rastvorljiva i nerastvorljiva, a pektin se
zbog svoje dobre rastvorljivosti ubraja u rastvorljiva vlakna. Ovakva vlakna, koja su odmah spremna
za fermentaciju u gastrointestinalnom traktu (GIT), pospesuju rast intestinalne mikroflore. Pektinski
polisaharidi muskatne tikve su veoma rastvorljivi u vodi, pri cemu je ova njihova osobina ranije samo
opisno okarakterisana [32,35].

Kapacitet zadrzavanja vode predstavlja sposobnost pektinskih polisaharida da za sebe vezuju
odredenu koli¢inu vode slabim vezama, bez primene spoljasnje pokretacke sile. Koli¢ina vode koju
je pektin sposoban da vezZe zavisi od njegovih hemijskih, fizickih i strukturnih karakteristika. Ovo je
vazno svojstvo za ishranu ljudi jer utiCe na intestinalnu peristaltiku i povecanje zapremine stolice,
a ukazuje i na potencijalnu primenu ovih polisaharida kao sredstava za zgu$njavanje i povecanje
zapremine u prehrambenoj industriji [41,42]. Kapacitet zadrzavanja vode pektina ekstrahovanog iz
bundeve (C. maxima) je relativno nizak bez obzira da li je pektin poticao iz pulpe (2,5 g vode po g
pektina) ili iz kore bundeve (2,3 - 2,7 g/g) [43].
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2.2.3.2. Reoloska svojstva

ReoloSka svojstva polimera su vazna za njihovu primenu u prehrambenim proizvodima i
formulacijama. Ove osobine u velikoj meri zavise od karakteristika polimera, kao $to su molarna
masa, naelektrisanje, veli¢ina i oblik molekula, ali i od spoljasnjih faktora, kao Sto su pH, koncentracija,
temperatura, prisustvo Secera i soli [44-46]. Poseban znacaj za prehrambenu industriju imaju
viskoznost, sposobnosti zgu$njavanja, geliranja i umreZavanja.

Viskoznost je mera opiranja nekog fluida proticanju i ova osobina je veoma vazna kod pektinskih
polisaharida jer uti¢e na njihovo ponasanje i primenu u industriji. Oni se zbog svoje velike viskoznosti
Cesto Kkoriste u razli¢itim prehrambenim proizvodima za poboljSavanje teksture i karakteristika
proticanja [45].

Geliranje podrazumeva formiranje trodimenzionalne mreze sacinjene od molekula polimera sa
rastvaracem koji je fizicki zarobljen unutar ove strukture. Gel se odrzava u ovom stanju pomocu brojnih
slabih veza, kao $to su elektrostaticke interakcije i vodoni¢ne veze. Mehanizam geliranja pektinskih
polisaharida u najvecoj meri zavisi od njihovog stepena metoksilacije. Gelovi NMP se formiraju izmedu
karboksilnih grupa dva razli¢ita lanca pri ¢emu oni stupaju u jonske veze sa dvovalentnim jonima,
najcesc¢e Ca?*. Ovakvi gelovi imaju veliku mehanicku stabilnost i izrazenu pseudoplasti¢nost. VMP
formiraju gelove na niskim pH u prisustvu velike koncentracije Secera. Gelovi VMP su stabilni usled
prisustva vodoni¢nih veza i hidrofobnih interakcija medu metil estrima i potrebna je veca sila da bi se
narusila struktura ovih nego NMP gelova [37]. Sa druge strane, pektini su sposobni i da se umrezavaju
formiranjem uronil estara unutar svojih HG domena [1,2] ili formiranjem feruloil estara [2,9].

Rastvori pektinskih polisaharida muskatne tikve pokazuju smanjenje viskoznosti sa porastom
primenjene sile smicanja, $to je karakteristi¢no za pseudoplasti¢ne fluide [29,31,32]. Ovakvi fluidi su
posebno znacajni za kvalitet i teksturu tecnih i polute¢nih prehrambenih proizvoda [35]. Fissore et al.
[35] su zakljucili da pektinski polisaharidi ekstrahovani iz muskatne tikve pokazuju zadovoljavajuci
kapacitet zguSnjavanja koji bi mogao biti koristan u razli¢itim prehrambenim formulacijama. Takode,
nemetoksilovane karboksilne grupe niskometoksilovanih pektinskih polisaharida muskatne tikve
ostvaruju veze sa jonima Ca®*" i formiraju gelove [29], dok kod visokometoksilovanih pektinskih
polisaharida u prisustvu saharoze dolazi do povecéanja viskoznosti, ali ne i do formiranja gelova [34].

2.2.3.3. BioloSka svojstva

Pektinski polisaharidi su bioloski veoma aktivna jedinjenja $to se ogleda u njihovim raznovrsnim
svojstvima (antioksidativno, imunoregulatorno, antiinflamatorno, hipoglikemijsko, antibakterijsko,
antitumorsko, itd.) [14].

Antioksidativna aktivnost predstavlja sposobnost uklanjanja slobodnih radikala koji predstavljaju
opasnost po zdravlje ljudi. Slobodni radikali u normalnim okolnostima upravljaju rastom ¢elija i
potiskuju bakterije i viruse, ali u velikim koli¢inama izazivaju oStecenje ¢elija [47]. Zbog svoje izrazene
antioksidativne aktivnosti, pektinski polisaharidi su pogodni za uklju¢ivanje u funkcionalnu hranu
i lekove kao antioksidansi [14]. Bundevin (C. maxima) pektin ispoljava izuzetnu antioksidativnu
aktivnost odredenu i u in vitro i u in vivo eksperimentima [39,48,49].

Dodatno, pektinski polisaharidi imaju sposobnost heliranja dvovalentnih jona metala $to je od
velikog znacaja za terapiju u slucaju trovanja teskim metalima [50,51]. Reakcija heliranja podrazumeva
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vezivanje jona metala kao centralnog liganda u kompleksu koji nastaje sa pektinom. Dvovalentno
gvozde predstavlja odlican primer metala kojem su ljudi svakodnevno izloZeni. lako je ljudskom telu
potrebna odredena koli¢ina gvozda, visSak ovog metala moZe biti veoma toksic¢an. Antioksidansi, kao
$to je i sam pektin, imaju sposobnost heliranja Fe** zbog prisustva funkcionalnih grupa koje mogu da
vezuju metale [51]. Znatna gvozde(Il)-heliraju¢a aktivnost je odredena kod pektina iz bundeve (C.
maxima) [48].

2.3. Ekstrakcija pektina

Ekstrakcija pektina iz biljnog materijala podrazumeva dva koraka; prvo je potrebno hidrolizovati
celijski zid i protopektin (korak hidrolize) a zatim se tako osloboden pektin solubilizuje u ekstrakcioni
medijum (korak solubilizacije) [10]. Konvencionalno se kao agens za razgradnju celijskog zida
i oslobadanje pektina koriste kiseline, ali kisela ekstrakcija ima i svoje nedostatke, prvenstveno
u pogledu ekoloske prihvatljivosti. Zbog toga se za hidrolizu celijskog zida sve ceS¢e primenjuju
nove ,zelene” ekstrakcione tehnike kao S$to su enzimske ekstrakcije ili ekstrakcije potpomognute
ultrazvukom ili mikrotalasima [15,52].

2.3.1. Kisela ekstrakcija pektina

Kiseline su efikasni agensi za ekstrakciju pektina jer razgraduju veze kojima je pektin vezan za
celijski matriks biljnog materijala pri ¢emu najceS¢e rezultiraju veoma visokim prinosima. Prisustvo
velike koncentracije vodonikovih jona stimuliSe hidrolizu celijskog zida i protopektina pri tome
oslobadaju¢i pektin [52]. Na prinos, karakteristike i svojstva kiselo ekstrahovanog pektina utice i
izborijacina koris¢ene Kkiseline. Najcesce se za ekstrakciju pektina koriste hlorovodoni¢na, sumporna,
azotna, fosforna (neorganske), kao i sir¢etna i limunska kiselina (organske) [52,53]. Od navedenih,
hlorovodonicna kiselina se izdvaja kao ekstragens koji daje najve¢i prinos [15,52]. Sa druge strane,
konvencionalna kisela ekstrakcija ima i svoje nedostatke, kao Sto su gubitak lako isparljivih jedinjenja,
povecéanje troSkova proizvodnje zbog neophodnih koraka tretmana otpadnih tokova kako bi se
zadovoljili ekoloski zahtevi, zatim degradacija pektina u ekstremnim uslovima ekstrakcije, itd. [15].

Tabele 2 i 3 prikazuju podatke o prinosu i karakteristikama pektinskih polisaharida muskatne
tikve ekstrahovanih primenom kiselina. Prinos ovako ekstrahovanog pektina je varirao od 21 do 69
mg/g,,, sa malim sadrzajem GalA (23 - 41%), a velikim sadrZajem neutralnih Secera (22,3 - 59,6%) i
skroba (12,4 - 37,4%) [29,30,33]. Takode, kiselo ekstrahovani pektini muskatne tikve su imali niske
stepene metoksilacije i acetilacije [30,33].

2.3.2. Enzimska ekstrakcija pektina

Kisela ekstrakcija generise velike koli¢ine otpadnih tokova koje je neophodno adekvatno tretirati
pre ispustanja u zivotnu sredinu. Za razliku od ovog, konvencionalnog, tipa ekstrakcije, enzimska
ekstrakcija je ekoloski prihvatljivija tehnika kako zbog netoksi¢nosti koriS¢enih enzima, tako i zbog
blagih uslova postupka [32,54,55]. Dodatno, odgovaraju¢im izborom enzima moguce je ekstrahovati
pektin bez njegove degradacije, kao i eliminisati koroziju opreme do koje dolazi usled ekstremnih
uslova konvencionalne ekstrakcije [15]. Uloga enzima u koraku ekstrakcije pektinskog polisaharida
iz biljnog materijala moze biti viSestruka. Prvenstveno, odgovaraju¢i enzimi hidrolizuju komponente
celijskog zida (celuloza, hemiceluloza, protein) i na taj na¢in omoguéavaju ekstrakciju pektina [11,32].
Sa druge strane, ciljanim izborom enzima moguce je dobiti pektin koji je preciS¢eniji od pratecih
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jedinjenja koja se mogu ekstrahovati zajedno sa pektinskim polisaharidima (skrob) [56,57].1konacno,
primenom pektinolitickih enzima koji ve¢ u koraku ekstrakcije modifikuju pektin, moguce je dobiti
pektine Zeljenih karakteristika [11,58]. Najveéi nedostaci ovog tipa ekstrakcije pektina jesu visoka
cena enzima, kao i potencijalne poteSkoce pri prenoSenju enzimskog procesa sa laboratorijskog na
industrijski nivo [15].

Enzimi koji u literaturi ¢esto pronalaze primenu u ekstrakciji pektinskih polisaharida su celulaze,
ksilanaze i hemicelulaze, proteaze i amilaze [15]. Ksilanaze katalizuju hidrolizu ksilana i na ovaj nac¢in
dovode do razgradnje hemiceluloze koja ¢ini jednu od glavnih komponenti celijskog zida biljaka.
Celulaze su enzimi koji katalizuju hidrolizu celuloze. Celulaze, ksilanaze i hemicelulaze su kori$c¢ene
za enzimsku ekstrakciju pektina muskatne tikve [31,32,35]. Proteaze su velika grupa enzima koji
katalizuju proteolizu hidrolizom peptidnih veza i koriS¢ene su za ekstrakciju pektina iz korena cikorije
[11]. Amilaze, koje katalizuju hidrolizu skroba, su koris¢ene za ekstrakciju pektina iz zimske tikve
(Cucurbita mixta) [56] i krompira [57].

Prinos i karakteristike enzimski ekstrahovanih pektinskih polisaharida muskatne tikve dostupni
u literaturi su dati u tabelama 2 i 3. Pektinski polisaharidi su ekstrahovani dejstvom enzima u
podjednakom prinosu kao i u kiselim ekstrakcijama, ali sa ve¢im sadrZajem GalA i manjim sadrZajem
neutralnih Secera [31,32]. Sa DM veé¢im od 50%, enzimski ekstrahovani pektinski polisaharidi
muskatne tikve se ubrajaju u VMP, dok im je i DA takode bio veéi nego kod kiselo ekstrahovanih
pektinskih polisaharida muskatne tikve [31,32]. Molarne mase su bile niZe kada su za ekstrakciju
koris¢eni enzimi nego kada je koriS¢ena kiselina [32,34].

2.3.3. Enzimski potpomognuta kisela ekstrakcija

Enzimi se mogu Kkoristiti i u koraku pretretmana biljnog materijala, nakon cega ¢e uslediti
korak kisele ekstrakcije pektina. Na ovaj na¢in moguce je povecati ekstrakcioni prinos, kao i smanjiti
trajanje same ekstrakcije [15]. Prinos pektina ekstrahovanog iz krompira kiselom ekstrakcijom nakon
enzimskog pretretmana je bio ve¢i nego kod samostalne enzimske ili samostalne kisele ekstrakcije
[11].

2.4. Enzimska modifikacija pektina

Pektinski polisaharidi mogu biti modifikovani fizickim (ultrazvuk, mikrotalasi, UV zracenje,
mikrofluidizacija), hemijskim (kiseline, alkalije, oksidujuca sredstva) ili enzimskim tretmanima u cilju
promene njihove strukture, fizicko-hemijskih karakteristika i poboljSanja bioloskih svojstava [59-61].
Razli¢iti novi derivati pektina sa ciljano modifikovanim funkcijama privlace veliku paznju poslednjih
godina, prvenstveno u prehrambenoj i farmaceutskoj industriji, kao i u biomedicini [60]. Enzimi
se Cesto koriste za modifikaciju pektina jer je njihovim dejstvom moguce postiéi veoma specificne
i kontrolisane modifikacije pektinskih polisaharida, $to je i njihova najve¢a prednost u odnosu na
fizicke i hemijske tretmane [2,62]. Dodatno, enzimi nisu toksi¢ni, koriste se u blagim reakcionim
uslovima, mogu imati jako veliku efikasnost u relativno malim koncentracijama i lako je zaustaviti
njihovo delovanje inaktivacijom [59].
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2.4.1.

Zbog veoma kompleksne strukture pektina, njegove enzimske modifikacije i degradacije mogu

Pektinoliticki enzimi

usloviti primenu Sirokog spektra razli¢itih enzimskih aktivnosti. Pektinoliticki enzimi se prema
svojoj aktivnosti mogu podeliti na hidrolaze i liaze [63]. U zavisnosti od mesta delovanja u molekulu
pektina, pektinoliticki enzimi se dele i na one kojima je supstrat homogalakturonan i na one koji
deluju na ramnogalakturonan-I. Dodatno, jo$ jedna podela ovih enzima je mogu¢a i na osnovu toga
da li katalizuju depolimerizaciju lanaca pektina ili katalizuju deesterifikaciju pektina [64]. Pregled
enzima sposobnih da modifikuju pektinske supstance je dat u tabeli 4, a mesto delovanja razlicitih
pektinolitickih enzima je prikazano na slici 4. Ovi enzimi su Siroko rasprostranjeni u prirodi, kako u
biljkama, tako i u fitopatogenim organizmima [64].

Tabela 4. Klasifikacija pektinolitickih enzima (modifikovano prema Bonnin et al. [64])

Enzimi EC broj Supstrat Proizvod

Depolimerizujuce hidrolaze
Endo-poligalakturonaza 3.2.1.15 HG - NM pektin OligoGalA
Egzo-poligalakturonaza 3.2.1.67 HG - NM pektin GalA
Egzo-poli-a-D-galakturonozidaza 3.2.1.82 HG - NM pektin GalA2
Ramnogalakturonan-hidrolaza 3.2.1.171 RG OligoRG
Ramnogalakturonan-ramnohidrolaza 3.2.1.174 RG Rha
Ramnogalakturonan-galakturonohidrolaza 3.2.1.173 RG GalA
Arabinogalaktanaza 3.2.1.89 Arabinogalaktan Oligosaharidi
(3-galaktozidaza 3.2.1.23  Galakto-oligosaharidi Galaktoza
Endo-arabinanaza 3.2.1.99 Arabinan Oligosaharidi
a-L-arabinofuranozidaza 3.2.1.55  Arabino-oligosaharidi Ara

Liaze
Endo-pektatliaza 4.2.2.2. HG Nezasicen oligoGalA
Egzo-pektatliaza 4.2.29 HG Nezasicen oligoGalA
Endo-petinliaza 4.2.2.10 VMP Nezasicen oligoGalA
Ramnogalakturonan-liaza 4.2.2.24 RG Nezasicen oligoRG

Deesterifikujuce hidrolaze
Pektin-metilesteraza 3.1.1.11 Metoksilovan pektin Pektin + metanol
Pektin-acetilesteraza 3.1.1.6 Acetilovan pektin Pektin + sir¢etna kiselina
Ramnogalakturonan-acetilesteraza 3.1.1.86 Acetilovan RG RG + sir¢etna kiselina
Feruloil-esteraza 3.1.1.73 Feruloil-oligosaharid Ferulna kiselina +

oligosaharid

Pektinski oligosaharidi dobijeni enzimskim modifikacijama se isticu kao jako dobri prebiotici

sa velikim brojem zdravstvenih pogodnosti, ukljucuju¢i antioksidativna, antiinflamatorna,
antibakterijska, antitoksi¢na svojstva, zastitu krvnih sudova i imunomodulatorno dejstvo [61,65].
Takode, sa porastom svesti o vezi izmedu zdravlja i izbalansirane ishrane, sve ve¢a paznja se u
prehrambenoj industriji poklanja proizvodnji funkcionalne hrane, sa posebnom paznjom posvecenom

prebioticima [62].
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Pektinoliticki enzimi se, osim u cilju dobijanja modifikovanih proizvoda poboljSanih svojstava,
koriste i za strukturnu karakterizaciju pektinskih polisaharida. Razli¢itim kombinacijama enzima
koji depolimerizuju pektin moguce je dobiti monosaharide i oligosaharide koji ga izgraduju, dok
enzimi koji deesterifikuju pektin oslobadaju estarske grupe prisutne u njemu. Na ovaj nacin dobijene
proizvode je moguce kvalitativno i kvantitativno okarakterisati razli¢itim hromatografskim metodima,
te na osnovu dobijenih rezultata pretpostaviti strukturni model pektina [66-68].

O Galakturonska kiselina endo-PG - endo-poligalakturonaza
egzo-PG - egzo-poligalakturonaza

© Acetil grupa PL - endo-pektinliaza

Metoksi grupa PME - pektin-metilesteraza
PAE - pektin-acetilesteraza egzo-PG
PAE
S endo-PG

Z

Slika 4. Mesto delovanja razli¢itih pektinolitickih enzima na molekulu pektina

2.4.1.1. Endo-poligalakturonaza

Jedan od Cesto koriS¢enih enzima koji depolimerizuju pektin je endo-poligalakturonaza (ePG)
koja katalizuje raskidanje o-1,4-glikozidnih veza izmedu molekula GalA u homogalakturonanu. Za
razliku od endo-poligalakturonaze, egzo-poligalakturonaza katalizuje raskidanje istih veza, ali je
njeno mesto delovanja neredukuju¢i kraj lanca pri ¢emu dolazi do oslobadanja pojedinac¢nih molekula
GalA. Generalno, ePG ima ve(i afinitet ka neesterifikovanom supstratu i njegova aktivnost opada sa
porastom stepena metoksilacije. Endo-poligalakturonaze napadaju HG lanac nasumicno, oslobadajuci
pri tome oligosaharide razli¢itog stepena polimerizacije [2,69]. Endo-poligalakturonaze su Siroko
rasprostranjene medu biljkama, plesnima, kvascima, bakterijama i nekim biljnim parazitima, a najvecu
primenu su pronasle one fungalnog porekla (Aspergillus spp.) [70-72]. U biljnom tkivu, ePG ima ulogu
u omeksSavanju ploda tokom zrenja [73]. Poligalakturonaze su cesto koriS¢ene za dobijanje pektinskih
oligosaharida manje viskoznosti i manjih molarnih masa, a poboljsanih bioloskih svojstava [72,74,75].
ePG je koriS¢en za degradaciju pektina articoke, pri cemu su dobijeni pektinski oligosaharidi malih
molarnih masa [65]. Pektinski oligosaharidi dobijeni dejstvom ePG iz pektina Sec¢erne repe su imali
manju viskoznost i molarnu masu [76], dok su oni dobijeni iz pektina gloga pokazali znacajno vecu
antioksidativnu aktivnost od nemodifikovanih pektina [77].

2.4.1.2. Pektin-metilesteraza

Pektin-metilesteraza (PME) katalizuje hidrolizu estarske veze izmedu GalA i metanola pri ¢emu
ne dolazi do degradacije lanca molekula pektina [78]. Pektin-metilesteraze su prisutne u biljkama, kao
i u bakterijama i plesnima koje su biljni patogeni. Mehanizam delovanja PME se razlikuje u zavisnosti
od njegovog porekla [70,71]. Biljni PME deesterifikuje pektin u pojedinim delovima polimera, na ovaj
nacin stvaraju¢i segmente lanca koji su demetoksilovani dok drugi segmenti ostaju metoksilovani. Sa
druge strane, fungalni PME deluje na nasumi¢na mesta duz lanca pektina [60,69]. Deesterifikujuca
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aktivnost PME u biljci ucestvuje u metabolizmu ¢elijskog zida, ukljucujuéi rast Celija, sazrevanje
biljke, starenje i patogenezu [70]. Takode, ova aktivnost PME ima veliki uticaj na karakteristike
deesterifikovanih pektina [78], pa se stoga, izmedu ostalog, koristi za poboljSanje teksture i ¢vrstoce
prehrambenih proizvoda, kao i za bistrenje vo¢nih sokova [70]. Nakon deesterifikacije dejstvom
fungalnog PME, jabucni i citrusni pektini su imali ve¢u viskoznost i formirali su ¢vrsce gelove nego
odgovaraju¢i nemodifikovani pektini [79]. Na primeru pektina jabuke i jagode je pokazano da se
dejstvom fungalnog PME dobijaju pektini koji imaju poboljSana teksturalna svojstva [80], dok su
svojstva zguSnjavanja i emulgovanja komercijalnog citrusnog pektina takode poboljSana nakon
tretmana fungalnim PME [81]. Deesterifikacija glogovog pektina dejstvom PME je rezultirala
znacajnim poveéanjem antioksidativne aktivnosti u odnosu na nemodifikovan pektin [77].

2.5. Kompleksna koacervacija

Kompleksni koacervati poslednjih godina izazivaju sve viSe paznje kao komponente sposobne da
stabilizuju strukturu prehrambenih proizvoda i kao nosaci za mikrokapsulaciju, dostavljanje i ciljano
otpustanje razlic¢itih (bio)aktivnih jedinjenja (vitamini, prirodne boja, antioksidansi, ulja, probiotici) u
prehrambenoj i farmaceutskoj industriji [9,38,82].

2.5.1. Mehanizam kompleksne koacervacije

Prirodni polimeri, polisaharidi i proteini, mogu spontano da stupe u interakcije formirajuci na taj
nacin kompleksne viSekomponentne i viSefazne strukture. Mehanizmi nastajanja ovih kompleksnih
struktura su razliciti; segregacijom u interakcije stupaju jednako naelektrisani ili neutralni polimeri
kada je njihova koncentracija u rastvoru vec¢a od kriti¢ne koncetracije tih polimera, dok koacervacijom
u interakcije stupaju polimeri (isti ili razliciti) usled razli¢itih pokretackih sila. Kada se u rastvoru
nalazi samo jedan polimer i kada dolazi do njegove koacervacije, u pitanju je prosta koacervacija, a
kada su u rastvoru prisutni razliciti polimeri, rec je o kompleksnoj koacervaciji [38].

Za tipi¢nu kompleksnu koacervaciju potrebno je prisustvo dva razlic¢ito naelektrisana polimera:
polianjona (nosioci negativnog naelektrisanja) i polikatjona (nosioci pozitivnog naelektrisanja),
izmedu kojih dolazi do elektrostatickih interakcija [83,84]. Smatra se da je koacervacija maksimalna
kada dolazi do stehiometrijske neutralizacije naelektrisanja [85]. Iako je formiranje kompleksnih
koacervata u najvecoj meri posledica elektrostatickih sila, i druge interakcije mogu biti prisutne, npr.
sterne interakcije, vodonicne veze, van der Valsove sile i hidrofobne interakcije, koje dodatno definisu
fizicka svojstva i stabilnost kompleksnih koacervata [38]. Sematski prikaz mehanizma kompleksne
koacervacije je dat na slici 5. Uslovi u kojima dolazi do kompleksne koacervacije moraju biti takvi da
omogucavaju da se oba polimera u rastvoru nalaze kao suprotno naelektrisani. Inicijalno, struktura
formiranih koacervata je oblika sfera koje su jako sklone koalescenciji zbog ¢ega se odvajaju u drugu,
tezu fazu bogatu polimerima koja je u ravnotezi sa tecnom fazom rastvaraca osiromasenog polimerima
koja ostaje nakon formiranja koacervata [38,83]. Oba polimera koja ulaze u sastav kompleksnog
koacervata su rastvorljiva u koris¢enom rastvaracu, ali nakon mesanja njihovih rastvora, vezivanje
polimera u vece strukture vodi do formiranja nerastvornih kompleksa i njihovog odvajanja [84].
Tipicno je faza koacervata veoma viskozna ili slicna gelu iako sadrzi i velike koli¢ine rastvaraca [38].
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Slika 5. Sematski prikaz mehanizma kompleksne koacervacije (modifikovano prema Kim et al. [86])

Generalno, proces koacervacije je reverzibilan, i promenom spoljasnjih faktora moguce je
disosovatikoacervateivratiti polimere urastvoreno stanje. Faktorikoji uti¢u na formiranje kompleksnih
koacervata zapravo deluju na elektrostaticke interakcije izmedu suprotno naelektrisanih polimera.
Kompleksna koacervacija je proces koji zavisi od pH, jonske ja¢ine, hemijskog sastava i molekulske
strukture polimera (molarna masa, razgranatost, fleksibilnost, gustina i raspored naelektrisanih
grupa), odnosa meSanja polimera, koncentracije polimera i temperature [38,84]. Naelektrisanje
grupa prisutnih u molekulu u velikoj meri zavisi od pH; polimeri su pozitivno naelektrisani na pH
ispod svoje izoelektri¢ne tacke (pl), a negativno naelektrisani na pH iznad pl. Stoga se promenom
pH lako moze uticati na formiranje kompleksnih koacervata [83]. Prevelika koncentracija soli
moze izazvati disocijaciju kompleksnih koacervata do te mere da je pri kriticnoj koncentraciji soli
kompleksna koacervacija u potpunosti sprecena [84]. Kada se koacervati pripremaju na visokim
temperaturama, hidrofobne interakcije u njima su brojnije, dok se vise vodoni¢nih veza formira na
niZim temperaturama [38]. Velike molarne mase kori§¢enih polimera mogu da stabilizuju oformljene
koacervate [84]. Gustina naelektrisanja je takode bitan faktor jer polimeri sa vise naelektrisanih grupa
grade brojnije veze sa drugim, suprotno naelektrisanim polimerima [84,85].

2.5.2. Kompleksni koacervati pektina

Kao polianjonske komponente kompleksnih koacervata najces¢e se koriste polisaharidi, dok
su proteini najces¢e polikatjonske komponente. Od polisaharida koji se koriste za kompleksnu
koacervaciju se u literaturi najcesce izucavaju pektin, alginat, hitozan, skrob, karboksimetil celuloza
i guma arabika. Cesto kori$¢eni proteini su Zelatin, ovalbumin, albumin iz govedeg seruma (BSA),
proteini surutke i soje [38].

Pektini se koriste za pripremu kompleksnih koacervata zbog svoje velike strukturne raznolikosti
koja utic¢e na to da se primenom pektina iz razlicitih izvora mogu dobiti kompleksni koacervati sa
razli¢itim karakteristikama i svojstvima [87]. Dodatno, pektini kao dijetetska vlakna povecavaju i
nutritivnu vrednost koacervata koji se od njih dobijaju [38]. U tabeli 5 je dat kratak pregled literature
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o kompleksnim koacervatima pripremljenim na bazi pektina sa razli¢itim proteinima, kao i njihova
svojstva i primene. Naj¢esSce korisc¢eni pektini za ove svrhe su komercijalni pektini poreklom iz citrusa
i jabuke [87].

Tabela 5. Primeri kompleksnih koacervata pektina, njihova svojstva i primena

Pektin Protein Svojstva/primena Referenca
Komercijalni . . . oy

omercijaint B-laktoglobulin Povecana viskoznost, struktura slicna gelu [88]
citrusni
Komercijalni Proteinski izolat ~ Povecana viskoznost, smanjenje viskoznosti sa [89]
jabucni surutke porastom sile smicanja, struktura slicna gelu
K.omerc_l] alni Ovalbumin Struktura sli¢na gelu [90]
citrusni
Komerecijalni BSA Povecana viskoznost, smanjenje viskoznosti sa [91]
citrusni porastom sile smicanja, struktura sli¢na gelu

o Proteinski izolat e "
Komerecijalni rotensii 1zoia Stabilizacija emulzije [92]
surutke

K jjalni 5 . o v .

omercijaini Zelatin Inkapsulacija i otpuStanje cinamaldehida [93]
citrusni
K.omerc.ijalni Felatin Inkapsulacija i otpu.§tan]:e-an.tiinﬂamatornih [94]
citrusni lekova i antibiotika
Klomerc'lj alni Proteinski Inkapsulacija vitamina B [95]
citrusni koncentrat surutke 12

2.5.2.1. Funkcionalna svojstva kompleksnih koacervata pektina

Kompleksni koacervati ispoljavaju poboljSanje nekih funkcionalnih osobina u odnosu na
samostalne biopolimere koji ih sacinjavaju [84]. Karakteristi¢cno svojstvo kompleksnih koacervata
je njihova relativno velika viskoznost i smanjenje viskoznosti sa povecanjem sile smicanja
(pseudoplasticnost) [38,84]. Do velike viskoznosti dolazi zbog asocijacije polimera i formiranja vecih
Cestica [84]. Velika viskoznost je izmerena kod koacervata pektina i -laktoglobulina [88], proteinskih
izolata surutke [89] i BSA [91] kao posledica stvaranja kompleksnih struktura. Generalno, kompleksni
koacervati se ponasaju kao viskozni fluidi na nizim silama smicanja, dok na vi$im silama ispoljavaju
elasticne osobine. Ovo je objas$njeno odvajanjem faza usled primenjene sile smicanja, pri ¢emu oni
prelaze iz homogenog stanja u heterogeni viSefazni sistem [84]. Ovakvo ponasanje je zapazeno i kod
kompleksnih koacervata pektina i proteinskih izolata surutke [89] i BSA [91]. Kompleksni koacervati
mogu da pokazuju viskozan, viskoelastican ili elastican reoloski karakter, $to u najvecoj meri zavisi od
konformacije kori$¢enog polisaharida [84]. Kompleksni koacervati pektina se sa razli¢itim proteinima
ponasaju nalik na gelove (elastican karakter) [88-91] zbog prisustva relativno linearnih molekula
pektina, dok koacervati sa drugim globularnim polisaharidima imaju viskozan karakter [84].

2.5.2.2. Primena kompleksnih koacervata pektina

Zbog svoje specifi¢ne strukture, veliCine i sastava, kompleksni koacervati imaju niz korisnih
funkcionalnih osobina zbog kojih su pronasli primenu u prehrambenoj industriji [84], dok se zbog
svoje sposobnosti da inkapsuliraju bioaktivna jedinjenja ¢esto koriste u farmaceutskoj industriji [83].
Dodatno, kompleksni koacervati se u poslednjim godinama primenjuju i u biomedicini zbog svoje
strukture koja imitira hrskavice, kao nosaci za kulture tkiva i kao adhezivi u vlaznim biomedicinskim

sredinama [83]. -



2. Teorijski deo

Zbogizmenjenih reoloskih svojstava u odnosu na samostalne rastvore polimera koji ih sac¢injavaju,
kompleksni koacervati se mogu Koristiti u prehrambenoj industriji, pri ¢emu uticu na poboljsanje
teksture i stabilizaciju prehrambenih proizvoda [84]. Pokazali su se kao odli¢ni stabilizatori emulzija
jer sprecavaju flokulaciju i kaolescenciju kapi [38]. Komercijalni pektin i proteinski izolat surutke
su korisceni za pripremu kompleksnih koacervata koji su pokazali odli¢no stabilizujuce dejstvo u
emulziji, pri ¢emu je ona bila izuzetno stabilna u kiselim uslovima i otporna na sile smicanja tokom

centrifugiranja [92].

Kompleksni koacervati, kao matriksi za inkapsulaciju razlic¢itih jedinjenja, su pronasli primenu u
prehrambenoj i farmaceutskoj industriji, kao i u medicini [38,83]. Prednosti inkapsulacije se ogledaju
u tome da je nju moguce izvesti u rastvoru, u relativno blagim uslovima i da je na ovaj nac¢in moguce
stabilizovati supstance koje se potom nalaze inkapsulirane u koacervatu. Ovako pripremljeni sistemi
su biokompatibilni i mogu se koristiti kao platforma za ciljanu i/ili kontrolisanu dostavu i otpustanje
bioloski aktivnih jedinjenja [83]. U prehrambenoj industriji, koacervatima je moguce inkapsulirati i
razlicite arome i ulja, i na ovaj nacin izbec¢i probleme nekompatibilnosti sa prehrambenim matriksom,
spreciti neke nezZeljene interakcije ili stabilizovati labilna jedinjenja. Dodatno, inkapsulacija
bioaktivnih jedinjenja moze povecati nutritivhu vrednost prehrambenih proizvoda [38]. Otpustanje
inkapsuliranih supstanci se postize promenom spoljasnjih uslova, kao Sto su promene pH, jonske
jacine ili dodatak sredstva sposobnog da razgraduje koacervat (npr. enzimi). Kompleksni koacervati
pripremljeni sa pektinom i razli¢itim proteinima su koris¢eni za inkapsulaciju i ciljano otpustanje
aroma [93], lekova [94] i vitamina [95].
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3. Materijal i metodi

3.1. Sirovina

Muskatna tikva (C. moschata) je kupljena u lokalnoj prodavnici. Tikva je oljustena i o¢iS¢ena od
semenki, mezokarp je usitnjen i zatim osuSen u su$nici na 60 °C do konstantne mase. Tako pripremljen
osuSen mezokarp muskatne tikve je predstavljao sirovinu za ekstrakcije. Sadrzaj vlage u muskatnoj
tikvi je odreden susenjem vlaznog, usitnjenog materijala do konstantne mase na 105 °C. Za odredivanje
ukupnih, rastvorljivih i nerastvorljivih vlakana u osusenom mezokarpu tikve koris¢en je komercijalni
komplet za odredivanje ukupnih dijetetskih vlakana (Total dietary fiber kit K-TDFR, Megazyme) [96].

3.2. Enzimi i njihova aktivnost

U enzimskim tretmanima mezokarpa muskatne tikve koriSc¢eni su slede¢i komercijalni enzimski
preparati: celulaza (Cellulase complex NS 22086, Cellulosic Ethanol Enzyme Kit, Novozymes), ksilanaza
(NS 22083, Cellulosic Ethanol Enzyme Kit, Novozymes), proteaza (Proteinase K, Qiagen) i amilaza
(Termamyl SC, Novozymes). Za enzimske modifikacije ekstrahovanih pektinskih polisaharida
muskatne tikve koriS¢ene su endo-poligalakturonaza M2 (Endo-polygalacturonase iz Aspergillus
aceleatus, Megazyme) i pektin-metilesteraza (NovoShape, Novozymes).

Celuloliticka aktivnost komercijalne celulaze je odredena prema opisanoj metodi [97] i iznosila
je 340 FPU/mL (3,69 FPU/mg). Aktivnost koja odgovara 1 FPU je definisana kao ona koli¢ina enzima
koja oslobada 2 mg redukujucih Secera iz 50 mg filter papira (Whatman no. 1 filter paper) za 1 h u
standardnim uslovima hidrolize (50 °C, pH 4,8).

Ksilanoliticka aktivnost komercijalne ksilanaze je odredena kao $to je opisano [98] i iznosila je
375 U/mL (3,44 U/mg). Jedna jedinica ksilanoliticke aktivnosti (U) je definisana kao ona koli¢ina
enzima koja oslobodi 1 mmol ksiloze po 1 minutu u standardnim uslovima hidrolize (50 °C, pH 5,3).

Amiloliticka aktivnost komercijalne amilaze prema deklaraciji proizvodaca je iznosila 147 KNU/
mL. Jedna jedinica amiloliti¢ke aktivnosti (KNU) je definisana kao ona koli¢ina enzima koja je potrebna
da razgradi 5,26 g skroba za 1 h pri standardnim uslovima (37 °C, pH 7,1).
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3. Materijal i metodi

Proteoliticka aktivnost komercijalne proteaze prema deklaraciji proizvodaca je iznosila 600
mAU/mL. Aktivnost koja odgovara 1 mAU je definisana kao koli¢ina enzima koja moZe da oslobodi
folin-pozitivne amino kiseline i peptide koji odgovaraju 1 pmol tirozina po minuti pri standardnim
uslovima (37 °C, pH 7,5).

Pektinoliticka aktivnost je odredena po metodi koju su opisali Li, Coffman and Ju [99]. Jedna
jedinica pektinoliticke aktivnosti (U) je definisana kao ona koli¢ina enzima koja oslobodi 1 mmol
galakturonske kiseline iz komercijalnog citrusnog pektina (Sigma-Aldrich) po minutu u standardnim
uslovima hidrolize (50 °C, pH 5). Pektinoliticka aktivnost komercijalne endo-poligalakturonaze je
iznosila 5,22 U/mL (71,2 U/mg). Kao sporedna, pektinoliticka aktivnost u komercijalnim preparatima
celulaze i ksilanaze je iznosila 0,14 U/mL (0,0016 U/mg) i 0,07 U/mL (0,0006 U/mg), redom.

Aktivnost pektin-metilesteraze je odredena prema opisanoj metodi [100]. Njena aktivnost u
komercijalnom preparatu pektin-metilesteraze je iznosila 1,49 U/mL (0,34 U/mg) dok ova aktivnost
nije detektovana kod komercijalne celulaze i ksilanaze. U cilju odredivanja prisustva ove aktivnosti
u suvoj pulpi muskatne tikve, ona je podvrgnuta koraku ekstrakcije pektin-metilesteraze [101], te je
aktivnost odredena u sirovom enzimskom ekstraktu. U suvoj pulpi muskatne tikve nije detektovano
prisustvo aktivnosti pektin-metilesteraze.

3.3. Ekstrakcija pektinskih polisaharida muskatne tikve

3.3.1. Enzimski tretman pulpe muskatne tikve

Osus$ena pulpa muskatne tikve je suspendovana u 0,1 M citratnom puferu pH 5,5 u odnosu 1:20
(m/v) i tretirana komercijalnim enzimima, i to celulazom, ksilanazom i amilazom u cilju odredivanja
vremenskog toka hidrolize odgovarajuc¢ih polisaharida. Primenjene doze enzima i temperature
enzimskih tretmana su bile sledece: celulaza 10 FPU/g i 20 FPU/g suve pulpe na 50 °C, ksilanaza 10
U/gi20 U/gna 50 °Ciamilaza 18 KNU/gi 36 KNU/g na 80 °C. Svi enzimski tretmani su izvedeni u
trajanju od 1, 2, 3 i 4 h. Istovremeno, vremenski tok oslobadanja redukujucih Secera je pracen i za
eksperiment izveden pod istim uslovima ali bez dodatih enzima (blanko). Koncentracija redukujucih
Secera je odredena DNS metodom [102].

3.3.2. Kisela ekstrakcija

Pektinski polisaharid je ekstrahovan iz sirovine kiselom ekstrakcijom na poviSenoj temperaturi -
pH destilovane vode je podeSen na 1,5 dodatkom HCI i u tom rastvoru je suspendovana osusena pulpa
muskatne tikve u odnosu 1:20 (m/v). Ekstrakcija je trajala 2 h u vodenom kupatilu na 80 °C. Pektinski
polisaharid dobijen kiselom ekstrakcijom nosio je oznaku K.

3.3.3. Enzimska ekstrakcija

Osusena pulpa muskatne tikve je prvo suspendovana u 0,1 M citratnom puferu pH 5,5 u odnosu
1:20 (m/v). Zatim je raden enzimski tretman sirovine sa ciljem enzimske ekstrakcije pektinskih
polisaharida u kombinacijama i dozama enzima prikazanim u tabeli 6.

[ u tretmanu kombinacijom celulaze i ksilanaze, kao i u kombinaciji ova dva enzima sa proteazom
svi enzimi su dodati istovremeno, a enzimska hidroliza je trajala 2 h na 50 °C. U slucaju tretmana
kombinacijom celulaze, ksilanaze i amilaze tretman amilazom u trajanju od 2 h na 80 °C je sledio
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nakon tretmana ksilanazom i celulazom (2 h, 50 °C), dok je tretman samo amilazom trajao 2 h na 80
°C. Blanko ekstrakcije su izvedene u istom puferu kao enzimske ekstrakcije, u trajanju 2 h i uz isti
odnos mesanja suve pulpe i pufera, a na dve razli¢ite temperature (50 °C i 80 °C) kako bi se ispratio
uticaj samo pufera i zadate temperature na ekstrakciju pektinskih polisaharida bez dodatog enzima.
Pektinski polisaharidi dobijeni u blanko ekstrakciji na 50 °C su nosili oznaku B50, a oni ekstrahovani
na 80 °C - B80.

Tabela 6. Doze i kombinacije enzima koriscenih u tretmanu muskatne tikve

Enzimi i njihove doze”

Enzimski tretman Celulaza Ksilanaza Proteaza  Amilaza Oznaka
10 FPU/g 20U/g 9mAU/g 36KNU/g  pektina
Celulaza i ksilanaza X X XC
Celulaza, ksilanaza i proteaza X X X XCP
Celulaza, ksilanaza i amilaza X X X AXC
Amilaza X A

* doze enzima su izrazene po g suvog supstrata (pulpa muskatne tikve)

3.3.4. Enzimski potpomognuta kisela ekstrakcija

Za izvodenje enzimski potpomognute kisele ekstrakcije, nakon enzimskih procedura opisanih
pod poglavljem 3.3.3., pH reakcione smese je snizen dodatkom HCI do pH 1,5 a kisela ekstrakcija na
80 °C je trajala 2 h. Pektinski polisaharidi dobijeni enzimski potpomognutim kiselim ekstrakcijama
su obelezeni tako Sto je na oznake enzimski dobijenih pektina dodato +K. Kada je kisela ekstrakcija
usledila nakon tretmana celulazom i ksilanazom, pektinski polisaharid je imao oznaku XC+K; nakon
tretmana celulazom, ksilanazom i amilazom - AXC+K, i nakon tretman amilazom, oznaka je bila A+K.

3.3.5. lzolovanje pektinskih polisaharida muskatne tikve

Nakon ekstrakcije, suspenzija je centrifugirana 10 min na 9000 x g. pH supernatanta je podeSen
na 3,5 dodatkom NaOH ili HCIl. Ekstrakt je taloZen tri puta ve¢om zapreminom etanola, a nakon
jo$ jednog centrifugiranja, precipitat je rastvoren u destilovanoj vodi i precipitacija etanolom je
ponovljena. Precipitat je prvo ispran apsolutnim etanolom i centrifugiran, a zatim dehidriran dietil-
etrom. Ovako dehidrirani precipitati su ostavljeni da se osuSe na sobnoj temperaturi preko no¢i, i
Cuvani su u eksikatoru do sledece primene. Prinos ekstrakcije je izracunat u odnosu na polaznu suvu
sirovinu.

3.4. Enzimske modifikacije ekstrahovanih pektinskih polisaharida

Sve enzimske reakcije su izvodene u 0,05 M acetatnom puferu na pH 5 i temperaturi 50 °C. Nakon
isteka definisanog vremena, reakcije su prekinute kuvanjem 5 min u klju¢alom vodenom kupatilu.

Enzimske modifikacije dejstvom endo-poligalakturonaze su izvodenje u 2% rastvoru pektinskog
polisaharida u trajanju od 15 i 30 min sa dozom enzima 0,13 U po 1 g supstrata.

Enzimske modifikacije dejstvom pektin-metilesteraze su izvodene u 1% rastvoru pektinskog
polisaharida u trajanju od 30 i 60 min, a enzim je doziran u koncentraciji od 0,0125 U po 1 g supstrata.
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Za ispitivanje uticaja udruzenog dejstva endo-poligalakturonaze i pektin-metilesteraze, pektinski
polisaharidi su pripremljeni kao 2% rastvori, a enzimi su dodati istovremeno u dozama koje su
koriS¢ene u eksperimentima sa pojedina¢nim enzimima. Enzimska reakcija je prekinuta nakon 30

minuta.

3.5. Priprema kompleksnih koacervata

Kiselo ekstrahovan pektinski polisaharid muskatne tikve, Zelatin i ovalbumin su rastvoreni
u 0,01 M fosfatom puferu pH 7. Koncentracija pektinskog polisaharida u polaznom rastvoru je
iznosila 0,5% (m/v) u svim eksperimentima, dok su koncentracije proteina iznosile 0,5%, 1% i 1,5%
(m/v). Rastvor pektinskog polisaharida i rastvor proteina su pomesani u jednakim zapreminskim
odnosima. Koacervati pripremljeni pri razli¢itim masenim odnosima su obelezeni kao 1:1 (0,5%
pektinskog polisaharida i 0,5% proteina), 1:2 (0,5% pektinskog polisaharida i 1,0% proteina) i 1:3
(0,5% pektinskog polisaharida i 1,5% proteina). pH je podeSen na optimalnu vrednost za formiranje
koacervata dodatkom HCI u kapima uz konstantno mesanje. Kao optimalna vrednost pH je izabrana
ona pH gde je zeta potencijal kompleksa jednak nuli. Prac¢ena je zavisnost zeta potencijala od pH i
odredene su optimalne vrednosti pH za svaki sistem koje su date u tabeli 7. Smesa je ostavljena da
se mesa u ledenom kupatilu 90 min kako bi se zavrsio proces koacervacije. Nakon toga su koacervati
centrifugirani 10 min na 5000 x g i osuSeni na vazduhu. Prinos koacervacije (Y,) je izracunat iz sledece
formule:

m SK x 100

Y (%) = ———————
Mpp + Mprotein (1)

gde je my, masa suvogkoacervata,am,,im mase pektinskog polisaharidai proteina koris¢ene

protein

za pripremu koacervata, redom.

Tabela 7. pH vrednosti na kojima su pripremljeni kompleksni koacervati

Koacervat Odnos mesanja’ pH,{=0" Koacervat™ Odnos meS$anja™ pH, {=0"
1:1 2,5 1:1 3,3

K:Ovalbumin 1:2 3,0 K:Zelatin 1:2 4,1
1:3 3,1 1:3 4,4

“kolone sa koacervatima kiselo ekstrahovanog pektinskog polisaharida i ovalbumina
" kolone sa koacervatima kiselo ekstrahovanog pektinskog polisaharida i Zelatina

3.6. Analiticki metodi

3.6.1. Odredivanje hemijskog sastava

SadrZaj galakturonske Kkiseline u ekstrahovanim pektinskim polisaharidima je odreden
metodom sa m-hidroksidifenilom [103]. Stepen metoksilacije je odreden spektrofotometrijski [104]
u prethodno deesterifikovanim uzorcima [105]. Stepen acetilacije je odreden prema ranije opisanom
metodu sa gvozdem [106]. Oformljeni mono-, bis- i tris -kompleksi gvozda (III) su kvantifikovani
primenom molarnih ekstinkcionih koeficijenata (€): 1005 dm?®/molxcm (510 nm), 1650 dm?/molxcm
(470 nm) i 3630 dm?®/molxcm (420 nm), redom [107]. Zbir koli¢ina sva tri kompleksa je koris¢en
za izracunavanje stepena acetilacije. Sadrzaj proteina je odreden metodom po Bradfordu [108]
nakon alkalne ekstrakcije proteina iz ispitivanog materijala [109]. SadrZaj skroba je odreden pomoc¢u
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komercijalnog kompleta za odredivanje ukupnog skroba (Total starch kit K-TSTA, Megazyme) [110].
Sadrzaj fenolnih kiselina vezanih za pektinske polisaharide je odreden Folin-Ciocalteu reagensom
nakon alkalne hidrolize uzoraka prac¢ene ekstrakcijom u dietil-etru [111]. Ferulna kiselina je koris¢ena
kao standard, a rezultati su izrazeni kao ekvivalenti ferulne kiseline po 1 g pektinskog polisaharida

(ng FK/g).

3.6.2. Odredivanje neutralnih Secera

Neutralni Seceri su odredeni nakon dvostruke kisele hidrolize uzoraka [112]. Hidrolizati su
analizirani na Waters HPLC sistemu (1515 izokratska pumpai 2414 refraktometrijski detektor, Waters
Corporation). HPLC tehnika na obrnutim fazama (RP-HPLC) je izvedena na ZORBAX Carbohydrate
Analysis koloni (Agilent Technologies). Protok mobilne faze, smeSe acetonitrila i vode (80:20, v/v),
je bio podeSen na 1 mL/min, a temperatura na 30 °C. Jonoizmenjivacka HPLC tehnika (IEX-HPLC) je
izvedena pomocu Rezex RAM-Carbohydrate Ag+ kolone (Phenomenex) sa bidestilovanom vodom kao
mobilnom fazom (1 mL/min) i na temperaturi 80 °C. Dobijeni rezultati su obradeni u Breeze 2 programu
(Waters Corporation), a za kalibraciju su koris¢eni HPLC standardi monosaharida (L-ramnoza, Sigma-
Aldrich, D-ksiloza, D-arabinoza, D-manoza, D-glukoza i D-galaktoza, Supelco Analytical).

3.6.3. Odredivanje molarne mase

Molarna masa je odredena na Waters HPLC sistemu (1515 izokratska pumpa i 2414
refraktometrijski detektor) pomocu gel-permeacione HPLC tehnike (GP-HPLC) na PL Aquagel-
OH mixed M koloni (Agilent Technologies). Temperature kolone i detektora su podeSene na 40 °C.
Bidestilovana voda je koriS¢ena kao mobilna faza sa protokom 0,8 mL/min. HPLC standardi dekstrana
razlic¢itih molarnih masa (1, 5, 12, 25, 50, 150, 670 kDa, Sigma Aldrich) su korisceni za kalibraciju, a
dobijeni rezultati su obradeni u programu Breeze 2 (Waters Corporation). Molarne mase su prikazane
kao Mp (molarna masa pika), Mw (srednja molarna masa po masenoj zastupljenosti) i Mn (srednja
molarna masa po brojnoj zastupljenosti). Disperznost ,molarne mase (P) je izracunata na sledeci
nacin:

Mw
Mn (2)

p =

3.6.4. In-vitro bioloSka aktivnost i Fe?*-heliraju¢a aktivnost

In-vitro antioksidativna aktivnost rastvora pektinskih polisaharida muskatne tikve (5 mg/mL)
je odredena metodom ABTS testa [113]. Rezultati su predstavljeni kao ekvivalenti troloksa u 100 g
pektinskog polisaharida (uM TE/100 g).

Gvozde(Il)-helirajuc¢a aktivnost je odredena prema metodi koju su opisali Decker and Welch [114],
a rezultati su predstavljeni kao ekvivalenti EDTA u 100 g pektinskog polisaharida (uM EDTA/100g).

3.6.5. Rastvorljivost i kapacitet zadrzavanja vode

Rastvorljivost ekstrahovanih pektinskih polisaharida je odredena prema ranije opisanom metodu
[115], pri ¢emu su polisaharid i voda pomesani u odnosu 1:25 (m/v). Kapacitet zadrzavanja vode je
odreden po metodu opisanom u literaturi [115] uz odnos mesanja polisaharida i vode 1:20 (m/v).
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3.6.6. Odredivanje Mihaelis-Mentenine konstante endo-poligalakturonaze

Za utvrdivanje Mihaelis-Mentenine konstante (K,) endo-poligalakturonaze, koncentracije
supstrata (pektinski polisaharidi) su varirane od 1,5 do 30 mg/mL, a enzim je doziran u dve razlic¢ite
koncentracije (2,61x103 U/mL i 6,53x10* U/mL). Enzimska reakcija je trajala 5 min. Koncentracija
oslobodene GalA je odredena DNS metodom [102].

3.6.7. Odredivanje zeta potencijala

Zeta potencijal je meren u 0,25% vodenim rastvorima pektinskih polisaharida muskatne tikve kao
i u svim formulacijama koacervata koje su pre merenja razblaZene 2 puta. PodeSavanje pH vrednosti je
vrseno dodatkom rastvora NaOH ili HCl u kapima. Za snimanje funkcije zavisnosti zeta potencijala od
pH vrednosti na 25 °C koris¢en je uredaj Zetasizer Nano-ZS (Malvern Instruments). Izoelekti¢ne tacke
polisaharida su definisane kao one pH vrednosti na kojima je zeta potencijal jednak nuli.

3.6.8. Turbidimetrija

Zavisnost zamucenja kompleksa pektinskog polisaharida i proteina od vrednosti pH je odredena
spektrofotometrijski na 400 nm. Destilovana voda je koriS¢ena kao slepa proba koja odgovara 100%
transparencije (T). Mutnoca suspenzije je izrazena kao 100 - %T [116].

3.6.9. Reoloska merenja

Reoloska merenja su vrSena na HAAKE RheoStress 600 instrumentu (Thermo Electron) na
konstantnoj temperaturi od 25 °C i sa geometrijom priborad = 60 mm, ¢ = 1°.

Viskoznost rastvora pektinskih polisaharida je odredena u 2% vodenim rastvorima, dok su
enzimski modifikovani polisaharidi koriS¢eni bez razblazZenja, a krive proticanja su snimljene u
opsegu brzine smicanja 10 - 5000 1/s.

Za ispitivanje linearnog viskoelasti¢nog regiona, merenja su vrsena u opsegu od 10 Pa do 1000
Pa, pri konstantnoj brzini smicanja 1 1/s. Suspenzija sa koacervatima je centrifugirana na 9000 x g u
trajanju od 10 min pre merenja i sediment je postavljen direktno na donju plo¢u reometra.

3.6.10. Infracrvena spektroskopija sa Furijeovom transformacijom

Strukturna svojstva uzoraka analizirana su na ATR-FTIR uredaju. Svi spektri su snimljeni ALPHA
spektrometrom (Bruker) u opsegu talasnog broja od 4000 do 400 cm™. Koacervati kori$¢eni u ovim
merenjima su pripremljeni u odnosu 1:1 i osusSeni na sobnoj temperaturi.

3.6.11. Stabilnost u simuliranim uslovima gastrointestinalnog trakta

Stabilnost osu$enih koacervata je procenjena u simuliranim uslovima gastrointestinalnog trakta
u definisanim vremenskim intervalima pod uslovima relevantnim za njihovu potencijalnu primenu.
Simulirani Zeludaéni sok (SZS) je pripremljen od 1,12 g/L KCl, 2 g/L Nacl, 0,11 g/L CaCl,i 0,4 g/L
KH,PO,, a pH vrednost mu je podeSena na 1,2 dodatkom HCI. Za pripremu simuliranog soka tankog
creva (SSC), NaOH je dodat u SZS rastvor dok nije postignuta pH vrednost 7 [117]. Osu$en koacervat i
simuliran rastvor su promesani u odnosu 1:50 (m/v). Posle prva 2 h u uslovima Zeluca, uzorci su dalje
podvrgnuti uslovima creva. Eksperimenti su radeni na laboratorijskoj tresilici (Thermo-Shaker TS-
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100, Biosan) na 37 °Ci500 o/min. Na svaka 2 h, koacervati su odvojeni od rastvora centrifugiranjem u
trajanju od 5 min na 14000 x g i osuSeni na sobnoj temperaturi. Masa suvih koacervata je izmerena, a

stabilnost koacervata u simuliranim uslovima je izracunata pomocu sledece formule:

Rastvorljivost (%) = 22— ™ « 100
mo 3)

gde je m,masa suvog koacervata pre simulacije,a m masa istog suvog koacervata nakon simulacije.
Trajanje simulacije u uslovima Zeluca je bilo 2 h, dok je simulacija u uslovima creva trajala 8 h.

3.6.12. Statisticka analiza

Rezultati su statisticki obradeni u Statistica programskom paketu (TIBCO Software Inc.). Analiza
varijanse (One-way ANOVA) je uparena sa Tukey-jevim testom (Tukey’s honestly significant difference
(HSD) test) na nivou znacajnosti (p) < 0,05. Razli¢itim slovima su obeleZeni rezultati koji su se prema
ovom kriterijumu statisticki razlikovali. Svi eksperimenti su izvedeni u tri ponavljanja, a svi rezultati
su predstavljani kao srednja vrednost sa standardnim odstupanjem.
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Unutar ovog poglavlja bi¢e predstavljeni rezultati ispitivanja razli¢itih protokola ekstrakcije
pektinskog polisaharida iz muskate tikve, kao i potencijala tako izolovanih polisaharida za dobijanje
visokovrednih proizvoda. Eksperimenti su koncipirani tako da je prvo okarakterisana sirovina -
pulpa muskatne tikve, a zatim su pektinski polisaharidi ekstrahovani razli¢itim tehnikama: kiselom,
enzimski potpomognutim kiselim i enzimskim ekstrakcijama. Svi dobijeni pektinski polisaharidi
su okarakterisani u pogledu hemijskog sastava, fizicko-hemijskih i strukturnih osobina, kao i
funkcionalnih i bioloskih svojstava. Zatim su pektinski polisaharidi podvrgnuti enzimskoj modifikaciji
u cilju poboljsanja njihovih osobina i svojstava. Konacno, ispitan je potencijal pektinskog polisaharida
iz muskatne tikve za pripremu kompleksa sa proteinima uz pracenje interakcija izmedu njih i
odredivanje svojstava formiranih kompleksa.

4.1. Karakterizacija mezokarpa muskatne tikve

Mezokarp muskatne tikve je okarakterisan u pogledu sadrZaja vlage, dijetetskih vlakana
(ukupnih, rastvorljivih i nerastvorljivih), skroba i proteina. Dobijeni rezultati koji su prikazani u tabeli
8 odgovaraju podacima koji se pronalaze u literaturi [20,21,23]. Rastvorljiva dijetetska vlakna Cine
pektin, B-D-galaktan, glukomanani i galaktomanani, a nerastvorljiva celuloza, hemiceluloza i lignin
[24,25]. Iako se ubraja u rastvorljiva vlakna, pektin moZe sadrzati i odredenu koli¢inu nerastvorljivih
pektinskih supstanci zbog ¢ega se jedan njegov deo moZze ubrojati u nerastvorljiva dijetetska vlakna
[24]. U literaturi se pronalaze podaci o prisustvu celuloze, hemiceluloze, lignina i rastvorljivih
glukana u razli¢itim sortama bundeva (Cucurbita pepo i C. maxima) [27,118,119]. Pektin sa celulozom,
hemicelulozom i proteinima gradi kompleksne strukture koje imaju gradivnu ulogu u biljnim tkivima
[10,120], dok je skrob rezervna supstanca koja se u tkivu muskatne tikve nalazi u obliku skrobnih
granula [121].

Tabela 8. Sadrzaj vlage, vlakana, skroba i proteina u mezokarpu muskatne tikve

Vlaga Ukupna dijetetska Rastvorljiva Nerastvorljiva Skrob Proteini
(% mg/m) vlakna dijetetska vlakna dijetetska vlakna (mg/g..) (mg/g.)
0,
(mg/g\) (mg/g,) (mg/gg) M M
89,2+3,3 279,1+8,4 65,7£12,5 253,6x11,6 84,3+5,8 43,5+1,8
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4.2. lzolovanje pektinskog polisaharida muskatne tikve

Pektinski polisaharidi su ekstrahovani konvencionalnim metodom kisele ekstrakcije, uz
primenu hlorovodonicne kiseline za postizanje potrebnog pH, ali i enzimski potpomognutim kiselim
ekstrakcijama, kao i samo enzimskim ekstrakcijama. Enzimi koji su kori$éeni za ekstrakciju su bili
ksilanaza, celulaza, proteaza i amilaza, a njihov izbor je izvrSen na osnovu hemijskog sastava polazne
sirovine (tabela 8). Pre primene enzima za ekstrakciju pektinskih polisaharida, pra¢eno je oslobadanje
redukujucih Secera iz pulpe muskatne tikve usled enzimske razgradnje hemijskih struktura u sirovini,
radi definisanja optimalne doze enzima i trajanja enzimskog tretmana.

4.2.1. Enzimski tretmani pulpe muskatne tikve

Pulpa muskatne tikve je tretirana komercijalnom celulazom, ksilanazom i amilazom u cilju
definisanja kombinacije i doza enzima, kao i vremena reakcije koje ¢e omoguciti efikasnu hidrolizu
(hemi)celuloze i skroba u muskatnoj tikvi i olaksati ekstrakciju Sto preciS¢enijeg pektinskog
polisaharida. Enzimski tretmani su prac¢eni merenjem oslobodenih redukujuéih Secera u definisanim
vremenskim intervalima.

4.2.1.1. Tretman celulazom i/ili ksilanazom

Pracen je uticaj celulaze i ksilanaze na razgradnju (hemi)celuloze u cilju omogucavanja olakSane
ekstrakcije pektinskog polisaharida iz muskatne tikve, a enzimi su koriS¢eni pojedinacno ili u
kombinaciji. Vremenski tokovi hidroliza su prikazani na slici P1 (u prilogu). Primenjena individualno,
celulaza se generalno pokazala nesto efikasnijom od ksilanaze, oslobadaju¢i ve¢u koli¢inu redukujuéih
Secera za jednake vremenske intervale. Vecu efikasnost enzimskog tretmana celulazom od tretmana
hemicelulazom (pra¢eno merenjem prinosa pektina iz Secerne repe) su dokazali Abou-Elseoud et
al. [122]. Takode, kada je primenjena kombinacija oba enzima, dostignuta je najvisa koncentracija
oslobodenih redukujuc¢ih Secera. U literaturi se mogu naci podaci o vecoj efikasnosti sinergizma
celulaze i ksilanaze nego samostalnih delovanja ovih enzima, odredenoj preko prinosa ekstrakcije
pektina iz pulpe Seéerne repe [122] i opuncije [123]. Iz dobijenih rezultata moZze se primetiti da nije
doslo do promene u koncentraciji oslobodenih Sec¢era nakon 2 h hidrolize mezokarpa muskatne tikve
u slucaju simultane akcije dva enzima. Stoga je tretman pulpe muskatne tikve kombinacijom celulaze
(10 FPU/g) i ksilanaze (20 U/g) u trajanju od 2 h izabran za enzimima potpomognute kisele i enzimske
ekstrakcije sa ciljem eventualnog poboljSanog prinosa pektinskog polisaharida.

4.2.1.2. Tretman amilazom

Pulpa muskatne tikve je tretirana amilazom u cilju razgradnje skroba koji je u znacajnoj kolicini
prisutan u njoj (84,3 mg/g,,) i moZe biti ekstrahovan istovremeno sa pektinskim polisaharidom,
te moze uticati na njegove osobine i svojstva [30]. Amilaza je koriS¢ena u ekstrakcijama pektina iz
zimske tikve [56] i krompira [57] za razgradnju skroba prisutnog u ovim sirovinama u cilju dobijanja
pektina bez ko-ekstrahovanog skroba. Vremenski tokovi hidroliza su prikazani na slici P2 (u prilogu).
Primenjena u dve doze (18 KNU/gi 36 KNU/g), amilaza je oslobadala vecu koncentraciju redukujucih
Secera za jednake vremenske intervale u vecoj dozi. Takode, uoceno je da nakon prva 2 h hidrolize
nije doslo do promena u koncentraciji redukujucih Secera. Na osnovu ovih tokova hidrolize, tretman
pulpe muskatne tikve amilazom (36 KNU/g) u trajanju od 2 h je izabran za enzimske i enzimski
potpomognute Kkisele ekstrakcije u cilju dobijanja pektinskih polisaharida muskatne tikve bez
istovremene ekstrakcije skroba.
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4.2.2. Prinosi ekstrakcija pektinskog polisaharida muskatne tikve

Pektinski polisaharidi su ekstrahovani iz muskatne tikve kiselom ekstrakcijom, enzimski
potpomognutim kiselim ekstrakcijama i enzimskim ekstrakcijama, te je nakon procedure izdvajanja
odreden njihov prinos. Dodatno, da bi se sagledao uticaj enzima na prinos, ekstrakcije su izvedene i u
puferu bez dodatka enzima. Prinosi ekstrahovanih pektinskih polisaharida su predstavljeni na slici 6.

120,0

100,0

—
O
O

80,0

b ] S I
600 of -

Prinos (ma/ggy)

40,0 c

H O

20,0 =

0,0
K XC+K  A+K AXC+K XC XCP A AXC B50 B8O

Slika 6. Prinosi ekstrakcije pektinskog polisaharida iz muskatne tikve

Ekstrahovani pektinski polisaharidi su oznaceni na slede¢i nacin: kiselo ekstrahovan pektinski polisaharid
(K), celulazom i ksilanazom potpomognuto kiselo ekstrahovan (XC+K), amilazom potpomognuto Kiselo
ekstrahovan (A+K), celulazom, ksilanazom i amilazom potpomognuto kiselo ekstrahovan (AXC+K), celulazom i
ksilanazom ekstrahovan (XC), celulazom, ksilanazom i proteazom ekstrahovan (XCP), amilazom ekstrahovan (A),
celulazom, ksilanazom i amilazom ekstrahovan (AXC), puferom ekstrahovan na 50 °C (B50) i puferom ekstrahovan
na 80 °C (B80) pektinski polisaharid.

Prinos konvencionalne kisele ekstrakcije je iznosio 60,6 mg/g, . Najveci prinos je postignut za
AXC+K (104,4 mg/g,,), dok je sa druge strane, ekstrakcija amilazom rezultirala najniZim prinosom
pektinskog polisaharida (32,9 mg/g,,). U dostupnoj literaturi se ne mogu pronaci podaci o
kombinovanim enzimskim i kiselim ekstrakcijama pektinskih polisaharida muskatne tikve, ali je na
primeru pektina iz krompira i cikorije dokazano da je moguce dobiti vece prinose pektina kada kiseloj
ekstrakciji prethodi enzimski tretman celulazom [57], odnosno celulazom i proteazom [11], redom.
Generalno, vedi uticaj na prinos su imale ksilanaza i celulaza nego amilaza Sto se ogledalo u vecem
prinosu XC+K nego A+K i u ve¢im prinosima XC i XCP nego A. Ovo je bilo oc¢ekivano s obzirom da
ksilanaza i celulaza hidrolizuju polisaharide ¢elijskog zida koji su vezani za pektin [120] i na taj nacin
oslobadaju pektinske polisaharide i povecavaju njihov prinos; sa druge strane, amilaza hidrolizuje
skrob koji nije vezan za pektin u ¢elijskom zidu [121] te stoga samostalan tretman ovim enzimom ne
moze efikasno da hidrolizuje celijski zid i protopektin, ve¢ se na ovaj nac¢in moze ekstrahovati samo
lakSe dostupan i slabije vezan pektinski polisaharid [124]. Ve¢i prinosi kod AXC+K i AXC u odnosu na
XC+K i XC, redom, mogu biti posledica primenjenog protokola za ekstrakciju, a ne dejstva amilaze.
Naime, tretman amilazom na 80 °C u trajanju od 2 h je sledio nakon tretmana zdruzenom celulazom
i ksilanazom, Sto bi moglo objasniti povecanje prinosa pektinskog polisaharida usled produzenog
trajanja ekstrakcije i poviSene temperature. Da amilaza ima ulogu samo u razgradnji skroba a ne
u povecanju prinosa ekstrahovanog pektina se vidi iz blanko ekstrakcija izvedenih bez prisustva
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enzima. B80 je ekstrahovan u ve¢em prinosu nego B50, ukazujuéi na znacaj poviSene temperature
pri ekstrakciji, Sto bi isto moglo da objasni i ve¢i prinos A nego B50. Takode je prinos B80 bio nesto
vedi (iako ne i statisticki znacajno) i od prinosa A koji je ekstrahovan u istim uslovima ali uz prisustvo
amilaze; ovo bi se moglo objasniti time da usled dejstva amilaze dolazi do razgradnje skroba, te se on
ne ekstrahuje zajedno sa pektinom Sto bi mogao biti slucaj kod B80.

Iz ovih rezultata se moze zakljuciti da nacin ekstrakcije ima veliki uticaj na prinos pektinskog
polisaharida. Slika 6 pokazuje da je moguce povecati prinos pektinskog polisaharida kada kiseloj
ekstrakciji prethodi enzimski tretman ili cak dobiti slican prinos kada se za ekstrakciju koriste ksilanaza
i celulaza (sa dodatkom amilaze ili bez nje) bez naknadnog koraka ekstrakcije sa kiselinom. Na ovaj
nacin je moguce zameniti kiselu ekstrakciju pektina iz muskatne tikve kao ekoloski neprihvatljiv
proces, enzimskom ekstrakcijom koja predstavlja ,zeleniju” alternativu.

4.3. Karakteristike i svojstva pektinskih polisaharida muskatne tikve

Radi lakSeg i jasnijeg sagledavanja rezultata, pektinski polisaharidi su podeljeni u dve grupe
prema tome da li je koriS¢ena kiselina pri njihovom izolovanju na: (a) pektinske polisaharide
dobijene kiselim ekstrakcijama ukljucujuéi i enzimski potpomognute kisele ekstrakcije i (b) pektinske
polisaharide dobijene enzimskim ekstrakcijama.

4.3.1. Pektinski polisaharidi dobijeni kiselim ekstrakcijama

Pektinski polisaharidi dobijeni kiselom i enzimski potpomognutim kiselim ekstrakcijama su
okarakterisani u pogledu njihovih hemijskih, fizickih i strukturnih karakteristika, kao i bioloskih i
funkcionalnih svojstava, u cilju boljeg razumevanja njihove strukture, kao i sagledavanja njihove
potencijalne primene.

4.3.1.1. Hemijski sastav pektinskih polisaharida dobijenih kiselim ekstrakcijama

Pektinski polisaharidi su okarakterisani u pogledu sadrzaja galakturonske kiseline, neutralnih
Secera, skroba i proteina, kao i u pogledu njihovog stepena metoksilacije i stepena acetilacije. Dobijeni
rezultati prikazani su u tabeli 9.

Tabela 9. Hemijski sastav (g/100 g pektinskog polisaharida), stepen metoksilacije i stepen acetilacije
(mol/100 mol GalA) kiselo ekstrahovanih pektinskih polisaharida muskatne tikve

K XC+K A+K AXC+K
GalA 29,0+1,4¢ 68,1+1,1° 84,4+2,92 78,3+0,6°
Skrob 21,7+0,7° 22,9+1,12 0,2+0,0° 0,2+0,0°
Proteini 8,3+0,5° 2,2+0,1°¢ 2,8+0,2° 2,0+0,2¢
Neutralni Seéeri’ 57,8+2,42 32,3+3,1° 17,241,0¢ 23,9+0,4°¢
DM 52,0+0,3? 32,6+1,5¢ 42,4+1,4° 41,1+1,3°
DA 3,920,6% 3,8+0,3% 0,9+0,2° 1,0£0,1°

* predstavljeni kao zbir pojedina¢nih neutralnih $ec¢era (Rha, Xyl, Ara, Man, Glc i Gal) koji su odredeni HPLC
metodom
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Najmanji sadrzaj GalA ustanovljen je kod kiselo ekstrahovanog pektinskog polisaharida (29
g/100 g) Sto je u skladu sa podacima koji se pronalaze u literaturi [30]. Znacajno veéi sadrzaj GalA
je izmeren u polisaharidima koji su dobijeni enzimski potpomognutim kiselim ekstrakcijama, i to
najvise kod A+K (84,4 g/100 g). Isto je primeceno i kod pektina iz krompira; naime, sadrzaj GalA je bio
znacajno vedi kada je kiseloj ekstrakciji prethodio tretman amilazom nego kod kiselo ekstrahovanog
pektina [57]. Dodatno, sadrzaj GalA je bio ve(i i kod pektina iz cikorije kada je tretman celulazom i
proteazom pratila kisela ekstrakcija nego kod kiselo ekstrahovanog pektina [11].

Skrob je bio prisutan u znacajnoj koli¢ini u K i XC+K (viSe od 21 g/100 g), $to je u skladu sa
rezultatima Fissore et al. [30] koji su nasli da u 100 g kiselo ekstrahovanog pektina muskatne tikve ima
22,9 g skroba. S druge strane, samo 0,2 g skroba/100 g izmereno je u A+K i AXC+K. Ovo je ocekivan
rezultat, jer je za ekstrakciju uzoraka sa malim sadrzajem skroba u enzimskim pretretmanima
koris¢ena amilaza koja razgraduje skrob prisutan u suvoj pulpi muskatne tikve.

Najvedi sadrzaj proteina je izmeren u K (8,3 g/100 g) dok je u uzorcima dobijenim enzimski
potpomognutim kiselim ekstrakcijama izmereno manje od 2,8 g proteina u 100 g polisaharida.

Neutralni Seceri su u znacajnoj koli¢ini bili prisutni u K (57,8 g/100 g) dok je njihov sadrzaj bio
najmanji u A+K (17,2 g/100 g). Dobijeni rezultati se slazu sa onima o ve¢em sadrzaju neutralnih Secera
kod kiselo ekstrahovanog pektina cikorije nego kod pektina dobijenog iz enzimski potpomognute
kisele ekstrakcije, Sto je objasnjeno moguc¢om enzimskom hidrolizom bo¢nih lanaca, sastavljenih
uglavnom od neutralnih Secera, tokom ekstrakcije [11].

Najveci stepen metoksilacije je imao K (52 mol/100 mol) $to je viSe od ranije objavljenog stepena
metoksilacije (37,3 mol/100 mol) kiselo ekstrahovanog pektinskog vlakna muskatne tikve [30].
Najmanji stepen metoksilacije je primec¢en kod XC+K (32,6 mol/100 mol). Ovo je u skladu sa manjim
stepenom metoksilacije koji su dobili Panouillé et al. [11] za pektin koji je ekstrahovan iz cikorije kada
je tretman celulazom i proteazom pratila kisela ekstrakcija nego kada je pektin dobijen samo kiselom
ekstrakcijom.

Svi pektinski polisaharidi ekstrahovani razli¢itim protokolima kisele ekstrakcije su imali jako
niske stepene acetilacije. Ovi rezultati su u skladu sa niskim vrednostima (3,1 mol/100 mol) koje su
objavili Fissore et al. [30] za kiselo ekstrahovan pektin iz muskatne tikve.

4.3.1.2. Monosaharidni profil pektinskih polisaharida dobijenih kiselim ekstrakcijama

Monosaharidni sastav pektinskih polisaharida je predstavljen na slici 7. Strukturni elementi
kiselo ekstrahovanih pektinskih polisaharida su dati u tabeli 10 kao sadrzaj homogalakturonana,
sadrzaj ramnogalakturonana-I i procenjena duzina bo¢nih lanaca na RG-I. Podaci o sastavu neutralnih
Secera prisutnih u pektinskim polisaharidima muskatne tikve dostupni u literaturi znacajno variraju.
Ove razlike se mogu pripisati razlikama u ekstrakcionim metodima, osetljivosti detekcije, zrelosti i
uslovima kultivacije biljke [125].

SadrZaj ramnoze se razlikovao medu kiselo ekstrahovanim pektinskim polisaharidima. Najvise
Rha je odredeno kod K dok je ovog monosaharida bilo najmanje u XC+K. Prera¢unato na strukturne
elemente (tabela 10), uzorci sa najve¢im sadrzajem Rha su o¢ekivano imali i ve¢i udeo RG-I strukturnog
domena pri ¢emu je K imao ¢ak 43,51% RG-1, a tek 14,52% HG, $to se slaZe i sa rezultatima o niskom
sadrzaju GalA kod ovog pektinskog polisaharida. Najvise HG (77,93%) i najmanje RG-I (10,44%) je
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izraCunato u A+K, Sto je posledica manjeg sadrzaja Rha ali i znacajno veceg sadrzaja GalA. Svi kiselo
ekstrahovani pektinski polisaharidi suimali izuzetno kratke bo¢ne lance u RG-I domenu, samolekulima
Rha koji su priblizno nosili 1 (K, XC+K i AXC+K) ili 2 (A+K) molekula Ara i/ili Gal. Ove vrednosti su
nesto nize od duzina bo¢nih lanaca odredenih u kiselo ekstrahovanim pektinima iz razlicitih sorti
bundeve (C. maxima), koje su iznosile od 2 do 10 Ara i/ili Gal jedinica [119]. Takode su duZine bo¢nih
lanaca (izracunate na osnovu podataka u literaturi o sadrzaju monosaharida [30]) bile vece i kod
kiselo ekstrahovanih pektina iz muskatne tikve; njihova duzina je bila u proseku 2 do 3 jedinice.

Analiza neutralnih SeCera je pokazala znacajno veci sadrzaj glukoze kod polisaharida
ekstrahovanih bez primene amilaze, dok je kod polisaharida dobijenih sa amilazom u koraku
enzimskog tretmana ovaj monosaharid bio prisutan u manjoj koli¢ini. Glukoza je bila prisutna u XC+K
i Kuiznosima 53,87 g/100 gi 31,49 g/100 g, redom. Ovako visok sadrzaj glukoze moZe biti objasnjen
prisustvom velike koli¢ine skroba u ovim polisaharidima [30], posto je ve¢ odreden sadrzaj skroba u
njima bio vec¢i od 21%, dok je u ostala dva izolovana polisaharida on bio prisutan u tragovima (0,2%).
Ovo bi moglo da ukaZe na to da je korak kisele ekstrakcije odgovoran za ko-ekstrakciju skroba koji je
prisutan u pulpi muskatne tikve (84,3 mg/g,,). Istovremeno izdvajanje pektina i skroba je izbegnuto
kada je pri enzimskom tretmanu muskatne tikve kori$¢ena amilaza koja je razgradila skrob, pa je kod
A+K i AXC+K sadrzaj glukoze bio manji od 14,5 g/100 g iako je nakon ovog tretmana sledila i kisela
ekstrakcija.

Nizi sadrzaji ve¢ine monosaharida, osim Glc, kod K i XC+K delimi¢no se mogu dovesti u vezu i
sa manjom ¢isto¢om ovih pektinskih polisaharida u odnosu na A+K i AXC+K. Naime, kao $to se vidi u
tabeli 8, K i XC+K imaju prisutnu vecu koli¢inu skroba, a neutralni $eceri su na slici 7 izraZeni kao g
neutralnog Secera u 100 g pektinskog polisaharida (ukljucujudi i skrob u njemu).
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Slika 7. Monosaharidni sastav kiselo ekstrahovanih pektinskih polisaharida
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Tabela 10. Sadrzaj razlicitih strukturnih domena (%, n/n) u kiselo ekstrahovanim pektinskim
polisaharidima i procenjena duzina bocnog lanca u RG-I strukturnom domenu

K XC+K A+K AXC+K
HG" 14,52 61,82 77,93 67,56
RG-I™ 43,51 11,35 10,44 19,19
(Ara+Gal)/Rha™ 0,73 1,41 1,98 1,37

* homogalakturonan = GalA - Rha [126]

** ramnogalakturonan-I = (GalA - HG) + Rha + Ara + Gal [126]

*** (Ara+Gal)/Rha predstavlja procenu duzine bo¢nih lanaca na RG-1[119]

koncentracije neutralnih Secera i GalA su izraZene kao broj molova u 100 molova svih Secera (zbir GalA i
neutralnih Secera)

4.3.1.3. Molarne mase pektinskih polisaharida dobijenih kiselim ekstrakcijama

GP-HPLC hromatogrami pektinskih polisaharida ekstrahovanih kiselom i enzimski
potpomognutim kiselim ekstrakcijama su prikazani na slici 8, dok su molarne mase, disperznost i
povrsine identifikovanih frakcija razli¢itih molarnih masa date u tabeli P1 u prilogu.

Svi uzorci su imali ramena na prvom piku (frakcije obeleZene sa I na slici 8) sa molarnim masama
(Mp) ve¢im od 6000 kDa. Postojanje ovih frakcija izuzetno velike molarne mase je pokazatelj prisustva
agregata u uzorcima. Pektinski polisaharidi K i XC+K su imali dve dominantne frakcije - a IT i a III,
odnosno b I1i b III, sa razvla¢enjem pika ka nizim molarnim masama (a IV ib IV, redom). XC+K je imao
veci udeo frakcije sa velikom molarnom masom (b II) nego K (a II), ali je sama molarna masa frakcije
b II bila znatno manja (oko 1500 kDa), u odnosu na onu frakcije a II (oko 2100 kDa). Takode su i kod
AXC+K postojala dva dominantna pika (d II i d III - 1930 kDa i 45 kDa, redom), ali bez znacajnog
razvlacenja ka manjim molarnim masama, dok je samo kod A+K bilo prisutno rame (c III) molarne
mase 558 kDa na piku (c II) molarne mase 2600 kDa. Manje molarne mase frakcija b IT (XC+K) i d II
(AXC+K) od uporedivih frakcija kod K (a IT) i A+K (c II) bi se mogle pripisati sporednoj pektinolitickoj
aktivnosti komercijalne celulaze i ksilanaze (navedeno u poglavlju 3.2) koje su koris¢ene u koraku
enzimskog pretretmana ovih pektinskih polisaharida [11,54]. Kada se uporede hromatogrami A+K
i AXC+K sa slike 8, moze se primetiti da su retenciona vremena na kojima pocinju pikovi c IT i d II
jednaka (5,5 min), kao i vremena na kojima se zavrsavaju pikovi c Il i d II (7,5 min), ali da u istom
opsegu postoje 2 definisane frakcije kod A+K, odnosno samo 1 frakcija kod AXC+K. Moze se zakljucati
da pretretman ksilanazom i celulazom dovodi do ekstrakcije pektinskog polisaharida sa jednom
dominantnom frakcijom koja u sebi sadrzi polimere visokih molarnih masa i veée disperznosti
(1,491 1,60 kod XC+K i AXC+K, redom). Sa druge strane, pretretman samo amilazom je za posledicu
imao ekstrakciju pektinskog polisaharida sa 2 frakcije manjih disperznosti (oko 1,2) u istom opsegu
retencionih vremena. Kod dominantnih frakcija manjih molarnih masa se primecuje trend da je
primena amilaze u enzimskom pretretmanu dovela do ekstrakcije pektinskih polisaharida sa manjim
molarnim masama u okviru ovih frakcija (31 - 45 kDa) nego $to je odredeno za K (92,9 kDa) i XC+K
(84,8 kDa).
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Slika 8. GP-HPLC profili kiselo ekstrahovanih pektinskih polisaharida
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Velikamolarnamasaall frakcije kod Kmoze biti posledica interakcija ovog pektinskog polisaharida
i proteina, Sto je u skladu sa najve¢im sadrzajem proteina u ovom uzorku, a razmatrano je od strane
Panouillé et al. [11]. Sa druge strane, molarne mase pektina zavise i od prostorne konformacije
molekula; pektinski molekuli sfericnog oblika imaju prividno manju molarnu masu od molekula koji
se u rastvoru nalaze u izduzenom, Stapi¢astom obliku. Sferi¢ni molekuli u svojoj strukturi imaju vise
grananja i neutralnih Secera nego Stapicasti molekuli ve¢inom sacinjeni od dugackih linearnih lanaca
[127]. Ovo je u skladu sa udelima strukturnih domena HG i RG-I (tabela 10) u XC+K, A+K i AXC+K,
gde je A+K sa najviSe HG domena (77,93%) u svom sastavu imao i najve¢u molarnu masu a XC+K sa
najmanje HG domena (61,82%) imao i najmanju molekulsku masu od ova 3 pektinska polisaharida.
Disperznost frakcija pektinskih polisaharida dobijenih kiselom i enzimski potpomognutim kiselim
ekstrakcijama je bila relativno mala i kretala se u opsegu od 1,2 do 1,9.

4.3.1.4. Naelektrisanje pektinskih polisaharida dobijenih kiselim ekstrakcijama

Zeta (¢) potencijal je izmeren kako bi se odredilo naelektrisanje pektinskih polisaharida i njihova
izoelektri¢na tacka (pl). Zavisnost zeta potencijala od pH je data na slici 9. Svi pektinski polisaharidi
su imali negativan zeta potencijal na pH vrednostima ve¢im od 2, sa izolelektri¢nim tackama na 1,78
+0,05,1,81 +0,06,1,84 +0,0411,97 + 0,05 za K, XC+K, A+K i AXC+K, redom. Ove izoelektri¢ne tacke
se medusobno statisticki nisu razlikovale (p>0,05). Sa druge strane, vrednosti zeta potencijala u
ispitivanom opsegu pH se jesu razlikovali. Najveci zeta potencijal su imali A+K i AXC+K, a najmanji
K. Ove razlike u zeta potencijalima mogu biti povezane sa razlikama u DM i sadrzaju GalA ispitivanih
polisaharida. Najnizi zeta potencijal je u saglasnosti sa najnizim sadrzajem GalA, kao i sa najve¢im
stepenom metoksilacije kod K. Zeta potencijal je veci ukoliko je u uzorku prisutno vise GalA sa $to
manjim brojem metoksilovanih karboksilnih grupa koje doprinose negativnhom naelektrisanju
njegovih molekula. Dobijeni rezultati su bili u skladu sa ve¢im sadrzajem GalA i nizim DM kod A+K
i AXC+K $to je za posledicu imalo ve¢i broj slobodnih karboksilnih grupa koje su nosioci negativnog
naelektrisanja.
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Slika 9. Zeta potencijali kiselo ekstrahovanih pektinskih polisaharida
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4.3.1.5. Sadrzaj ukupnih fenola, in-vitro antioksidativna aktivnost i Fe?*-helirajuc¢a aktivnost
pektinskih polisaharida dobijenih kiselim ekstrakcijama

Ukupne fenolne kiseline, sposobnost neutralizacije ABTS radikal-katjona i Fe?*-helirajuca
aktivnost kiselo ekstrahovanih pektinskih polisaharida su prikazane na slici 10. MoZe se zakljuciti
da je protokol ekstrakcije imao veliki uticaj na sadrzaj ukupnih fenola, izrazenih kao sadrzaj ferulne
kiseline, na in-vitro antioksidativnu aktivnost i na metal-heliraju¢u aktivnost pektinskih polisaharida.
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Slika 10. Ukupne fenolne kiseline, ABTS i gvoZde(Il)-helirajuca aktivnost kiselo ekstrahovanih
pektinskih polisaharida

Ferulna kiselina moZe biti vezana za arabinozu na 0-2 poziciji ili za galaktozu na 0-6 poziciji u
boc¢nim lancima pektina [2]. Upravo je AXC+K imao najveci sadrzaj fenolnih kiselina, $to odgovara i
najvecem sadrzaju Gal i Ara u ovom pektinskom polisaharidu. U skladu sa tim je najniza antioksidativna
aktivnost izmerena kod K u kom je i sadrzaj fenolnih kiselina bio najmanji, kao i sadrzaj Gal kao
potencijalnog mesta za vezivanje fenolnih kiselina. Ovo je u skladu sa podacima u literaturi koji
pokazuju da su pektini bogatiji fenolnim kiselinama takode imali ve¢u antioksidativnu aktivnost [58].
Takode, visoke antioksidativne aktivnosti su ranije povezane i sa ve¢im sadrzajem GalA i nizim DM
koji znace da postoji vise slobodnih hidroksilnih grupa za neutralizaciju slobodnih radikala [128-130]
$to je u skladu sa dobijenim rezultatima.

Vezivanje dvovalentnih katjona je uslovljeno sadrzajem GalA, DM, kao i duzinom HG lanaca [50].
Naime, viSe GalA i manji DM znace da u molekulu postoji vise neesterifikovanih karboksilnih grupa
koje nose negativno naelektrisanje. Ove grupe mogu lako da oforme veze sa pozitivno naelektrisanim
dvovalentnim jonima kao $to je Fe?". Sa druge strane, $to su duzi HG lanci u molekulu pektina, veze
sa dvovalentnim katjonima su brojnije i jace. Sa slike 10 se vidi da je Fe?*-helirajuc¢a aktivnost i te
kako zavisila od nacina ekstrakcije pektinskog polisaharida. Najmanja aktivnost je primecena kod K,
a najveca kod XC+K i A+K, Sto je u skladu sa njihovim sadrzajem GalA i DM. Sa druge strane, najmanji
sadrzaj HG domena (samo 14,5%) i najmanja helirajuca aktivnost kod K mogu indirektno da ukazu na
to da ovaj polisaharid ima i krace HG lance nego pektinski polisaharidi dobijeni kiselim ekstrakcijama
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nakon enzimskog pretretmana. Naime, pektinski polisaharidi ekstrahovani enzimski potpomognutim
kiselim ekstrakcijama su imali viSe od 60% HG domena, pri ¢emu je A+K u svom sastavu imao ¢ak
77% HG domena.

4.3.1.6. Rastvorljivost i kapacitet zadrzavanja vode pektinskih polisaharida dobijenih
kiselim ekstrakcijama

Ispitan je uticaj primenjenih protokola kisele ekstrakcije na rastvorljivost i kapacitet zadrzavanja
vode dobijenih pektinskih polisaharida, a rezultati su prikazani na slici 11. Rastvorljivost je bila
najveca kod XC+K (skoro 94%), a najmanja kod A+K (63%). Ovakva rastvorljivost bi se mogla povezati
sa molarnim masama dominantne frakcije pektinskih polisaharida (pikovi obeleZeni sa II na slici
8). Naime, trend opadanja molarne mase je odgovarao trendu poboljsane rastvorljivosti pektinskih
polisaharida, pri ¢emu je Mw dominantne frakcije bio najvec¢i upravo kod A+K, koji se i najlosije
rastvarao, a najmanji kod XC+K, koji je pokazao najbolju rastvorljivost. Prema literaturi, rastvorljivost
polisaharida je veca kada je njihova molarna masa manja [131].
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Slika 11. Rastvorljivost i kapacitet zadrZavanja vode kiselo ekstrahovanih pektinskih polisaharida

Kapacitet zadrzavanja vode definiSe koli¢inu vode koja se zadrzava u vlaknu bez primene neke
spoljasnje sile, osim gravitacione i atmosferskog pritiska, tj. ovaj parametar podrazumeva vodu koja je
slabo vezana za vlakno [41]. Pektini koji mogu za sebe da vezu vecu koli¢inu vode su znacajni u ishrani
jer poboljsavaju intestinalnu peristaltikuy, a takode vezuju vlagu u hrani i time sprecavaju isusivanje
namirnica i odrzavaju kvalitet proizvoda [42]. Najveci kapacitet zadrzavanja vode je izmeren za A+K, a
najmanji za XC+K, $to je bilo obrnuto proporcionalno njihovoj rastvorljivosti, a samim tim i molarnim
masama njihove dominantne frakcije. Ovo je u skladu sa istrazivanjima Huang et al. [42]; pektinska
vlakna citrusa su pokazala bolje kapacitete zadrzavanja vode kada su polimerni molekuli bili veci
jer se na njihovoj povrsini nalazio veci broj dostupnih hidrofilnih grupa sposobnih da vezuju vodu.
Dodatno, na istim vlaknima je primeceno da je vezivanje vode bilo u obrnutoj zavisnosti od sadrzaja
rastvorljive frakcije u njima [42].
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4.3.1.7. Viskoznost pektinskih polisaharida dobijenih kiselim ekstrakcijama

ReoloSka svojstva pektinskih polisaharida dobijenih kiselom i enzimski potpomognutim
kiselim ekstrakcijama su prikazana na slici 12 kao krive proticanja. Posto je zavisnost viskoznosti od
hemijskog sastava i strukturnih karakteristika veoma kompleksna, nemoguce je povezati je sa samo
jednom od karakteristika pektinskih polisaharida. Najveca viskoznost je zapazena kod A+K, dok je kod
XC+K viskoznost bila najmanja. Dobijeni trend u viskoznosti se slaZe sa trendom koji je zapazen kod
molarnih masa - uzorci sa ve¢im molarnim masama su takode imali ve¢u viskoznost. Direktna veza
izmedu molarne mase i viskoznosti je od ranije poznata [46,132]. U slucaju A+K, velika viskoznost
bi mogla biti polsedica najveceg sadrzaja linearnog HG u ovom pektinskom polisaharidu (77,93%).
Poznato je da se polisaharidi lineranih konformacija viSe opiru proticanju Sto se oglada u njihovoj
povecanoj viskoznosti [131]. Dodatno, pektini mogu da formiraju komplekse sa proteinima i prisustvo
ovakvih kompleksa moze da uti¢e na povecanje viskoznosti [127,133]. Takode, visok sadrzaj RG-I
strukturnog domena moze za posledicu imati ve¢u viskoznost usled veceg broja medumolekulskih
interakcija u ovim strukturama [116,127,133]. Kako je K imao najvec¢i sadrzaj proteina i RG-I, moguce
je da su za njegovu veliku viskoznost bili odgovorni upravo ovakvi kompleksi. Veéa viskoznost kod
pektina bogatih RG-I domenom usled brojnih interakcija bo¢nih lanaca unutar ovog strukturnog
domena je primecena i kod pektina iz bamije [134].

Kod svih kiselo ekstrahovanih polisaharida se zapaza opadanje viskoznosti sa porastom brzine
smicanja, Sto ukazuje na to da su u pitanju pseudoplasticni fluidi [135]. Ista osobina je i ranije pripisana
kiselo ekstrahovanom pektinu muskatne tikve [30].

Viskoznost (Pa x s)
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Slika 12. Viskoznost kiselo ekstrahovanih pektinskih polisaharida

4.3.1.8. FTIR spektri pektinskih polisaharida dobijenih kiselim ekstrakcijama

FTIR spektroskopija je koris¢ena kako bi se bolje razumela hemijska struktura ekstrahovanih
polisaharida. Analiza spektara (slika 13) je pokazala da se u regionu talasnih brojeva od 3500 cm™ do
2500 cm™® mogu pronaci dva velika pika prisutna u svim uzorcima. Prvi pik na oko 3300 cm moze
poticati od istezanja O-H grupe usled inter- i intramolekulskih vodonic¢nih veza u skeletu molekula
satinjenog od GalA [34,136]. Drugi pik, na oko 2930 cm?, odgovara C-H absorpciji, ukljucujuci

savijanje i istezanje u CH, CH, i CH, grupama [136].
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Poznato je da pektinski polisaharidi imaju nekoliko karakteristi¢cnih pikova u svojim FTIR
spektrima. Kod svih analiziranih uzoraka, pik na 1740 cm™ se moze dovesti u vezu sa istezanjem C=0
grupe u metil esterifikovanim kabroksilnim grupama, dok je pik na 1630 cm™ posledica prisustva
neesterifikovanih COO- grupa i njihovih vibracija usled istezanja. Iz odnosa intenziteta esterifikovanih
i sume esterifikovanih i neesterifikovanih grupa moguce je izracunati stepen metoksilacije pektina
[137]. Vrednosti DM izracunate sa FTIR spektara na ovaj nacin (rezultati nisu prikazani) su odgovarale
DM vrednostima odredenim pomocu spektrofotometrijske metode (tabela 9). Simetri¢ne vibracije
karboksilne grupe u poligalakturonskoj kiselini mogu biti u vezi sa pikom na 1440 cm™ [137] koji
je prisutan kod svih kiselo ekstrahovanih pektinskih polisaharida. Takode, absorpcioni pik velikog
intenzitetana 1010 cm, kao i pik na 1230 cm se povezuju sa visokim sadrzajem homogalakturonana
u pektinu [138,139], a prisutni su u svim uzorcima. Dodatno, prisustvo pikova u intervalu od 1200
cm™ do 1000 cm™ se dovodi u vezu sa istezanjem C-0, C-C i C-0-H, kao i savijanjem C-O-H primec¢enim
na spektrima uzoraka sa dosta skroba u svom sastavu [140]. Stoga, moguce je preklapanje pikova koji
vode poreklo od homogalakturonana i skroba, a nalaze se u ovom regionu talasnog broja, sto vodi

do otezane identifikacije, posebno u slucajevima pektinskog polisaharida koji u svom sastavu imaju
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visok sadrza skroba, kao $to su to uzorci K i XC+K. Region talasnog broja ispod 1500 cm™* predstavlja
specifican region za ugljene hidrate koji je jedinstven za svaki molekul i obi¢no je tesko nedvosmisleno
ga protumaciti. Pikovi karakteristi¢ni za polisaharide se nalaze veoma blizu jedni drugih, cesto se
preklapajudi, pri ¢emu dolazi do problema u identifikaciji [136,139]. Absorpcioni pikovi na 1330 cm™ i
1140 cm™ mogu biti pripisani piranoznom prstenu [141] i glikozidnim vezama [139], redom. Sa druge
strane, pikovi koji se nalaze u oblasti izmedu 1045 cm™ i 1075 cm™ mogu da poti¢u od neutralnih
Secera, kao $to su arabinoza, ksiloza i galaktoza [139], dok pikovi na 926 cm i 846 cm™ mogu biti
dodeljeni glukozi i manozi, redom [141]. Navedeni pikovi koji odgovaraju razli¢itim monosaharidima
su prisutni kod svih analiziranih pektinskih polisaharida. Pik fenolnih estara na 1521 cm™ koji
odgovara feruloil estru [34] je prisutan kod A+K i AXC+K. Ovo moZe da ukazuje na nizak sadrzaj
fenolnih estara kod K i XC+K, ali visok sadrzaj ovih estara kod A+K i AXC+K, Sto odgovara rezultatima
o sadrzaju fenolnih kiselina sa slike 10.

4.3.2. Pektinski polisaharidi dobijeni enzimskim ekstrakcijama

Pektinski polisaharidi dobijeni enzimskim ekstrakcijama su okarakterisani u pogledu njihovih
hemijskih, fizickih i strukturnih karakteristika, kao i bioloskih i funkcionalnih svojstava, u cilju boljeg
razumevanja njihove strukture, kao i sagledavanja njihove potencijalne primene.

4.3.2.1. Hemijski sastav pektinskih polisaharida dobijenih enzimskim ekstrakcijama

Enzimski ekstrahovani pektinski polisaharidi su okarakterisani u pogledu sadrzaja galakturonske
kiseline, neutralnih Secera, skroba i proteina, kao i u pogledu njihovog stepena metoksilacije i stepena
acetilacije. Dobijeni rezultati predstavljeni su u tabeli 11.

Tabela 11. Hemijski sastav (g/100 g pektinskog polisaharida), stepen metoksilacije i stepen acetilacije
(mol/100 mol GalA) enzimski ekstrahovanih pektinskih polisaharida muskatne tikve

XC XCP A AXC
GalA 72,2+1,8° 73,4+2,22 62,9+2,3° 73,5+2,22
Skrob 0,60,0° 1,4+0,0? 0,0+0,0° 0,1£0,0°
Proteini 4,3+0,0° 2,8+0,1¢ 3,6+0,1° 2,4+0,1¢
Neutralni Seéeri” 25,8+1,6%° 23,3£0,6° 33,5+2,6 27,6+1,0%°
DM 29,2+1,9° 34,4+1,2° 47,3+2,7° 45,7+1,12
DA 3,10,2? 2,5+0,0? 1,00,2° 1,320,2°

" predstavljeni kao zbir pojedinac¢nih neutralnih Secera (Rha, Xyl, Ara, Man, Glc i Gal) koji su odredeni HPLC
metodom

Primena enzima za ekstrakciju pektinskih polisaharida je omogudila ekstrakciju pektinskih
polisaharida bogatih GalA. Najvisi sadrZaj GalA je postignut kada su u ekstrakcijama koriS¢ene celulaza
i ksilanaza (vise od 72 g/100 g). Ove vrednosti su bile viSe od vrednosti koje su prijavili Fissore et al.
[32] za pektin muskatne tikve ekstrahovan pomoc¢u celulaze (58,8 g/100 g). Pektinski polisaharid A
je imao najmanji sadrZaj GalA Sto bi moglo biti objaSnjeno time da pri tretmanu pulpe muskatne tikve
amilazom ne dolazi do tako efikasne razgradnje Celijskih struktura, kao Sto je bio slu¢aj kod celulaze
i ksilanaze, te stoga vecina ekstrahovanog A verovatno vodi poreklo iz srednje lamele gde je pektin
dostupniji i slabije vezan. Pektini srednje lamele biljaka su sa¢injeni ve¢im delom od HG sa odredenim
udelom RG-I [142]. Amilaza nije hidrolizovala razgranati deo pektinskog polisaharida te je zbog toga

A ekstrahovan sa manjim sadrZajem GalA, a ve¢im sadrZajem neutralnih Secera.
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Skrob je u enzimski ekstrahovanim pektinskim vlaknima bio prisutan uizuzetno malim koli¢inama
(manje od 1,4 g/100g), a najniZe vrednosti su odredene kod A i AXC (manje od 0,1 g/100 g), Sto
se moze objasniti primenom amilaze pri ekstrakciji ova dva pektinska polisaharida. Nizak sadrzaj
skroba kod polisaharida ekstrahovanih bez dejstva amilaze bi se mozda mogao objasniti uslovima pod
kojima su oni ekstrahovani. Naime, relativno niska temperatura (50 °C) verovatno nije bila dovoljna
za rastvaranje skroba prisutnog u pulpi muskatne tikve, pa samim tim nije doslo do njegove ko-
ekstrakcije, s obzirom da je za bolju rastvorljivost skroba potrebna znatno visa temperatura [143].

Proteini su bili prisutni u enzimski ekstrahovanim polisaharidima u malim koli¢cinama. Najmanje
proteina je odredeno u AXC (2,4 g/100 g), dok je najviSe proteina bilo prisutno u XC (4,3 g/100
g). Slicne vrednosti (4,5 g/100 g) su objavljene za pektin ekstrahovan iz muskatne tikve dejstvom
individualne celulaze [32].

Generalno, sadrzaj ukupnih neutralnih Secera je bio visi kada je enzimski tretman podrazumevao
upotrebu amilaze. Ovo bi moglo biti posledica ekstrakcije pektinskog polisaharida sa manje
hidrolizovanih bo¢nih lanaca (u sluc¢aju A) ili posledica upotrebe viSe temperature i duZeg vremena
ekstrakcije (kod AXC), Sto je bilo u skladu sa porastom sadrZaja neutralnih Secera u pektinu Seéerne
repe pri viSim temperaturama i duZem trajanju hidrotermalnog tretmana [144]. Dobijene vrednosti
kod XC i XCP su odgovarale zbiru ramnoze, arabinoze, ksiloze, manoze, glukoze i galaktoze (22,3 g/100
g) koji su prijavljene za pektin ekstrahovan iz pulpe muskatne tikve pomo¢u individualne celulaze
[32].

Upotreba amilaze za ekstrakciju pektinskih polisaharida je rezultirala viSim stepenom
metoksilacije (ve¢i od 45 mol/100 mol) nego kod uzoraka kod kojih ovaj enzim nije koriséen (manji od
34 mol/100 mol). DM pektinskih polisaharida dobijenih uz prisustvo amilaze u enzimskoj ekstrakeciji
je priblizan vrednosti za pektin dobijen iz zimske tikve (C. mixta) nakon dejstva celulaze i amilaze, koji
je iznosio 47,3% [56].

Odreden stepen acetilacije svih enzimski ekstrahovanih pektinskih polisaharida je bio veoma
nizak. Fissore et al. [31] su dobili nesto vece vrednosti DA za pektin iz muskatne tikve ekstrahovan
pomoc¢u hemicelulaze ili pomocu celulaze (12,5% i 13,5%, redom), kao i Cui and Chang [56] koji su
prijavili DA 6,9% za pektin iz tikve (C. mixta) ekstrahovan pomoc¢u amilaze i celulaze. NeSto manji
DA kod A i AXC, nego kod XC i XCP moze biti posledica izloZenosti viSoj temperaturi pri tretmanu
amilazom (80 °C) koja dovodi do deacetilacije, kao sto je objasnjeno kod hidrotermalne ekstrakcije
pektina iz SeCerne repe [144].

4.3.2.2. Monosaharidni profili pektinskih polisaharida dobijenih enzimskim ekstrakcijama

Monosaharidni sastav enzimski ekstrahovanih pektinskih polisaharidaje odreden hromatografski
i prikazan na slici 14, dok su strukturni elementi dati u tabeli 12 kao sadrzZaj homogalakturonana,
sadrzaj ramnogalakturonana-I i procena duzine bo¢nih lanaca na RG-I. SadrZaj razli¢itih neutralnih
Secera je medu ovim uzorcima bio dosta slican, sa statisticki znac¢ajnim razlikama u svega par slucajeva.

Sadrzaj ramnoze u enzimski ekstrahovanim pektinskim polisaharidima je varirao od 6 do 10%,
a prisustvo ovog Secera, prema Fissore et al. [32], ukazuje na postojanje RG-I strukturnog domena
u ovim uzorcima. Sadrzaj ksiloze je bio nesto visi u A za ¢ije dobijanje nije koriS¢ena ksilanaza koja
razgraduje ksilan, te je moguce da je deo ksiloze u ovom uzorku poticao upravo od nehidrolizovanih

ksilanskih struktura. Manji sadrzaj ksiloze u pektinu iz muskatne tikve su prijavili i Fissore et al. [32]
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kada je u enzimskoj ekstrakciji koriS¢ena samo hemicelulaza, nego kada je kori§¢ena individualna
celulaza. Koncentracije arabinoze su bile neSto vece, a manoze neSto manje kada je u ekstrakciji
koris¢ena amilaza, nego kod XC i XCP. Ovo bi mogla biti posledica primenjene poviSene temperature u
koraku tretmana sirovine amilazom. Upravo su Pirikowska et al. [144] primetili porast koncentracije
arabinoze sa povecavanjem temperature pri hidrotermalnoj ekstrakciji pektina iz Secerne repe.
Sadrzaj glukoze kod enzimski ekstrahovanih pektinskih polisaharida je bio veoma nizak $to se moze
dovesti u vezu sa niskim sadrzajem skroba kod njih [30].

XC i XCP su bili gotovo identi¢ni u pogledu sadrzaja HG (63%), RG-I (21%) i prose¢ne duzine
boc¢nih lanaca u RG-I domenu. Ovo bi moglo da ukaZe na to da primena proteaze u enzimskoj
ekstrakciji pektina nema znacajan uticaj na samu strukturu pektinskih frakcija ekstrahovanog
pektinskog polisaharida. Sa druge strane, postojala je medusobna razlika izmedu A i AXC, pri ¢emu
je A imao viSe RG-I a manje HG u svojoj strukturi, a oba ova uzorka su se razlikovala od pektinskih
polisaharida dobijenih bez primene amilaze. Naime, kada je u ekstrakciji koriS¢ena amilaza, dobijeni
pektinski polisaharidi su bili siromas$niji HG domenom, a bogatiji RG-I strukturnim domenom. Kod
svih enzimski ekstrahovanih pektinskih polisaharida su bo¢ni lanci vezani za RG-I bili izuzetno kratki;
u proseku su se bocni lanci sastojali samo od 1 molekula Ara ili Gal. Ova duzina je malo kraca od
prosecnih duzina bo¢nih lanaca koje se mogu izracunati (na osnovu podataka u literaturi o sadrzaju
monosaharida [32]) za pektine muskatne tikve ekstrahovane individualnom celulazom (2 molekula
Arai/ili Gal) i individualnom hemicelulazom (4 molekula Ara i/ili Gal).
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Slika 14. Monosaharidni sastav enzimski ekstrahovanih pektinskih polisaharida
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Tabela 12. SadrzZaj razlicitih strukturnih domena (%, n/n) u enzimski ekstrahovanim pektinskim
polisaharidima i procenjena duzina bocnog lanca u RG-I strukturnom domenu

XC XCP A AXC
HG' 63,56 63,84 50,77 57,53
RG-I” 21,49 21,74 31,29 28,61
(Ara+Gal)/Rha™ 1,12 0,56 1,19 0,59

“homogalakturonan = GalA - Rha [126]

" ramnogalakturonan-I = (GalA - HG) + Rha + Ara + Gal [126]

“" (Ara+Gal)/Rha predstavlja procenu duzine bo¢nih lanaca [119]

koncentracije neutralnih Secera i GalA su izraZene kao broj molova u 100 molova svih Secera (zbir GalA i
neutralnih Secera)

4.3.2.3. Molarne mase pektinskih polisaharida dobijenih enzimskim ekstrakcijama

GP-HPLC hromatogrami pektinskih polisaharida dobijenih enzimskim ekstrakcijama su prikazani
na slici 15, dok su molarne mase, disperznost i povrsine identifikovanih frakcija date u tabeli P2 u
prilogu.

Primena razli¢itih enzima u ekstrakciji je dovela do izdvajanja pektinskih polisaharida sa
razli¢itim GP-HPLC profilima. Kod XC i XCP su se mogli identifikovati 3 dominantna i ¢etvrti, manji
pik koji je odgovarao malim molarnim masama (oko 500 Da $to odgovara molarnoj masi disaharida ili
trisaharida). Uzorak A je imao 3 pika bez frakcije na jako niskim molarnim masama, dok je profil AXC
bio drugaciji od ostalih enzimski ekstrahovanih pektinskih polisaharida, sa samo 2 jasno definisane
frakcije.

Najvec¢a molarna masa I pika je odredena za XCP (f I: 3080 kDa), dok je neSto manja bila kod XC
(e I: 2718 kDa). Molarne mase prvih frakcija kod A i AXC su bile uocljivo nize - 1360 kDa i 894 kDa,
redom. Drugi pikovi kod XC i XCP (e Il i f II, redom) su imali pribliZne molarne mase (oko 500 kDa),
dok je treca frakcija kod XC (e III) imala ve¢u molarnu masu nego uporediva frakcija kod XCP (f III),
60 kDa i 28 kDa, redom. A je imao drugu (g II) i tre¢u (g I1I) frakciju manjih molarnih masa nego
uporedive frakcije kod XC, i to 267 kDa i 45 kDa, redom. Prva frakcija kod AXC (h I) je imala molarnu
masu manju od one koju su imale frakcije ostalih enzimski ekstrahovanih pektinskih polisaharida s
kojima se mogla porediti prema redosledu eluiranja, dok je njegova druga frakcija (h II) bila jednaka
molarnoj masi trece frakcije A (g I11), oko 43 kDa.

Generalno, upotreba amilaze je prouzrokovala ekstrakciju pektinskih polisaharida nizih molarnih
masa nego upotreba ksilanaze, celulaze i proteaze. Vise molarne mase kod XC i XCP nego kod A i AXC
bi se mogle dovesti u vezu sa prostornom geometrijom molekula pektinskih polisaharida. Od ranije
je poznato da molekuli sa razgranatom strukturom imaju viSe sferican oblik molekula te je njihova
molarna masa prividno manja od molekula koji su Stapi¢astog oblika zbog prisustva duzih linearnih
lanaca [127]. U skladu sa tim, poSto su XC i XCP imali ve¢i sadrzaj HG, a manji sadrzaj RG-I u svom
sastavu, moglo se ocekivati da njihova molarna masa bude (prividno) ve¢a nego kod A i AXC. Vrednosti
disperznosti svih molekulskih frakcija enzimski dobijenih pektinskih polisaharida su bile relativno
niske (1,1 - 2,0).
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Slika 15. GP-HPLC profili enzimski ekstrahovanih pektinskih polisaharida

4.3.2.4. Naelektrisanje pektinskih polisaharida dobijenih enzimskim ekstrakcijama

[zoelektri¢ne tacke i povrsinsko naelektrisanje enzimski ekstrahovanih polisaharida su odredeni
merenjem zeta potencijala koji je predstavljen na slici 16 kao zavisnost od pH vrednosti. Svi ispitivani
polisaharidi su imali negativan zeta potencijal na pH ve¢im od 2. Izmedu izoelektri¢nih tacaka nije
postojala statisticki znacajna razlika (p>0,05) i one su iznosile 1,73 + 0,04, 1,77 + 0,03, 1,89 + 0,14 i
1,95 + 0,02 za XC, XCP, A i AXC, redom. Medutim, razlike izmedu naelektrisanja razlicitih polisaharida
su bile primetne. Najvece negativno naelektrisanje je izmereno kod XC i XCP Sto je bilo u skladu sa
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visokim sadrzajem GalA i niskim sadrzajem metoksilovanih karboksilnih grupa, odnosno velikim
brojem slobodnih grupa koje nose negativno naelektrisanje. Suprotno tome, A i AXC su bili manje
negativno naelektrisani usled niZeg sadrzaja GalA i ve¢eg DM.
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Slika 16. Zeta potencijali enzimski ekstrahovanih pektinskih polisaharida

4.3.2.5. Sadrzajukupnih fenola, in-vitro antioksidativna aktivnost i metal heliraju¢a aktivnost
pektinskih polisaharida dobijenih enzimskim ekstrakcijama

Na slici 17 su prikazani sadrzaj ukupnih fenola, in-vitro antioksidativna aktivnost odredena ABTS
testom i Fe*-helirajuca aktivnost enzimski ekstrahovanih pektinskih polisaharida. Primena razlicitih
enzima u cilju ekstrakcije ovih polisaharida je rezultirala razlikama u pogledu njihovih navedenih
svojstava.

NajviSe ukupnih fenolnih jedinjenja, izrazenih kao sadrzaj ferulne kiseline, je odredeno u XC
a skoro 5 puta manje u A. U molekulu pektina se ferulna kiselina moze pronaci u bo¢nim lancima
vezana za 0-2 poziciju na molekulu Ara kao i za 0-6 poziciju na molekulu Gal [2]. [ako je A imao
najveci zbir ova dva neutralna Secera (9,9%), najmanji sadrzaj ukupnih fenola u ovom pektinskom
polisaharidu bi upravo mogao biti posledica neefikasne razgradnje ¢elijskog zida pri ovom tretmanu,
koja se ogledala i u najniZem prinosu (slika 6). Naime, ferulna kiselina se u biljnom materijalu nalazi
kao slobodna i kao vezana za polisaharide unutar celijskog zida [145], s tim da se znacajno veca
koli¢ina nalazi upravo u vezanom obliku [146,147]. Stoga je moguce da su pri tretmanima celulazom i
ksilanazom, usled znacajno efikasnije hidrolize ¢elijskog zida, dobijeni pektinski polisaharidi bogatiji
vezanim ferulnim kiselinama. Sadrzaj fenola kod XC, XCP i AXC je bio u skladu sa zbirom Gal i Ara kod
njih. Visoke antioksidativne aktivnosti, predstavljene kao ekvivalenti troloksa, su izmerene kod svih
enzimski ekstrahovanih pektinskih polisaharida. Najveca antioksidativna aktivnost je primecena kod
AXC a najmanja kod A. Antioksidativna aktivnost je bila ve¢a kod pektina koji su imali veéi sadrzaj
GalA, manji DM, ve¢i sadrzaj fenolnih jedinjenja i manju molarnu masu [55,128-130]. Ovo je u skladu
sa dobijenim rezultatima za pektinske polisaharide muskatne tikve dobijene iz enzimskih ekstrakcija
u pogledu najveceg sadrzaja GalA, niskog DM i najmanje molarne mase kod AXC, kao i najmanjeg
sadrzaja GalA, najveceg DM i najmanjeg sadrzaja ukupnih fenolnih jedinjenja kod A.

49



4. Rezultati i diskusija

Fe?*-helirajuca aktivnost je bila gotovo podjednaka za sve enzimski ekstrahovane pektinske
polisaharide, pri ¢emu je najve¢a aktivnost izmerena kod A. Kako je vezivanje dvovalentnih jona
uslovljeno visokim sadrzajem GalA i niskim DM, ocekivano bi bilo da najveéu Fe*-helirajucu
aktivnost ima XC, $to nije bio slucaj. Celus et al. [50] su diskutovali da na vezivanje divalentnih jona,
pored ociglednih faktora kao $to su sadrzaj GalA i DM, uticu i drugi parametri. Neki od njih su fizicka
raspodela metoksilovanih GalA molekula unutar molekula pektina (da li su grupisani u jednom delu
lanca, da li su naizmenicni ili nasumicni), DA, kao i prisustvo razlicitih neutralnih Se¢era u bo¢nim
lancima. Stoga je jasno da je zavisnost Fe?*-helirajuce aktivnosti od strukture pektinskih polisaharida
kompleksna, $to bi moglo da bude objasnjenje za rezultate prikazane na slici 17.
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Slika 17. Ukupne fenolne kiseline, ABTS i gvozZde(1l)-helirajuca aktivnost enzimski ekstrahovanih
pektinskih polisaharida

4.3.2.6. Rastvorljivost i kapacitet zadrzavanja vode pektinskih polisaharida dobijenih
enzimskim ekstrakcijama

Rastvorljivost i kapacitet zadrZavanja vode enzimski ekstrahovanih pektinskih polisaharida
su prikazani na slici 18. Rastvorljivost je bila najveéa kod XC (skoro 93%), a najmanja kod A (oko
59%). Generalno su se bolje rastvarali pektinski polisaharidi kod kojih se u enzimskom tretmanu
nije koristila amilaza (XC i XCP), nego oni kod je ovaj enzim primenjen (A i AXC). Ovo nije bilo u
skladu sa vrednostima Mw dominantne frakcije; naime, molarna masa pektinskih polisaharida XC
i XCP je bila veca od one odredene za A i AXC. Ali, sa druge strane, na rastvorljivost pektina u vodi
moZe da utice i gustina povrsinskog naelektrisanja, povecavajudi rastvorljivost usled prisustva veceg
broja naelektrisanih grupa u molekulu koje onemoguéavaju stvaranje medumolekulskih veza zbog
elektrostatickog odbijanja istoimenih naelektrisanja [131]. Rastvorljivost prikazana na slici 18 je
bila u skladu sa naelektrisanjem procenjenim pomocu merenja zeta potencijala (slika 16). Sa vise
naelektrisanih grupa u svojim molekulima, XC i XCP su imali bolju rastvorljivost od A i AXC.

Kapacitet zadrzavanja vode je znacajano merilo sposobnosti pektina da za sebe vezZe vodu i na
taj nacin poveca svoju zapreminu [41]. Trend opadanja vrednosti kapaciteta zadrzavanja vode je
odgovarao trendu porasta rastvorljivosti enzimski ekstrahovanih pektinskih polisaharida; najveci
kapacitet je odreden kod A, a najmanji kod XC. Sli¢no je prijavljeno u literaturi za pektinska vlakna
citrusa, naime kapacitet zadrzavanja vode je bio obrnuto proporcionalan sadrzaju rastvorljivih
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vlakana u uzorcima [42]. Ovaj kapacitet je doveden u vezu sa razgranato$¢u molekula citrusnog
pektinskog vlakna [42] pri ¢emu su pektini sa viSe neutralnih Secera, a samim tim i viSe RG-I, a manje
HG struktura, bolje vezivali vodu. Ovo je u skladu sa zavisnos$¢éu izmedu sadrzaja ovih molekulskih
domena (tabela 12) i kapaciteta vezivanja vode kod enzimski ekstrahovanih pektinskih polisaharida
muskatne tikve.
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Slika 18. Rastvorljivost i kapacitet zadrZavanja vode enzimski ekstrahovanih pektinskih polisaharida

4.3.2.7. Viskoznost pektinskih polisaharida dobijenih enzimskim ekstrakcijama

Na slici 19 su prikazane viskoznosti enzimski ekstrahovanih pektinskih polisaharida u zavisnosti
od brzine smicanja.

Viskoznost (Pa x s)

N—

0 1000 2000 3000 4000 5000
Brzina smicanja (1/s)

XC XCP A AXC

Slika 19. Viskoznost enzimski ekstrahovanih pektinskih polisaharida

Najvecu viskoznost imao je A, dok su viskoznosti polisaharida ekstrahovanih celulazom i
ksilanazom bile zna&ajno niZe i medusobno veoma bliske. Cini se da u slu¢aju enzimski ekstrahovanih
pektinskih polisaharida nije postojala direktna zavisnost viskoznosti od molarne mase. Sa druge
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strane, visok udeo RG-I domena i najveca prosecna duzina bo¢nih lanaca na njemu primeceni kod
A (tabela 12) su, moguce je, za posledicu imali i najve¢u viskoznost. Ovo se moZze objasniti moguéim
medusobnim interakcijama razgranatih delova ove strukture, kao $to je ranije predlozeno u literaturi
[116,127,133].

Na krivama proticanja (slika 19) se moze primetiti da je viskoznost enzimski ekstrahovanih
polisaharida opadala sa porastom brzine smicanja. Ova Kkarakteristika se moze pripisati
pseudoplasti¢nim fluidima [135]. Fissore et al. [32] su takode reolosko ponasanje pektina iz muskatne
tikve, dobijenih ekstrakcijom celulazom ili hemicelulazom, ocenili kao pseudoplasti¢no.

4.3.2.8. FTIR spektri pektinskih polisaharida dobijenih enzimskim ekstrakcijama

FTIR spektri enzimski ekstrahovanih pektinskih polisaharida, prikazani na slici 20, su dali bolji
uvid u hemijsku strukturu ovih molekula. Kao i kod kiselo ekstrahovanih polisaharida, i ovde su bili
prisutni pikovi na 3300 cm™ koji odgovaraju istezanju -OH grupe u lancu poligalakturonske kiseline
[34,136] i pikovi na 2930 cm™ koji su posledica istezanja i savijanja u CH, CH, i CH, grupama [136].
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Slika 20. FTIR spektri enzimski ekstrahovanih pektinskih polisaharida
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Pikovi na 1740 cm™ i 1630 cm odgovaraju vibracijama usled istezanja metil esterifikovanih i
neestetrifikovanih COO™ grupa, redom, i prisutni su kod svih analiziranih uzoraka. DM vrednosti
dobijene spektrofotometrijskim metodom (tabela 11) odgovarale su vrednostima DM izra¢unatim iz
odnosa intenziteta ovih pikova (rezultati nisu prikazani) [137]. Na 1440 cm?, 1230 cm™i 1010 cm’},
kod svih spektara enzimski ekstrahovanih pektinskih polisaharida, se nalaze pikovi koji odgovaraju
simetricnim vibracijama -OH grupe u poligalakturonskoj kiselini i prisustvu homogalakturonana
u pektinu [137-139]. Ispod 1500 cm™ nalazi se region koji je specifi¢an za ugljene hidrate ali ga je
zbog kompleksnosti i preklapanja pikova nemoguce sasvim precizno tumaciti [136,139]. Arabinoza,
ksiloza i galaktoza se mogu identifikovati u opsegu talasnog broja 1045 i 1075 cm™ [139] a glukoza
i manoza na 926 i 846 cm?, redom [141]. Pikovi koji odgovaraju razli¢itim monosaharidima su bili
prisutni na svim spektrima analiziranih uzoraka. Pik na 1521 cm™ je bio prisutan kod svih enzimski
ekstrahovanih pektinskih polisaharida. Njegovo prisustvo na spektru ukazuje na postojanje fenolnih
estara u uzorku [34] Sto je u skladu sa rezultatima dobijenim hemijskom analizom sadrzaja fenolnih
kiselina (slika 17).

4.3.3. Poredenje karakteristika i svojstava pektinskih polisaharida dobijenih u kiselim i
enzimskim ekstrakcijama

U ovom poglavlju ¢e biti dat kratak pregled karakteristika i svojstava pektinskih polisaharida
sa ciljem poredenja rezultata dobijenih za kiselo ekstrahovane i enzimski ekstrahovane pektinske
polisaharide. Primenom razlic¢itih ekstrakcija su dobijeni pektinski polisaharidi koji su se razlikovali
u pogledu hemijskog sastava, molarnih masa, antioksidativne i Fe?*-helirajuce aktivnosti, viskoznosti,
naelektrisanja, rastvorljivosti i kapaciteta zadrzavanja vode.

4.3.3.1. Hemijski sastav

Razlicite tehnike ekstrakcije su rezultirale razli¢itim hemijskim sastavima pektinskih polisaharida,
¢ime je dokazano da je primenom razlicitih agenasa (kiselina i enzimi) moguce uticati na to kakve ce
karakteristike imati pektinski polisaharid.

Ranije objavljena zapazanja da je primenom enzima za ekstrakciju pektinskih vlakana muskatne
tikve moguce dobiti veci sadrzaj GalA nego kiselom ekstrakcijom [30,32] su u skladu sa prilozenim
rezultatima, dok se u dostupnoj literaturi ne mogu pronaci podaci o kombinovanim enzimskim i kiselim
ekstrakcijama pektinskih polisaharida ovog biljnog materijala. Ve¢i sadrzaj GalA u polisaharidima
dobijenim nakon enzimskih tretmana bi mogao biti objasnjen Cinjenicom da enzimski tretman
pulpe muskatne tikve omogucava ekstrakciju pektinskih polisaharida koji su bogatiji u sadrzaju
galakturonske kiseline, a siromasniji u pogledu neutralnih Secera [11]. Dobijeni sadrZaji neutralnih
Secera prikazani u tabelama 9 i 11 su u skladu sa navedenim zapazanjem. ViSe neutralnih Secera se
nalazilo u kiselo ekstrahovanom pektinu iz tropa jabuke, nego u enzimski ekstrahovanom pektinu
[55]. Stoga, primena enzima, kako u samostalnoj, tako i u kombinovanoj ekstrakciji, omogucava
ekstrakciju pektinskih polisaharida sa superiornijim karakteristikama u odnosu na iskljucivo kiselo
ekstrahovan polisaharid u pogledu njihove moguce primene kao aditiva u hrani, uzimaju¢i u obzir da
je minimalan sadrzaj GalA od 65% neophodan kod pektina koji se koriste u ove svrhe [4,148].

Iskljucivo enzimskim ekstrakcijama su dobijeni pektinski polisaharidi koji u svom sastavu nisu
imali skrob, bez obzira na to da li je u enzimskom preparatu bilo amiloliticke aktivnosti. Sa druge
strane, da bi se izbegla ko-ekstrakcija velike koli¢ine skroba zajedno sa pektinom u kiseloj ekstrakciji,
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neophodno je da u enzimski pretretman bude ukljucena i amilaza. Ovo ukazuje na to da je upravo
korak kisele ekstrakcije odgovoran za ko-ekstrakciju skroba koji je svakako prisutan u osusenoj pulpi
muskatne tikve.

Koli¢ina proteina u uzorcima nije presla propisane standarde Organizacije za hranu i
poljoprivredu (FAO). Prema njihovim preporukama, pektini na trzistu ne smeju imati vise od 2,5%
azota, Sto je ekvivalentno 15,6% proteina (N x 6,25) [4]. Generalno, proteina je bilo najviSe u kiselo
ekstrahovanom pektinskom polisaharidu. Panouillé et al. [11] su takode objavili rezultat o nizem
sadrzaju proteina u enzimski ekstrahovanom pektinu korena cikorije, nego u kiselo ekstrahovanom.

Stepeni metoksilacije i acetilacije, osim od uslova ekstrakcije, zavise i od DM i DA pektina u
samom celijskom zidu biljke, Sto je uslovljeno zrelos¢éu ploda i dejstvom deesterifikujuc¢ih enzima u
njemu [31]. Sa DM ve¢im od 50% (tabela 9), samo se kiselo ekstrahovan pektinski polisaharid moZe
svrstati u visokometoksilovane pektine.

Sadrzaji neutralnih Secera u pektinskim polisaharidima su prikazani na slikama 7 i 14. Prisustvo
ramnoze u svim pektinskim polisaharidima ukazuje na to da naizmeni¢ni molekuli GalA i Rha
izgraduju osnovu ramnogalakturonan-I domena kao $to su predlozili Ridley et al. [7]. Sa druge strane,
ksiloza koja se nalazi u uzorcima moze biti pripisana prisustvu ksilogalakturonanskog domena [2].
Galaktoza i arabinoza prisutne u uzorcima ukazuju na postojanje arabinogalaktanskih bo¢nih lanaca
RG-I domena [7,125]. Generalno, visoki sadrzaji manoze i glukoze mogu biti posledica prisustva nekih
drugih poli- i oligosaharidnih frakcija, uglavnom manana i glukana; ve¢ je ranije pokazano da su ovakvi
fragmenti rastvorljivi u uslovima ekstrakcije pektinskih polisaharida i da se kasnije taloZe u prisustvu
etanola, odnosno ko-ekstrahuju sa pektinom [32].

4.3.3.2. Molarne mase

Kada se u obzir uzmu GP-HPLC profili sa slika 8 i 15, moZe se zakljuciti da razliite tehnike
ekstrakcije imaju veliki uticaj na molarne mase pektinskih polisaharida. Kiselom ekstrakcijom se
generalno dobijaju pektinski polisaharidi koji u svojim rastvorima imaju viSe agregata, $to se moze
zakljuciti iz prisustva ramena na pikovima velikih molarnih masa, pri ¢emu su ta ramena odsutna
kod enzimski ekstrahovanih pektinskih polisaharida. Sa druge strane, molarne mase prvih pikova
(pikovi obeleZeni sa I na slici 15) enzimski ekstrahovanih pektinskih polisaharida su bile najvece
kod XC i XCP, a samim tim vece od odgovarajuc¢ih pikova (pikovi obeleZeni sa II na slici 8) kod svih
kiselo ekstrahovanih pektinskih polisaharida. Dodatno, enzimskim ekstrakcijama (XC, XCP i A) je
doslo do izdvajanja jo$ jedne frakcije molarnih masa (pikovi obeleZeni sa II na slici 15) koja je bila
odsutna kod kisele ekstrakcije (K, XC+K i AXC+K). Ovo je u skladu sa ranije objavljenim rezultatima
o molarnim masama pektina ekstrahovanih iz jabu¢nog tropa, pri ¢emu je zakljuceno da je primena
kiseline dovela do ekstrakcije pektina manjih molarnih masa nego $to je bio slucaj kod enzimski
ekstrahovanih pektina [53,55]. Nasuprot ovim rezultatima, pik male molarne mase kod K (a III na
slici 8) je imao veé¢u molarnu masu od uporedivih pikova kod svih ostalih pektinskih polisaharida.
Ovo bi moglo biti objasnjeno delimicnom enzimskom degradacijom pektina usled prisustva male
sporedne pektinoliticke aktivnosti kod komercijalnih enzimskih preparata [11,54] koja je i izmerena
kod ksilanaze i celulaze, kao Sto je navedeno u Poglavlju 3.2. Dodatno, pikovi najmanjih molarnih masa
(oko 500 Da), prisutni kod K, XC i XCP su u skladu sa najve¢im sadrzajem manoze kod ovih uzoraka i
mogu voditi poreklo od oligomanana koji se ko-ekstrahuju sa pektinom [32].
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4.3.3.3. Ukupni fenoli, antioksidativna i Fe**-heliraju¢a aktivnost

Primena kiseline u ekstrakcionim koracima je imala veliki uticaj na sadrzaj ukupnih fenola u
pektinskim polisaharidima, kao i na njihovu sposobnost da neutralizuju ABTS radikale i heliraju Fe?
jone.

Poredenjem rezultata prikazanih na slikama 10 i 17 moze se zakljuciti da je korak kisele
ekstrakcije imao veliki uticaj na sadrzaj ukupnih fenola koji su predstavljeni kao sadrzaj ferulne
kiseline, pri cemu su se na taj nacin ekstrahovali pektinski polisaharidi sa manjim sadrzajem fenolnih
kiselina. Moguce je da su se estarske veze izmedu fenolnih kiselina i pektinskih polisaharida raskinule
u kiselim uslovima ekstrakcije a da dejstvom primenjenih enzima nije doslo do njihove degradacije,
kao Sto je sugerisano u literaturi [55]. Iz ovih rezultata se moze zakljuciti da je upotrebom enzima
za ekstrakciju moguce izolovati pektinske polisaharide bogate fenolnim kiselinama, sa cak do 23
puta vise fenolnih kiselina kada se za ekstrakciju koriste ksilanaza i celulaza nego kada je u pitanju
konvencionalna kisela ekstrakcija.

Antioksidativna aktivnost, odredena ABTS testom, je generalno bila veéa kod enzimski nego kod
kiselo ekstrahovanih pektinskih polisaharida, sto je u skladu sa sadrzajem ukupnih fenolnih kiselina,
vecim sadrzajem GalA i nizim DM kod enzimski ekstrahovanih pektinskih polisaharida [55,129,130].
Antioksidativna aktivnost je bila najmanja kod kiselo ekstrahovanog pektinskog polisaharida (K), dok
su antioksidativne aktivnosti bile ve¢e 2 do 3 puta kod pektinskih polisaharida dobijenih enzimski
potpomognutim kiselim ekstrakcijama i ¢ak 3 do 5 puta vece kod enzimski ekstrahovanih pektinskih
polisaharida.

Konacno, Fe**-helirajuca aktivnost je bila izrazito najmanja kod konvencionalne Kisele ekstrakcije
(K); oko 60 puta manja nego kod svih ostalih pektinskih polisaharida za ¢iju ekstrakciju su koris¢eni
komercijalni enzimski preparati. Ovo moze biti posledica najmanjeg sadrzaja GalA i najviSeg DM u
ovom pektinskom polisaharidu, $to je onemogucilo vezivanje pozitivnih dvovalentnih jona usled
najmanjeg broja slobodnih negativno naelektrisanih karboksilnih grupa [50].

4.3.3.4. Naelektrisanje, rastvorljivost i kapacitet zadrzavanja vode

Enzimskim i enzimski potpomognutim kiselim ekstrakcijama su dobijeni pektinski polisaharidi
koji su se medusobno razlikovali u naelektrisanju (slike 9 i 16), rastvorljivosti i kapacitetu zadrzavanja
vode (slike 11 i 18) u zavisnosti od primenjenih enzimskih tretmana. Dodatno, postojala je i velika
razlika izmedu kiselo ekstrahovanog (K) i svih pektinskih polisaharida dobijenih nakon razli¢itih
enzimskih tretmana. MoZe se pretpostaviti da su ova svojstva imala kompleksnu zavisnost od razli¢itih
hemijskih i strukturnih karakteristika pektinskih polisaharida.

Velika negativna naelektrisanja pektinskih polisaharida su dovedena u vezu sa visokim sadrzajem
GalA i niskim DM, usled ¢ega u molekulu postoji ve¢i broj neesterifikovanih karboksilnih grupa koje su
nosioci negativnog naelektrisanja. Od svih ispitanih pektinskih polisaharida, najmanje naelektrisanje
je imao K, koji ima i najnizi sadrzaj GalA i najve¢i DM. Sa druge strane, najvece naelektrisanje je
zapaZzeno kod onih pektinskih polisaharida koji su imali najviSe GalA i nizi DM (AXC+K, A+K i XCP).

Rastvorljivost i kapacitet zadrzavanja vode su kod svih pektinskih polisaharida (slike 11 i 18) bili
obrnuto proporcionalni. Veéa rastvorljivost je znatila i manji kapacitet zadrzavanja vode. Cini se da
je rastvorljivost viSe zavisila od enzima koji su koriSc¢eni pri ekstrakciji nego od toga da li je enzimski
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tretman pratila kisela ekstrakcija ili ne. Generalno je bolja rastvorljivost postignuta kod svih pektinskih
polisaharida kod kojih su u enzimskom koraku ekstrakcije koriS¢ene ksilanaza i celulaza, nego kada je

koris¢ena samo amilaza.

4.3.3.5. Viskoznost

Sa slika 12 i 19 se moZe zakljuciti da su medu uzorcima postojale razlike u viskoznosti. Slicno kao
i kod rastvorljivosti, ove razlike se ne mogu pripisati tome da li je koriS¢ena kiselina pri ekstrakciji ili
nije, ali mogu biti posledica primene razlicitih enzima tokom enzimskog tretmana muskatne tikve. Veéa
viskoznost je izmerena kod pektinskih polisaharida za ¢ije je dobijanje koriS¢ena amilaza, nego kod
onih koji su ekstrahovani uz tretman ksilanazom i celulazom. Isti trend je zapazen i kod rastvorljivosti
pektinskih polisaharida. Ovo bi mozda moglo biti objaSnjeno prisustvom sporedne pektinoliticke
aktivnosti u koris¢enoj ksilanazi i celulazi koja moZe u manjoj meri enzimski da hidrolizuje molekule
pektinskih polisaharida [11,54]. Dodatno, kiselo ekstrahovani pektinski polisaharidi su ispoljili izrazeniji
tiksotropni efekat. Ovaj efekat su primetili i Mierczyrska ett al. [149] za pektine iz razlic¢itih izvora. On
predstavlja smanjenje viskoznosti fluida nakon produzenog vremena, tj. ovim fluidima je potrebno vise
vremena do uravnoteZenja viskoznosti dok su podvrgnuti promenama u brzini smicanja. Tiksotropija
je kompleksna funkcija hemijske strukture, slabih interakcija prisutnih izmedu molekula pektinskih
polisaharida, kao i njihove razgranatosti, i ogleda se u prelasku iz stanja slicnom gelu u koloidno stanje
[149].

4.4. Enzimske modifikacije pektinskih polisaharida muskatne tikve

U ovom poglavlju bi¢e predstavljeni rezultati enzimskih modifikacija pektinskih polisaharida
muskatne tikve radenih u cilju poboljsanja njihovih karakteristika i svojstava. Radi jasnijeg i lakSeg
sagledavanja rezultata, oni su grupisani prema enzimima koji su KkoriS¢eni za modifikaciju: (a)
individualna endo-poligalakturonaza, (b) individualna pektin-metilesteraza i (c) zdruZene endo-
poligalakturonaza i pektin-metilesteraza.

4.4.1. Enzimska modifikacija pektinskih polisaharida muskatne tikve dejstvom endo-
poligalakturonaze

Endo-poligalakturonaza je koriS¢ena u cilju dobijanja modifikovanih pektinskih polisaharida
poboljSanih svojstava. Nakon odredivanja Mihaelis-Mentenine konstante endo-poligalakturonaze kao
mere afiniteta ka supstratu, ispitani su uslovi enzimske modifikacije pektinskih polisaharida muskatne
tikve dejstvom ovog enzima a zatim su enzimske modifikacije izvedene pri dozi enzima i vremenu
reakcije koji su odredeni kao najpovoljniji. Modifikovanim pektinskim polisaharidima su odredene
karakteristike i svojstva, i uporedene sa odgovaraju¢im nemodifikovanim pektinskim polisaharidima.

4.4.1.1. Mihaelis-Mentenina konstanta endo-poligalakturonaze za pektinske polisaharide
muskatne tikve

Mihaelis-Mentenina konstanta je mera afiniteta nekog enzima ka supstratu i $to je njena vrednost
manja za odredeni supstrat, afinitet enzima ka njemu je veci. K, endo-poligalakturonaze je odreden
za sve pektinske polisaharide muskatne tikve i dat u tabeli 13. Vrednosti K, su izrazene u jedinicama
masene koncentracije (g/L) i izracunate u jedinicama molarne koncentracije (umol/L; racunato pomoc¢u
srednjeg Mw svih frakcija razli¢itih molarnih masa prisutnih u jednom uzorku (tabele P1 i P2)). Afinitet
endo-poligalakturonaze ka razli¢ito ekstrahovanim pektinskim polisaharidima se veoma razlikovao.
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Najvedi afinitet je ePG pokazao ka A+K i AXC+K, a najmanji ka A. Vrednosti K, prikazane u tabeli su u
skladu sa stepenom metoksilacije, sadrzajem GalA (tabele 91 11) i HG domena (tabele 10 i 12) u ovim
uzorcima. Supstrati prema kojima je ePG pokazao najvedi afinitet su imali najveéi sadrzaj GalA i HG, a
najmanji DM, dok je obrnuto vazilo za supstrat ka kom je ovaj enzim ispoljio najmanji afinitet. Naime, viSe
GalAiHG domena u molekulu pektina znaci da ima vise prisutnog supstrata koji ePG moZze da hidrolizuje
[2]. Sa druge strane, ePG je aktivan samo u neesterifikovanim regionima pektinskog molekula, stoga ovi
enzimi pokazuju ve¢i afinitet ka pektinskim polisaharidima manjeg DM [2,69].

Tabela 13. Vrednosti Mihaelis-Mentenine konstante endo-poligalakturonaze prema pektinskim
polisaharidima ekstrahovanim iz muskatne tikve

o S0 Kmony [ K Gmany
K 33,3 24,9 XC 22,2 17,8
XC+K 20,0 16,1 XCP 37,0 29,9
A+K 13,3 8,4 A 58,8 96,6
AXC+K 15,4 6,9 AXC 41,7 57,8

" kolone sa kiselo ekstrahovanim pektinskim polisaharidima
" kolone sa enzimski ekstrahovanim pektinskim polisaharidima

4.4.1.2. Modifikacija endo-poligalakturonazom

Razlic¢ite koncentracije pektinskih polisaharida muskatne tikve su tretirane razlicitim dozama
endo-poligalakturonaze pri razli¢itim vremenima enzimske reakcije u cilju definisanja doze enzima,
trajanja reakcije i koncentracije supstrata koji ¢e se koristiti za enzimsku modifikaciju. Enzimski
tretmani su praceni merenjem oslobodenih redukujucih Secera, sa standardom GalA, u definisanim
vremenskim intervalima. Vremenski tokovi enzimskih tretmana pektinskih polisaharida dobijenih
kiselim ekstrakcijama su prikazani na slici P3 (u prilogu), dok su vremenski tokovi enzimskih
tretmana pektinskih polisaharida dobijenih enzimskim ekstrakcijama dati na slici P4. U pocetnoj fazi
eksperimenata ispitan je uticaj razli¢itih doza endo-poligalakturonaze (0,0013 U/g, 0,013 U/gi 0,13
U/g) na pektinski polisaharid pri konstantnoj koncentraciji supstrata (1%), a zatim je na razlic¢itim
koncentracijama supstrata (1%, 2% i 3%) izvedena enzimska reakcija sa odabranom optimalnom
dozom enzima (0,13 U/g).

Generalno, primecéen je porast koncentracije oslobodenih redukujuéih Secera sa porastom
primenjene doze enzima kod svih pektinskih polisaharida. Takode, ova koncentracija je rasla i tokom
trajanja enzimske reakcije pri ¢emu je maksimum dostignut u prvih 15 ili 30 min reakcije, a daljim
produZenjem reakcije do 60 min u vecini slucajeva nije doslo do njenog povecanja. Na osnovu ovih
eksperimenata odabrana je najpovoljnija doza endo-poligalakturonaze - 0,13 U/g i trajanje enzimske
reakcije - 15130 min. Sa porastom koncentracije pektinskog polisaharida je takode doslo do povecanja
koncentracije oslobodenih redukujuc¢ih Secera delovanjem jednake doze enzima. Koncentracija
pektinskog polisaharida koja je odabrana za sve enzimske modifikacije endo-poligalakturonazom
je bila 2%. lako je sa koncentracijom supstrata 3% oslobodeno vise GalA, ova koncentracija nije
izabrana zbog svoje velike viskoznosti (podaci nisu prikazani) Sto je potencijalno moglo da oteza
dalje analiticke metode. Dodatno, odabrana koncentracija pektinskog polisaharida je bila u skladu sa
Cesto navodenom koncentracijom u literaturi [65,76,79]. Pri ovako definisanim uslovima, pektinski
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polisaharidi muskatne tikve su modifikovani, te poredeni sa odgovaraju¢im nemodifikovanim
pektinskim polisaharidima u cilju pra¢enja promene u njihovim karakteristikama i svojstvima usled
dejstva endo-poligalakturonaze.

Koncentracije oslobodenih redukuju¢ih Secera (merenih kao GalA) iz razlic¢itih pektinskih
polisaharida kao rezultat aktivnosti ePG su bile u skladu sa afinitetom ovog enzima ka razlic¢itim
supstratima definisanim vrednostima K, (tabela 13). Naime, vrednosti K, su ukazale na najveci
afinitet ePG ka supstratu A+K Sto je potvrdeno i najvecom koncentracijom oslobodene GalA u svim
postavkama eksperimenta. Nasuprot tome, tokom delovanja ePG na A doslo je do oslobadanja
najmanje koli¢ine GalA $to je dodatno potvrdilo najmanji afinitet enzima ka ovom supstratu.

4.4.1.3. Molarna masa pektinskih polisaharida modifikovanih endo-poligalakturonazom

GP-HPLC spektri modifikovanih pektinskih polisaharida dobijenih kiselim ekstrakcijama,
kao i onih dobijenih enzimskim ekstrakcijama su prikazani na slikama 21 i 22, redom. Uporedo sa
modifikovanim pektinskim polisaharidima su dati i GP-HPLC profili odgovaraju¢ih nemodifikovanih
pektinskih polisaharida radi lakSeg uocavanja efekta koji je modifikacija endo-poligalakturonazom
imala na ove supstrate. Molarne mase, disperznost i povrsine frakcija razli¢itih molarnih masa nakon
modifikacije su date u tabeli P3 (u prilogu) za pektinske polisaharide dobijene kiselim ekstrakcijama
i u tabeli P4 za pektinske polisaharide dobijene u enzimskim ekstrakcijama.

Endo-poligalakturonaza deluje na HG domen pektina tako Sto nasumicno hidrolizuje veze
izmedu GalA dovodeci na ovaj nacin do depolimerizacije molekula [2]. Kod svih kiselo ekstrahovanih
pektinskih polisaharida, osim AXC+K, je doslo do nestajanja ramena na najve¢im molarnim masama (a
I,dIigl), dokje kod AXC+K doslo do postepenog smanjenja povrsine tog ramena (j I) sa produzenjem
enzimske reakcije. Kako ova ramena odgovaraju agregatima, moze se zakljuciti da je jedan od efekata
delovanja ePG bilo i smanjenje koncentracije agregata pektinskih molekula u rastvoru. Kod nekih
pektinskih polisaharida (K, XC+K, AXC+K i AXC) je nakon modifikacije ePG-om doslo do stvaranja
jedne nove frakcije manje molarne mase (frakcije obelezene sa Il na spektrima modifikovanih K, XC+K
i AXC i frakcije obelezZene sa III na spektrima modifikovanih AXC+K) koja se kao rame odvojila od pika
velike molarne mase (frakcije obeleZene sa I na spektrima modifikovanih K, XC+K i AXC, i sa Il na
spektrima modifikovanih AXC+K). U tabelama P3 i P4 je moguce videti da je doslo do porasta povrsine
ovih novonastalih pikova na hromatogramima modifikovanih pektinskih polisaharida sa produzetkom
reakcije. Formiranje novih frakcija manjih molarnih masa od ve¢ postojecih pikova usled dejstva ePG
je takode primeceno i na pektinu gloga [77]. Dodatno, kod pektinskih polisaharida kod kojih nije doslo
da stvaranja nove frakcije manjih molarnih masa (A+K, XC, XCP i A) je doSlo do pomeranja postojecih
frakcija ka ve¢im vremenima retencije, odnosno ka manjim molarnim masama usled dejstva ePG. Ove
promene se najbolje mogu videti u tabelama P3 i P4. Do pomeranja pikova i smanjenja molarnih masa
dejstvom ePG je doslo i kada je ovaj enzim primenjen za hidrolizu pektina iz Secerne repe [150], Sto
je u skladu sa rezultatima dobijenim enzimskom modifikacijom pektinskih polisaharida muskatne
tikve delovanjem endo-poligalakturonaze. Dodatno, ukupne povrsine pikova modifikovanih A+K,
XC, XCP i A su bile vec¢e od ukupne povrsine pikova odgovaraju¢eg nemodifikovanog pektinskog
polisaharida. Ovde predstavljeni rezultati bi se mogli objasniti izvodenjem iz ravnoteze ravnotezne
reakcije asocijacije (i disocijacije) agregata pektinskih polisaharida. Naime, kako se molekuli pektina
u rastvoru nalaze u dinamickoj ravnoteZi sa agregiranim pektinskim strukturama [6,151], moguce je
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da je dejstvo ePG dovelo do pomeranja ove ravnoteze u korist disocijacije agregata Sto za posledicu
ima povecanje povrsina frakcija; u isto vreme, doslo je i do nestajanja ramena velikih molarnih masa
na GP-HPLC profilima modifikovanih kiselo ekstrahovanih pektinskih polisaharida muskatne tikve.
Disperznost ePG-modifikovanih pektinskih polisaharida je generalno bila za nijansu manja od D
odgovarajuc¢ih nemodifikovanih supstrata, Sto je u skladu sa smanjenjem disperznosti dobijenom
nakon modifikacije ePG-om pektina gloga [77].
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Slika 21. GP-HPLC profili pektinskih polisaharida dobijenih kiselim ekstrakcijama modifikovanih
dejstvom endo-poligalakturonaze u trajanju od 15 min i 30 minuta (obeleZeni sa 15i 30, redom) i
odgovarajuc¢ih nemodifikovanih pektina
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Slika 22. GP-HPLC profili pektinskih polisaharida dobijenih enzimskim ekstrakcijama modifikovanih
dejstvom endo-poligalakturonaze u trajanju od 15 min i 30 minuta (obeleZeni sa 15 i 30, redom) i
odgovarajuc¢ih nemodifikovanih pektina

Generalno je ve¢e smanjenje molarnih masa nakon ePG-modifikacije zapazeno kod pektinskih
polisaharida dobijenih enzimski potpomognutim kiselim ekstrakcijama (XC+K, AK i AXC+K) nego
kod modifikovanih uporedivih enzimski ekstrahovanih uzoraka (XC, XCP, A i AXC). Ovo je u skladu sa
odredenim vecim afinitetima ePG (niZe vrednosti K, u tabeli 13) ka supstratima dobijenim enzimski
potpomognutim kiselim ekstrakcijama, kao i ve¢im sadrzajem GalA i homogalakturonana kod njih
nego kod enzimski ekstrahovanih pektinskih polisaharida.
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4.4.1.4. Viskoznost pektinskih polisaharida modifikovanih endo-poligalakturonazom

Krive proticanja pektinskih polisaharida modifikovanih dejstvom ePG su prikazane kao zavisnost

viskoznosti od sile smicanja i date su uporedo sa krivama proticanja nemodifikovanih pektinskih

polisaharida kako bi se lakSe ispratio uticaj delovanja ovog enzima na njihovu viskoznost (slika 23).
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Slika 23. Viskoznost nemodifikovanih i ePG-om modifikovanih pektinskih polisaharida muskatne tikve
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Nakon enzimske modifikacije, doSlo je do smanjenja viskoznosti svih pektinskih polisaharida.
Trajanje enzimske modifikacije (15 ili 30 minuta) nije imalo veliki uticaj na viskoznost Sto se moze
zakljuciti po jako malim razlikama u krivama proticanja za ova dva vremena. Manja viskoznost
pektinskih polisaharida nakon tretmana ePG-om, kao depolimerizacionim enzimom, se moZe objasniti
smanjenjem njihove molarne mase. Isti zakljucak je donesen i za pektine gloga [77] i SeCerne repe
[76] jer ePG-modifikacija dovodi do stvaranja polisaharida manjih molarnih masa koji ne ometaju
proticanje tecnosti, $to za posledicu ima manju viskoznost. Ipak, intenzitet smanjenja viskoznosti se
razlikovao u zavisnosti od toga koji je pektinski polisaharid modifikovan, odnosno od njegovog sastava
i strukturnih karakteristika koji su zavisili od nacina ekstrakcije. Najve¢e smanjenje viskoznosti
delovanjem ePG je primeceno kod A+K, pri ¢emu je viskoznost nakon enzimske modifikacije bila
manja ¢ak 6,4 puta od viskoznosti nemodifikovanog A+K. Ovo je bilo u skladu sa odredenim najve¢im
afinitetom ePG ka ovom pektinskom polisaharidu. Najmanja promena u viskoznosti pektinskih
polisaharida je zabelezena kod XC i XCP, gde su viskoznosti umanjene 2,2 i 2,5 puta, redom, nakon
modifikacije ePG-om. Stoga se moze zakljuciti da je ePG-modifikacija u ve¢oj meri uticala na smanjenje
viskoznosti rastvora pektinskih polisaharida ekstrahovanih enzimski potpomognutim kiselim
postupkom nego na smanjenje viskoznosti samo enzimski ekstrahovanih uzoraka. Ovo zapazanje je u
skladu sa promenama u molarnoj masi ePG-modifikovanih pektinskih polisaharida, pri ¢emu je vece
smanjenje Mw primeceno kod istih uzoraka, $to potvrduje direktnu zavisnost viskoznosti od molarne

mase.

4.4.1.5. In-vitro antioksidativna aktivnost i Fe?*-helirajuca aktivnost pektinskih polisaharida
modifikovanih endo-poligalakturonazom

Na slici 24 su prikazane sposobnost neutralizacije ABTS radikal-katjona i Fe?*-helirajuca
aktivnost nakon ePG-modifikacije pektinskih polisaharida muskatne tikve. Dobijene vrednosti za
modifikovane pektinske polisaharide su prikazane uporedo sa vrednostima odgovarajuéih svojstava
nemodifikovanih pektinskih polisaharida.

In-vitro antioksidativna aktivnost svih modifikovanih pektinskih polisaharida, osim K, je bila
znacajno povecana (p<0,05) u odnosu na odgovarajuc¢e nemodifikovane pektinske polisaharide. Ovo
ukazuje na pozitivan efekat tretmana endo-poligalakturonazom na sposobnost neutralizacije ABTS
radikala pektinskih polisaharida muskatne tikve. Isti efekat je uocen i kod pektina gloga koji je nakon
modifikacije ePG-om ispoljio znacajno vecu antioksidativau aktivnost nego nemodifikovan pektin
[77]. Pektinski polisaharidi niZih molarnih masa sadrZe vise aktivnih grupa na povrsini molekula
koje mogu doprineti poveéanoj neutralizaciji ABTS slobodnih radikala [128]. Najvece antioksidativne
aktivnosti, predstavljene kao ekvivalenti troloksa, su izmerene kod pektinskih polisaharida dobijenih
enzimskim ekstrakcijama kada je modifikacija ePG-om trajala 30 min (viSe od 2900 uM TE/100 g),
pri ¢emu je najveca izmerena vrednost iznosila skoro 4600 uM TE/100 g za modifikovani AXC. Od
pektinskih polisaharida dobijenih kiselim ekstrakcijama najvecu antioksidativnu aktivnost je imao
AXC+K nakon modifikacije dejstvom ePG koja je trajala 30 min (2900 uM TE/100 g). Najveéa izmerena
antioksidativna aktivnost nije odgovarala i najvecoj relativnoj promeni ove aktivnosti izmedu
nemodifikovanog i odgovaraju¢eg modifikovanog pektinskog polisaharida. Naime, najvece relativno
povecanje je primeceno kod A+K pri ¢emu se nakon 30 min enzimske modifikacije antioksidativna
aktivnost povecala ¢ak 2,6 puta, dok je kod svih ostalih pektinskih polisaharida ovo povecanje bilo
duplo. Ova povecanja su veca od povecanja ABTS aktivnosti pektina gloga modifikovanog ePG-om
[77]. Najveca promena antioksidativne aktivnosti kod A+K je bila u skladu sa najmanjim K, kod ovog
pektinskog polisaharida. Jedini pektinski polisaharid kod kojeg nije doSlo do statisticki znacajne
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promene (p>0,05) u antioksidativnoj aktivnosti je bio K. Ovo bi moglo biti objaSnjeno najmanjim
sadrzajem GalA i najviSim DM u ovom polisaharidu (tabela 9) u odnosu na sve druge pektinske
polisaharide muskatne tikve. Antioksidativna aktivnost je u literaturi, osim sa manjom molarnom
masom, povezana i sa visokim sadrzajem GalA i nizim DM Sto doprinosi ve¢em sadrzaju karboksilnih
grupa sposobnih da neutralizuju slobodne radikale [128-130]. Stoga je moguce da delovanje koje
je ePG mogao da ispolji na K, s obzirom na mesta u molekulu pektina dostupna za hidrolizu ovim
enzimom, bilo takvo da nije dovelo do znacajnog povecanja njegove ABTS aktivnosti.
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Slika 24. ABTS i Fe**-helirajuca aktivnost nemodifikovanih i ePG-modifikovanih pektinskih polisaharida
muskatne tikve
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Gvozde(II)-helirajuca aktivnost enzimski modifikovanih pektinskih polisaharida dejstvom ePG
nije bila tako znacajno povecana kao $to je bio slucaj sa ABTS. Najveca razlika izmedu Fe?*-helirajuce
aktivnosti modifikovanog i nemodifikovanog pektinskog polisaharida izmerena je kod K, pri ¢emu
je nakon 30 min ePG-modifikacije ova aktivnost povec¢ana ¢ak 25 puta, mada treba naglasiti da je
heliraju¢a aktivnost nemodifikovanog K bila gotovo zanemarljiva. Povecanje heliraju¢e aktivnosti
ostalih pektinskih polisaharida je kod veéine njih iznosilo samo oko 10%, pri ¢emu bi se mogao
izdvojiti A+K kod kojeg je doslo do povecanja Fe?*-helirajuce aktivnosti za 24%. S obzirom da je ePG
hidrolizovao HG domen pektinskih polisaharida ¢ime je doveo do skraéenja njegove duzine, ocekivano
je bilo da se Fe?*-helirajuca aktivnost smanjuje jer kra¢i lanci stupaju u malobrojnije i slabije interakcije
sa dvovalentnim jonima [50]. Medutim, posto gvozde(II)-heliraju¢a aktivnost zavisi i od mnostva
drugih faktora (sadrzaj GalA, DM, DA, duzina lanca polimera, sadrzaja razli¢itih neutralnih Secera)
moguce je objasniti ovo neocekivano povecanje helirajuce aktivnosti primenjenom enzimskom

modifikacijom upravo brojnos¢u faktora od kojih zavisi i kompleksnos¢u njihove povezanosti [50].

Dodatno, intenziteti promena ABTS i Fe?*-heliraju¢e aktivnosti nakon ePG-modifikacije se
gotovo nisu razlikovali kod pektinskih polisaharida dobijenih u enzimski potpomognutim kiselim
ekstrakcijama i kod onih dobijenih u enzimskim ekstrakcijama. Ovo nije bilo u skladu sa razlikama koje
su uocene u efektima koje je ovaj enzim imao na molarne mase i viskoznosti razli¢ito ekstrahovanih
uzoraka. Sa druge strane, ovo bi moglo biti objasnjeno ¢injenicom da ove aktivnosti, osim od Mw,
zavise i od drugih hemijskih i strukturnih karakteristika uzorka [50,128-130].

4.4.2. Enzimska modifikacija pektinskih polisaharida muskatne tikve dejstvom pektin-
metilesteraze

Pektin-metilesteraza je koriS¢ena za modifikaciju pektinskih polisaharida muskatne tikve u
cilju dobijanja makromolekula niZeg stepena metoksilacije potencijalno poboljsanih karakteristika
i bioloskih aktivnosti. Enzimski modifikovani pektinski polisaharidi dobijeni kiselim i enzimskim
ekstrakcijama su uporedeni sa odgovarajué¢im nemodifikovanim pektinskim polisaharidima u pogledu
njihovih karakteristika i svojstava. Koncentracija pektinskih polisaharida koja je izabrana za enzimske
reakcije je iznosila 1%, Sto je i koncentracija koja se ¢esto pronalazi u literaturi za modifikacije PME-
om [59,81,152]. Preliminarni eksperimenti su odradeni sa dve razli¢ite doze enzima (0,0125 U/g i
0,00125 U/g) ali pri manjoj dozi PME nije detektovana deesterifikacija pektinskih polisaharida, stoga
je enzim doziran 0,0125 U/g u daljim eksperimentima.

4.4.2.1. Stepen metoksilacije pektinskih polisaharida deesterifikovanih  pektin-
metilesterazom

Pektin-metilesteraza je enzim koji katalizuje uklanjanje metil estara sa C6 atoma u molekulu GalA
[78]. Za sve modifikovane pektinske polisaharide odredeni su stepeni metoksilacije i dati su zajedno
sa DM nemodifikovanih pektinskih polisaharida u tabeli 14. Ocekivano, nakon delovanja PME, DM
svih pektinskih polisaharida je bio znacajno nizi (p<0,05). Nakon 30 min enzimskog tretmana najvece
smanjenje DM je izmereno kod A (2,3 puta), a najmanje kod K (1,3 puta). Kod svih ostalih pektinskih
polisaharida, DM je smanjen izmedu 1,5 i 1,8 puta. Kada je enzimska reakcija trajala 60 min, kod
vecine pektinskih polisaharida (XC+K, A+K, AXC+K, XC i XCP) DM je umanjen oko 3,5 puta, dok je
ponovo najmanja promena izmerena kod K (smanjenje 2,3 puta). Razlike u efektu koji je modifikacija
PME-om imala na razli¢ite pektinske polisaharide je ukazala na razli¢it afinitet ovog enzima ka njima,
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pri cemu afinitet nije bio najveci ka K koji je imao najve¢i DM. Fraeye et al. [80] su poredili pektine
razli¢itih DM iz jabuke i jagode, i zakljucili da je afinitet istog PME koji je primenjen u ovom radu
(NovoShape) bio ve¢i ka pektinu jagode koji je imao manji DM zbog razli¢ito rasporedenih bo¢nih
lanaca koji mogu izazvati sterne smetnje i na taj nacin zastititi metil estre od hidrolize PME-om.

Tabela 14. Stepeni metoksilacije (mol/100 mol GalA) nemodifikovanih i PME-modifikovanih pektinskih

polisaharida
Pektinski Trajanje enzimske DM* Pektinski Trajanje enzimske DM**
polisaharid* reakcije (min)* polisaharid**  reakcije (min)**
0 52,0£0,3% 0 29,2+1,9?
K 30 40,90,1° XC 30 16,9£0,0°
60 23,0+0,7°¢ 60 8,4+0,2°¢
0 32,6+1,5% 0 34,4+1,22
XC+K 30 20,0£1,2°> XCP 30 19,3£0,2°
60 9,2+0,6¢ 60 10,0+0,6¢
0 42,4+1,4% 0 47,3+2,7%
A+K 30 27,9£4,3% A 30 21,0£2,1°
60 12,5+0,0° 60 19,5+0,0°
0 41,1+1,3* 0 45,7+1,1*
AXC+K 30 23,1£0,2> AXC 30 24,9+0,2°
60 11,6+0,0°¢ 60 15,0+0,0¢

* kolone sa kiselo ekstrahovanim pektinskim polisaharidima
** kolone sa enzimski ekstrahovanim pektinskim polisaharidima

4.4.2.2. Molarna masa pektinskih polisaharida deesterifikovanih pektin-metilesterazom

GP-HPLC hromatogrami PME-modifikovanih pektinskih polisaharida dobijenih kiselim
ekstrakcijama, kaoionih dobijenih enzimskim ekstrakcijama su prikazanizajedno sa GP-HPLC profilima
nemodifikovanih pektinskih polisaharida na slikama 25 i 26, redom, radi lakSeg pracenja promena
usled dejstva pektin-metilesteraze. Molarne mase, disperznost i povrsine frakcija razli¢itih molarnih
masa date su u tabeli P5 za modifikovane pektinske polisaharide dobijene kiselim ekstrakcijama i u
tabeli P6 za modifikovane pektinske polisaharide dobijene u enzimskim ekstrakcijama.

Dejstvom pektin-metilesteraze doslo je do povecanja molekulske mase svih modifikovanih
pektinskih polisaharida osim XC+K. Ovaj rezultat se moZe objasniti Cinjenicom da je enzim katalizovao
deesterifikaciju metoksilovanih karboksilnih grupa, nakon ¢ega je, prema literaturi [2] moglo do¢i do
transesterifikacije izmedu novonastalih slobodnih COO" grupa u HG domenima razli¢itih molekula.
Ovo je verovatno dovelo do formiranja agregata prividno ve¢ih molarnih masa i primeéenog oteZanog
filtriranja uzoraka pre unoSenja u hromatografsku kolonu, Sto je za posledicu moglo imati selektivno

uklanjanje velikih agregata i dobijanje nereprezentativnog uzorka. Isti fenomen su primetili i Hunter
and Wicker [153] kod komercijalnog citrusnog pektina modifikovanog fungalnim PME. Dodatno,
smanjenje ukupne povrsine pikova na hromatogramima nakon modifikacije PME-om (osim kod XC+K)
u poredenju sa onom pre nje se moZe smatrati jo$ jednim elementom za potvrdu ovakvog objasnjenja
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dobijenih rezultata. Kako se pektinski molekuli u rastvoru nalaze u dinamickoj ravnotezi sa svojim
agregatima [6,151], moguce je da je dejstvom PME doslo do izvodenja ove reakcije asocijacije (i
disocijacije) pektinskih molekula iz ravnoteze, $to se ogledalo u smanjenju povrsina frakcija manjih
molarnih masa u korist agregacije u ve¢e molekulske strukture nakon PME-modifikacije.

XC+K 30

XC+K 60

Odziv refraktometrijskog detektora (MV)

201 A+K 30

AXC+K 30

20 A+K60 | AXC+K 60

2 4 6 & 10 T2 14 2 4 6 8 10 12 14

Slika 25. GP-HPLC profili pektinskih polisaharida dobijenih kiselim ekstrakcijama modifikovanih
dejstvom pektin-metilesteraze u trajanju od 30 min i 60 minuta (obeleZeni sa 30 i 60, redom) i
odgovarajucih nemodifikovanih pektina
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Slika 26. GP-HPLC profili pektinskih polisaharida dobijenih enzimskim ekstrakcijama modifikovanih
dejstvom pektin-metilesteraze u trajanju od 30 min i 60 minuta (obeleZeni sa 30 i 60, redom) i
odgovarajuc¢ih nemodifikovanih pektina
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Hromatogrami AXC i AXC+K nakon PME-modifikacije su se razlikovali od hromatograma ostalih
modifikovanih pektinskih polisaharida, jer je kod njih doslo do formiranja novog pika (k I i | II kod
modifikovanog AXC+K nakon 30 min i 60 min, redom, i w Il i x I kod modifikovanog AXC nakon 30 min
i 60 min, redom) koji se kao rame izdvojio od pika najve¢e molarne mase. Kako se ukupna povrsina
frakcija modifikovanih uzoraka (AXC+Ki AXC) smanjila u odnosu na povrsinu pikova nemodifikovanih
AXC+K i1 AXC, moguce je ovu promenu pripisati formiranju agregata usled umrezavanja karboksilnih
grupa [2]. Razlika u obliku i broju pikova frakcija razli¢itih molarnih masa nakon PME-modifikacije
ovih supstrata je mogla biti prouzrokovana razlikama u njihovoj strukturi, a samim tim i fizickoj
dostupnosti aktivnih mesta za deesterifikaciju AXC+K i AXC ovim enzimom. Disperznosti molarnih
masa pektinskih polisaharida nakon PME-modifikacije su ostale priblizno iste (K, A+K i AXC+K)
ili su se povecale (XC, XCP, A i AXC) Sto je za posledicu imalo Sirenje pikova molekulskih frakcija
usled formiranja agregata ve¢ih molarnih masa, kao $to je ve¢ ranije diskutovano. PME-tretmanom
je kod XC+K doslo do smanjenja molarne mase, kao i disperznosti, pri ¢emu su povrsine pikova na
hromatogramu ostale nepromenjene u odnosu na nemodifikovan supstrat. Smanjenje molarne mase
je takode zapazeno i kod komercijalnog citrusnog pektina nakon tretmana fungalnim PME [81], $to je
bilo u skladu sa, u ovom slucaju, PME-modifikacijom XC+K.

Generalno, vedi intenziteti u promenama molarnih masa nakon modifikacije ovim enzimom
su primeceni kod enzimski ekstrahovanih pektinskih polisaharida nego kod onih koji su dobijeni sa
dodatnim korakom kisele ekstrakcije. Ovo bi se moglo objasniti razlikama u strukturi i razli¢itom
raspodelom bo¢nih lanaca koji na taj nac¢in mogu fizicki ometati pristup PME metil esterifikovanim
karboksilnim grupama, Stite¢i ih od njegove aktivnosti [80].

4.4.2.3. Viskoznost pektinskih polisaharida deesterifikovanih pektin-metilesterazom

Krive proticanja pektinskih polisaharida modifikovanih dejstvom PME su prikazane kao zavisnost
viskoznosti od sile smicanja i date su uporedo sa krivama proticanja nemodifikovanih pektinskih
polisaharida kako bi se lakse ispratio uticaj ovog enzima na viskoznost pektinskih polisaharida (slika
27).

Enzimska modifikacija pektin-metilesterazom je za posledicu imala povecanje viskoznosti
modifikovanih pektinskih polisaharida u poredenju sa odgovaraju¢éim nemodifikovanim
polisaharidima, kod svih uzoraka osim kod XC+K i XCP gde su promene u viskoznosti bile zanemarljive
(promene manje od 5%). Povecanje viskoznosti je bilo u skladu sa rezultatima dobijenim za promenu
molarne mase modifikovanih pektinskih polisaharida dobijene na osnovu analize GP-HPLC profila.
Naime, kako viskoznost polisaharida direktno zavisi od njihove molarne mase, oc¢ekivano je porast
u prividnoj molarnoj masi agregata doveo do povecanja viskoznosti PME-modifikovanih pektinskih
polisaharida. Do ovog povecanja je moglo do¢i usled umrezavanja deesterifikovanih karboksilnih
grupa kao Sto su primetili Canela-Xandri et al. [59] za jabucni, breskvin i citrusni pektin modifikovan
dejstvom NovoShape komercijalnog enzimskog preparata. Najvece povecanje u viskoznosti nakon
delovanja PME je primeceno kod AXC - 2,2 i 2,3 puta nakon 30 i 60 min tretmana, redom. Dodatno,
kod K, A+K, A i AXC je nakon tretmana PME doslo do povecanja tiksotropnih svojstava. Ova pojava se
takode moze smatrati indirektnom potvrdom predloZenog objasnjenja fenomena nakon modifikacije
pektinskih molekula PME-om; naime, deesterifikacija je mogla omoguciti umrezavanje karboksilnih
grupa i nastajanje struktura koje su se takom podvrgavanja sili smicanja ponasale slicno gelu ali
su se nakon duZze izloZenosti ovoj sili reverzibilno vratile u stanje koloidnog rastvora, u skladu sa
objasnjenjem predloZenim u literaturi [149].
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Slika 27. Viskoznost nemodifikovanih i PME-modifikovanih pektinskih polisaharida muskatne tikve
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Generalno je PME-modifikacija u vecoj meri uticala na povecanje viskoznosti enzimski
ekstrahovanih pektinskih polisaharida nego na povecanje viskoznosti uzorka dobijenih u enzimski
potpomognutim kiselim ekstrakcijama. Ovo je u skladu sa zapazanjima kod promena molarnih masa
uzoraka nakon modifikacije PME-om, gde je, takode, ve¢i intenzitet u promenama Mw bio zapaZen
kod enzimski ekstrahovanih pektinskih polisaharida, $to je pripisano razlikama u strukturi i raspodeli
boc¢nih lanaca u molekulima.

4.4.2.4. In-vitro antioksidativna aktivnost i Fe?*-helirajuca aktivnost pektinskih polisaharida
deesterifikovanih pektin-metilesterazom

Naslici 28 su prikazane sposobnost neutralizacije ABTS radikal-katjona i Fe?*-helirajuca aktivnost
pektinskih polisaharida modifikovanih dejstvom PME. Dobijene vrednosti za modifikovane pektinske
polisaharide su prikazane uporedo sa vrednostima antioksidativnih aktivnosti odgovarajucih
nemodifikovanih pektinskih polisaharida.

ABTS antioksidativna aktivnost modifikovanih pektinskih polisaharida je bila znacajno
poveéana u odnosu na odgovaraju¢e nemodifikovane pektinske polisaharide. Ovo pokazuje da je
PME-modifikacija imala pozitivan efekat na sposobnost neutralizacije ABTS radikala pektinskih
polisaharida muskatne tikve. Isto su uodili i Zhang et al. [77] kod pektina gloga koji je bio tretiran
PME-om. Antioksidativna svojstva pektinskih polisaharida zavise od njihovih stepena metoksilacije,
a kako se dejstvom pektin-metilesteraze DM smanjuje, to znaci da postoji viSe slobodnih hidroksilnih
grupa za neutralizaciju ABTS radikala [128,129]. Najvece antioksidativne aktivnosti su izmerene kod
AXC nakon 60 min PME-tretmana (skoro 3900 uM TE/100 g), dok je medu pektinskim polisaharidima
dobijenim kiselim ekstrakcijama najvecu aktivnost imao XC+K nakon 30 min delovanja enzima
(oko 2600 uM TE/100 g). Suprotno tome, najveca relativna promena antioksidativne aktivnosti
modifikovanog u odnosu na nemodifikovani pektinski polisaharid je izmerena kod K ¢ija je aktivnost
nakon 30 min modifikacije PME-om duplo povecana, iako je kod ovog pektinskog polisaharida doslo
do najmanjeg relativnog smanjenja DM. Najmanje povecéanje (24%) primeceno je kod A, a kod svih
ostalih pektinskih polisaharida je doslo do povecanja ove aktivnosti oko 70%, Sto je bilo vece od
povecanja ABTS aktivnosti kod PME-modifikovanog pektina gloga [77].

Suprotno promenama antioksidativne aktivnosti, izraZzene preko sposobnosti neutralizacije
ABTS radikala, gvozde(II)-heliraju¢a aktivnost pektinskih polisaharida modifikovanih pektin-
metilesterazom se smanjila u odnosu na nemodifikovane pektinske polisaharide kod svih osim K. Iako
se u literaturi pronalaze podaci o tome da vezivanje dvovalentnih jona uveliko zavisi od DM pektinskih
polisaharida [50], to nije bio slu¢aj sa PME modifikovanim pektinskim polisaharidima muskatne tikve.
Dodatno, ako je, s obzirom na pretpostavku Voragen et al. [2], dejstvom PME doslo do umrezavanja
deesterifikovanih HG domena pektinskih polisaharida, onda je ostalo manje slobodnih COO- grupa za
heliranje dvovalentnih jona. Takode, DM nije jedina karakteristika pektinskih polisaharida koja moze
uticati na njihovu sposobnost heliranja. Veliki uticaj imaju i raspodela metoksilovanih GalA molekula
unutar molekula pektina, DA, kao i prisustvo razli¢itih neutralnih Secera u bo¢nim lancima, $to ¢ini
zavisnost Fe**-helirajuce aktivnosti od strukture pektinskih polisaharida veoma kompleksnom [50].
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Slika 28. ABTS i Fe**-helirajuca aktivnost nemodifikovanih i PME-modifikovanih pektinskih

polisaharida muskatne tikve

Intenziteti promena ABTS i Fe?*-helirajuce aktivnosti PME-modifikovanih pektinskih polisaharida

se gotovo nisu razlikovali izmedu onih dobijenih u enzimski potpomognutim ekstrakcijama i onih
dobijenih u enzimskim ekstrakcijama. Ovo nije u skladu sa razlikama koje su uocene u efektima koje je
ovaj enzim imao na molarne mase i viskoznosti razlicito ekstrahovanih uzoraka. S obzirom da ABTS i
gvozde(II)-heliraju¢a aktivnostzavise ne samo od molarne mase, ve¢iod drugih hemijskih i strukturnih
karakteristika, razlike koje su bile prisutne izmedu promena u Mw i promena u antioksidativnoj i
helirajuc¢oj aktivnosti bi se mogle pripisati upravo tim razlikama u sastavu i strukturi modifikovanih
pektinskih polisaharida [50,128-130].

71



4. Rezultati i diskusija

4.4.3. Enzimska modifikacija pektinskih polisaharida muskatne tikve zdruzenim dejstvom
endo-poligalakturonaze i pektin-metilesteraze

Zdruzene endo-poligalakturonaza i pektin-metilesteraza su koris¢ene za enzimsku modifikaciju
pektinskih polisaharida muskatne tikve. Karakteristike i svojstva enzimski modifikovanog pektinskog
polisaharida su uporedene sa karakteristikama i svojstvima odgovaraju¢eg nemodifikovanog
pektinskog polisaharida u cilju pra¢enja promena koje je ovakav tretman prouzrokovao. Enzimska
modifikacija je izvedena na pektinskim polisaharidima pripremljenim u istoj koncentraciji kao i za
modifikaciju samostalnom endo-poligalakturonazom (2%) u trajanju od 30 min, Sto se pokazalo kao
najbolje u prethodnim eksperimentima. Endo-poligalakturonaza i pektin-metilesteraza su dozirane u
istim koncentracijama kao i kada su ovi enzimi kori$¢eni samostalno (0,13 U/gi 0,0125 U/g, redom).

4.4.3.1. Molarna masa pektinskih polisaharida modifikovanih zdruzenim dejstvom endo-
poligalakturonaze i pektin-metilesteraze

GP-HPLC spektri pektinskih polisaharida modifikovanih zdruzenim dejstvom endo-
poligalakturonaze i pektin-metilesteraze su prikazani na slici 29 (pektinski polisaharidi dobijeni
kiselim ekstrakcijama) inaslici 30 (pektinski polisaharidi dobijeni enzimskim ekstrakcijama). Molarne
mase, disperznost i povrsine frakcija razli¢itih molarnih masa su date u tabeli P7 za modifikovane
pektinske polisaharide dobijene kiselim ekstrakcijama i u tabeli P8 za modifikovane pektinske
polisaharide dobijene u enzimskim ekstrakcijama, zajedno sa odgovaraju¢im nemodifikovanim
pektinskim polisaharidima radi lakseg pracenja promena izazvanih dejstvom koris¢enih enzima.

ZdruZeno dejstvo ePG i PME je u velikoj meri uticalo na molarnu masu pektinskih polisaharida
$to se moZze videti na njihovim GP-HPLC profilima. Generalno, kod svih modifikovanih pektinskih
polisaharida je doSlo do smanjenja molarne mase i pomeranja pikova ka ve¢im retencionim
vremenima. Ramena koja su bila prisutna na pikovima najviSih molarnih masa svih nemodifikovanih
kiselo ekstrahovanih pektinskih polisaharida (a ], c I, e I i g I) su nestala nakon enzimske modifikacije,
najverovatnije zbog disocijacije agregata velikih molarnih masa koji odgovaraju ovim ramenima.
Ovo bi moglo biti objasnjeno izvodenjem ravnoteZne reakcije asocijacije (i disocijacije) molekula
pektina [6,151] iz ravnoteZe zbog intenzivne depolimerizacije pektinskih polisaharida, uzrokovano
zdruzZenim dejstvom ova dva enzima. Najve¢a smanjenja molarne mase su primecena kod A+K i XC,
pri Cemu je molarna masa pikova e Il i i I smanjena ¢ak 3 puta. Do oko dvostrukog smanjenja molarne
mase je doslo kod XC+K (c III), A+K (e II), XC (i III) i XCP (k I i k II), dok je molarna masa svih ostalih
pikova smanjena izmedu 1,2 i 1,5 puta. Ova smanjenja molarne mase pektinskih polisaharida se mogu
pripisati dejstvu ePG koji katalizuje depolimerizaciju HG domena u molekulu pektina, pri ¢emu je
efikasnost ovog enzima u depolimerizaciji pove¢ana deesterifikacijom metoksilovanih karboksilnih
grupa delovanjem PME [2]. Naime, poznato je da je depolimerizacija visokometoksilovanih pektina
endo-poligalakturonazom manje efikasna zbog toga Sto prisustvo metoski grupa ometa prilaz enzima
njegovom mestu delovanja [2,69]. Ovo je u skladu sa ve¢im smanjenjem molarnih masa pektinskih
polisaharida nakon ePG+PME-modifikacije nego nakon samostalne ePG-modifikacije (poglavlje
4.4.1.3). Disperznost molarnih masa razli¢itth molekulskih frakcija pektinskih polisaharida je
primetno smanjena nakon ove enzimske modifikacije u odnosu na nemodifikovane uzorke, ukazuju¢i
na uniformniju raspodelu molarnih masa.
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Slika 29. GP-HPLC profili pektinskih polisaharida dobijenih kiselim ekstrakcijama modifikovanih zdruZenim
dejstvom ePG i PME u trajanju od 30 min (obeleZeni sa 30) i odgovarajuc¢ih nemodifikovanih pektina

Kada su poredeni intenziteti promena na GP-HPLC profilima (smanjenje Mw i povecanje
povrsina pikova) nakon ePG+PME-modifikacije, generalno je primeéeno da je do veéih promena na
hromatogramima doslo kod enzimski ekstrahovanih pektinskih polisaharida, nego kod onih dobijenih
u enzimski potpomognutim kiselim ekstrakcijama. Suprotno je primeceno u slu¢aju promena Mw
nakon ePG-modifikacije, Sto ukazuje na to da se efekat zdruzenog dejstva ePG i PME ispoljavao u ve¢em
intenzitetu na razlic¢itim pektinskim polisaharidima u odnosu na efekat samostalnog ePG. Ovo bi moglo
biti posledica neuniformne raspodele metil estara u molekulima pektinskih polisaharida, pri ¢emu je
moguce da su nakon dejstva PME deesterifikovani molekuli GalA bili rasporedeni u molekulu na nacin
koji je omogucio olaksan pristup enzima supstratu; naime, poznato je da je intenzitet delovanja ePG
izrazeniji na deesterifikovanom supstratu sa viSe uzastopnih neesterifikovanih molekula GalA [2,69].
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Slika 30. GP-HPLC profili pektinskih polisaharida dobijenih enzimskim ekstrakcijama modifikovanih
zdruzenim dejstvom ePG i PME u trajanju od 30 min (obeleZeni sa 30) i odgovarajuéih nemodifikovanih
pektina

4.4.3.2. Viskoznost pektinskih polisaharida modifikovanih zdruZenim dejstvom endo-
poligalakturonaze i pektin-metilesteraze

Krive proticanja pektinskih polisaharida modifikovanih zdruzenim dejstvom ePG i PME su
prikazane kao zavisnost viskoznosti od sile smicanja i date su uporedo sa krivama proticanja

nemodifikovanih pektinskih polisaharida kako bi se lakSe ispratio efekat sinergistickog delovanja
enzima (slika 31).

74



0,025
0,02
0,015
0,01

0,005

0,04

0,03

0,02

— 0,01

Viskoznost (Paxs

0,015

0,01

0,005

0,12

0,1
0,08
0,06
0,04
0,02

Doktorska disertacija - Maja MiloSevi¢

K 0,01 5 XC+K
\.
0,005
T 1 O T 1
0 2500 5000 0 2500 5000
A+K 0,015 AXC+K
0,01
0,005
\~I g ity
T 1 O T 1
0 2500 5000 0 2500 5000
1 XC 0,02 XCP
0,015 -
0,01
0,005
b~ _g9 - s
T 1 O T 1
0 2500 5000 0 2500 5000
1 A 0,02 AXC
0,015 -
1 0,01 -g
g 0,005 -
T 1 0 T '.I
0 2500 5000 0 2500 5000

Brzina smicanja (1/s)

——— Nemodifikovan

30 min

Slika 31. Viskoznost nemodifikovanih i ePG+PME-modifikovanih pektinskih polisaharida muskatne

tikve

75



4. Rezultati i diskusija

Generalno, sinergisticko dejstvo ePG i PME je imalo primetan uticaj na smanjenje viskoznosti
svih ispitivanih pektinskih polisaharida. Viskoznost A je nakon enzimskog tretmana bila manja ¢ak
14 puta, dok je viskoznost K umanjena 10 puta u odnosu na odgovarajuc¢e nemodifikovane pektinske
polisaharide. Najmanja promena u viskoznosti je zapazZena kod XC i XC+K kod kojih je umanjenje bilo
415 puta, redom. Smanjenja viskoznosti pektinskih polisaharida nakon zdruzene modifikacije ePG-
om i PME-om su bila ve¢a od smanjenja viskoznosti nakon modifikacije samostalnim ePG (poglavlje
4.4.1.4), sto je u skladu sa ¢injenicom da ePG ispoljava ve¢i afinitet ka supstratu sa nizim DM, i samim
tim u vecoj meri depolimerizuje takve pektine [2,69]. Smanjenje viskoznosti modifikovanih pektinskih
polisaharida je bilo u skladu i sa smanjenjem molarne mase nakon ovakve enzimske modifikacije, kao
$to je to i konstatovano analizom njihovih GP-HPLC profila; poznato je, naime, da molekuli manjih
molarnih masa pruzaju manji otpor u proticanju tecnosti nego Sto je slucaj sa molekulima velikih
molarnih masa [46,132].

Nakon poredenja efekta koje je ePG+PME-modifikacija imala na viskoznost razlic¢ito ekstrahovanih
pektinskih polisaharida, primeceno je da je do vecih relativnih smanjenja viskoznosti nakon ove
modifikacije doslo kod enzimski ekstrahovanih pektinskih polisaharida, nego kod uzorka dobijenih
u enzimski potpomognutim kiselim ekstrakcijama. Ovo je bilo u skladu sa ve¢im promenama na GP-
HPLC profilima enzimski dobijenih supstrata nakon iste modifikacije.

4.4.3.3. In-vitro antioksidativna aktivnost i Fe?*-helirajuca aktivnost pektinskih polisaharida
modifikovanih zdruzenim dejstvom endo-poligalakturonaze i pektin-metilesteraze

Sposobnostneutralizacije ABTS radikal-katjonaiFe?*-helirajuca aktivnost pektinskih polisaharida
modifikovanih zdruZenih dejstvom ePG i PME su prikazane na slici 32 za sve pektinske polisaharide
muskatne tikve. Dobijene vrednosti za modifikovane pektinske polisaharide su prikazane uporedo sa
vrednostima odgovarajucih svojstava nemodifikovanih pektinskih polisaharida u cilju lakSeg pracenja
uticaja ove enzimske modifikacije na ovu biolosku aktivnost.

ABTS antioksidativna aktivnost pektinskih polisaharida modifikovanih simultanim dejstvom
ePG i PME je bila statisticki znacajno (p<0,05) povecana u odnosu na odgovaraju¢e nemodifikovane
pektinske polisaharide, ukazuju¢i na pozitivan efekat ovakvog tretmana na antioksidativna svojstva
pektinskih polisaharida. Ovo je u skladu sa molarnim masama i DM modifikovanih uzoraka; molekuli
manjih Mw imaju ve¢i broj dostupnih aktivnih grupa na svojoj povrsini koje su sposobne da neutralizuju
ABTS slobodne radikale [128], dok pektini sa nizim DM imaju viSe slobodnih karboksilnih grupa
koje doprinose neutralizaciji slobodnih radikala [128-130]. Najveca antioksidativna aktivnost medu
enzimski dobijenim pektinskim polisaharidima je odredena kod AXC (6500 uM TE/100 g), a kod
kiselo dobijenih pektinskih polisaharida kod AXC+K (4600 uM TE/100 g). Trend najvec¢ih apsolutnih
vrednosti sposobnosti neutralizacije ABTS radikala nije odgovarao i najve¢im relativnim promenama
ovih aktivnosti kao posledice enzimske modifikacije. Najveca promena je primecena zdruZenom
enzimskom modifikacijom K nakon koje je doslo do cetvorostrukog povecanja antioksidativne
aktivnosti, dok je sledece po iznosu relativno povecanje od 3,6 puta izmereno kod A+K. Svi enzimski
dobijeni polisaharidu su imali povecanje antioksidativne aktivnosti od oko 2,5 puta, a najmanja
promena je zabelezena kod XC+K (povecanje 2 puta), Sto je bilo manje od povecanja u antioksidativnoj
aktivnosti odredenoj istim testom nakon enzimske modifikacije komercijalnog citrusnog pektina
zdruzenim endo-poligalakturonazom, pektin-metilesterazom i pektin-liazom [154]. Dodatno,
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antioksidativna aktivnost je bila poveéana u vecem iznosu nakon ove ePG+PME-modifikacije, nego
kada su pektinski polisaharidi modifikovani samostalnom endo-poligalakturonazom, $to je u skladu
sa ve¢im afinitetom ePG ka supstratima sa nizim DM [2,69].
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Slika 32. ABTS i Fe**-helirajuca aktivnost nemodifikovanih i ePG+PME-modifikovanih pektinskih

polisaharida muskatne tikve

Promene u vrednostima Fe?*-helirajuce aktivnosti prouzrokovane zdruzenom enzimskom
modifikacijom nisu bile tako izrazene kao promene u ABTS aktivnostima. Najvec¢a aktivnost nakon
enzimskog tretmana zdruzenim ePGiPME je odredena kod A1iiznosilaje 2400 uM EDTA/100g, pracena
sa A+K, XC i XCP kod kojih je heliraju¢a aktivnost bila oko 2200 pM EDTA/100g. Gvozde(II)-helirajuca
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aktivnost se nije znacajno (p>0,05) promenila nakon enzimske modifikacije kod XC+K, AXC+K i AXC.
Jako mala povecanja helirajuce aktivnosti su primec¢ena kod A+K (5%), i XC, XCP i A (oko 15%), dok se
najveca promena desila kod K - povecanje ¢ak 44 puta. Suprotno ovome, Huang et al. [154] su dobili
smanjenje Fe*-helirajuce aktivnosti citrusnog pektina nakon tretmana komercijalnim enzimskim
preparatom sa aktivnostima endo-poligalakturonaze, pekin-metilesteraze i pektin-liaze, dok je
istovremeno doslo do porasta antioksidativne aktivnosti (odredena ABTS testom). Oni su zakljucili
da metal-helirajuca aktivnost nije u direktnoj vezi sa sposobnos¢u neutralizacije slobodnih radikala
jer je re¢ o razli¢itim mehanizmima reakcije. Stoga se moZe pretpostaviti da su dobijene vrednosti
efekta zdruzenog delovanja dva koriS¢ena enzima na Fe(II)-heliraju¢u aktivnost bile rezultat razlika
u sastavu i strukturi ekstrahovanih pektinskih polisaharida, kao i mnostva parametara koji na ovu
aktivnost uticu [50].

Kada su poredeni intenziteti pove¢anja ABTS aktivnosti ePG+PME-modifikovanih pektinskih
polisaharida dobijenih kiselim i enzimskim ekstrakcijama, primeceno je da nacin ekstrakcije nije imao
veliki uticaj na efekat koji su enzimi za modifikaciju imali na ovu aktivnost. Ovo nije bilo u skladu sa
vecim promenama Mw i viskoznosti koje su zabeleZene kod enzimski ekstrahovanih uzoraka nakon
modifikacije zdruzenim ePG-om i PME-om, nego kod onih dobijenih sa dodatnim korakom kisele
ekstrakcije. Sa druge strane, povecanje Fe**-helirajuce aktivnosti je bilo vece kod enzimski dobijenih
pektinskih polisaharida Sto je u skladu sa zapazanjima o ve¢em smanjenju Mw i viskoznosti istih
supstrata nakon ePG+PME-modifikacije.

4.4.4. Poredenje uticaja razlicitih enzimskih tretmana na osobine i svojstva pektinskih
polisaharida muskatne tikve

U ovom poglavlju ¢e biti dat kratak pregled uticaja koji su razli¢iti enzimski tretmani imali na
karakteristike i svojstva pektinskih polisaharida muskatne tikve. Primenom razli¢itih enzima su
dobijeni modifikovani pektinski polisaharidi koji su se razlikovali od nemodifikovanih pektinskih
polisaharida u pogledu stepena metoksilacije, molarnih masa, viskoznosti, antioksidativne i Fe**-
helirajuce aktivnosti.

Do smanjenja molarne mase pektinskih polisaharida je doslo onda kada su oni bili tretirani
endo-poligalakturonazom zbog njene depolimerizujuce aktivnosti. U slu¢ajevima kada je ovaj enzim
koriS¢en samostalno, molarne mase (Mw) su bile umanjene u proseku 1,1 do 1,8 puta. Do veceg
smanjenja je doslo kada je ovaj enzim delovao zdruzeno sa pektin-metilesterazom (smanjenje Mw od
1,2 do 3 puta). Naime, endo-poligalakturonaza svoju aktivnost najbolje ispoljava na deesterifikovanim
pektinskim polisaharidima [2], Sto objasnjava dobijanje pektinskih polisaharida manjih molarnih
masa onda kada su u njihovom tretmanu koris¢eni ePG i PME, nego kada su oni tretirani samo endo-
poligalakturonazom. Isto je primeceno tokom modifikacije komercijalnog citrusnog pektina zdruzenim
dejstvom ePG i PME; naime, molarna masa gotovo da nije bila promenjena kada je za modifikaciju
koriS¢en samostalan ePG, dok je ovaj enzim zdruzen sa PME rezultirao dobijanjem citrusnog pektina
viSestruko umanjene molarne mase [155]. Nasuprot tome, PME nema depolimerizujuc¢u aktivnost
ve¢ dovodi do raskidanja estarskih veza, oslobadajuci pri tome deesterifikovan pektinski polisaharid
i metanol. MoZe se pretpostaviti da je zbog umrezavanja deesterifikovanih pektinskih polisaharida
doslo do povecanja molarne mase PME-modifikovanih pektinskih polisaharida muskatne tikve.

Promene u viskoznosti su bile u skladu sa promenama u molarnim masama pektinskih
polisaharida nakon enzimskih modifikacija. Dejstvom samostalne endo-poligalakturonaze viskoznost
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se smanjila 2,2 do 6,4 puta u odnosu na viskoznost nemodifikovanih pektinskih polisaharida, dok
je smanjenje nakon zdruzene modifikacije ePG-om i PME-om bilo viSestruko (4,1 do 14,3 puta u
odnosu na nemodifikovane pektinske polisaharide). Ovo je bio ocekivan rezultat, jer ePG pokazuje
ve(i afinitet ka deesterifikovanom supstratu [2,69] Sto je rezultiralo ve¢im smanjenjem viskoznosti
nakon ePG+PME-modifikacija. Kao i $to je prethodno bilo pretpostavljeno da je do pove¢anja molarnih
masa doslo umrezavanjem [2], tretman samostalnom pektin-metilesterazom je doveo do posledi¢no

manjeg ili veceg povecanja viskoznosti pektinskih polisaharida.

Antioksidativna aktivnost pektinskih polisaharida je nakon enzimskih modifikacija odredena
kao sposobnost neutralizacije ABTS slobodnih radikala. Na ovu osobinu uticu molarna masa, sadrzaj
GalA i stepen metoksilacije. Molekuli manjih Mw i sa ve¢im sadrzajem slobodnih karboksilnih
grupa (uslovljeno ve¢im sadrzajem GalA i nizim DM) imaju veci broj aktivnih grupa sposobnih da
neutralizuju ABTS slobodne radikale [128-130]. Kod svih modifikovanih pektinskih polisaharida je
doslo do povecanja antioksidativne aktivnosti u odnosu na nemodifikovane pektinske polisaharide.
Najveca promena je zabeleZena nakon zdruzene modifikacije ePG-om i PME-om (povecanje 2,1 do 4,2
puta), dok je antioksidativna aktivnost najmanje povecana nakon samostalne PME-modifikacije (1,2
do 2 puta). Ovo je u skladu sa ve¢im afinitetom ePG ka supstratima sa nizim DM [2,69]. Na osnovu
ovih rezultata je moguce zakljuciti da je modifikacija endo-poligalakturonazom imala ve¢i uticaj na
sposobnost neutralizacije ABTS radikala od modifikacije pektin-metilesterazom, ali i da je PME u
kombinaciji sa ePG taj uticaj dodatno pospesio. Sli¢cno ovom, najveci uticaj na ABTS aktivnost citrusnog
pektina je imalo zdruZeno dejstvo ePG, PME i pektin-liaze (povecéanje ¢ak 21,5 puta) [154]. Medutim,
vedi uticaj na povecanje antioksidativne aktivnosti pektina gloga je imao samostalan PME (povecanje
1,2 puta) nego samostalan ePG (povecanje 1,1 put) [77], Sto je suprotno od rezultata dobijenih za
pektinske polisaharide muskatne tikve.

Na povecanje gvozde(ll)-helirajuc¢e aktivnosti su uticaj imali modifikacija ePG-om i zdruZena
modifikacija ePG-om i PME-om. Povecanje ove aktivnosti je bilo za nijansu vece kod je koriS¢ena
samostalna endo-poligalakturonaza nego kada su enzimi koriS¢eni u kombinaciji, dok je samostalna
pektin-metilesteraza dovela do smanjenja Fe?*-helirajuce aktivnosti u odnosu na nemodifikovane
pektinske polisaharide. Na osnovu ovih rezultata se moze zakljuciti da je modifikacija PME-om imala
negativan uticaj na sposobnost pektinskih polisaharida da heliraju dvovalentne jone metala zbog
pretpostavljenog umreZavanja oslobodenih karboksilnih grupa GalA [2].

4.5. Kompleksna koacervacija kiselo ekstrahovanog pektinskog polisaharida muskatne
tikve

U ovom poglavlju bi¢e procenjena sposobnost kiselo ekstrahovanog pektinskog polisaharida (K)
da formira kompleksne koacervate sa ovalbuminom i Zelatinom. Ispitane su karakteristike formiranih
koacervata u pogledu njihove hemijske strukture, reoloskih svojstava i mehanicke stabilnosti, kao
i uticaj razlic¢itih odnosa mesSanja K i proteina na ove osobine. Konacno, sagledana je mogucnost
primene ovih koacervata kao nosaca pri inkapsulaciji razlic¢itih bioaktivnih supstanci u sistemima za
oralnu dostavu lekova kroz procenu njihove stabilnosti u simuliranim gastrointestinalnim uslovima.
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4.5.1. Zeta potencijal i zamucenje suspenzije koacervata

Zeta potencijal je izmeren kako bi se odredila naelektrisanja pektinskog polisaharida muskatne
tikve i proteina koriS¢enih za pripremu kompleksnih koacervata. Takode su izmereni i zeta potencijali
smesa pektinskog polisaharida i proteina pripremljenih u razli¢itim zapreminskih odnosima. Rezultati
su prikazani na slikama 33 i 34.
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Slika 33. Zeta potencijal i zamucenje (100-%T) rastvora kiselo ekstrahovanog pektinskog polisaharida i
ovalbumina, kao i njihovih smesa pripremljenih pri razlicitim odnosima mesanja

Primeceno je da se nula zeta potencijala pomerala ka viSim vrednostima pH sa porastom dodate
koli¢ine proteina u smesi. Ovo bi moglo biti objasnjeno saturacijom pektinskog polisaharida usled
elektrostatickih interakcija sa molekulima proteina, kao Sto je objaSnjeno ranije za koacervate
pripremljene od pektina Secerne repe i albumina govedeg seruma [82]. Dodatno, izmerena je i
zavisnost zamucenja pripremljenih smesa od pH vrednosti. Rezultati su prikazani na slikama 33 i
34. Merenja zamucenja smesa kiselo ekstrahovanog pektinskog polisaharida i model proteina u
svim ispitivanim odnosima su potvrdila da je formiranje koacervata bio proces koji je zavisio od pH.
Zamucenje ovih suspenzija je poraslo sa smanjenjem pH ispod izoelektricne tacke proteina gde su
pektinski polisaharid i proteini bili suprotno naelektrisani. Najvece zamucenje je zabeleZeno u istom

opsegu pH gde je izmerena i nula zeta potencijala, Sto je potvrdilo ovaj region kao optimalan opseg pH
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za formiranje koacervata. Dalje spustanje pH vrednosti je dovelo do bistrenja smese usled rastvaranja
koacervata, Sto je ukazalo na to da je koacervacija izazvana promenom pH u ispitivanim sme$ama
bila reverzibilan proces. Koacervati koji su koriS¢eni u daljim eksperimentima su pripremljeni na
odgovarajucoj pH za svaki par pektinskog polisaharida i proteina, odnosno na onoj pH na kojoj je zeta
potencijal smeSe bio jednak nuli (tabela 7).
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Slika 34. Zeta potencijal i zamucenje (100-%T) rastvora kiselo ekstrahovanog pektinskog polisaharida i
Zelatina, kao i njihovih smesa pripremljenih pri razli¢itim odnosima meSanja

4.5.2. Prinos koacervacije

Prinos koacervacije je izracunat za razli¢ite odnose meSanja pektinskog polisaharida i
komercijalnih proteina na pH vrednosti koja je odgovarala nuli zeta potencijala i najve¢em izmerenom
zamucenju. Vrednosti prinosa koacervacije su prikazani u tabeli 15. Koacervati pripremljeni sa
Zelatinom kao polikatjonskom komponentom su imali ve¢i prinos nego koacervati pripremljeni sa
ovalbuminom. Ovo bi moglo biti objagnjeno razli¢itim svojstvima ovih proteina. Zelatin je linearan i
fleksibilan molekul koji lako prilagodava svoju konformaciju prilikom izgradnje kompleksa, dok je sa
druge strane ovalbumin globularan molekul [156]. Dodatno, koacervati su pripremljeni sa finalnim
korakom hladenja u cilju poboljSanja vezivanja biopolimera, a poznato je da Zelatin formira gelove na
niskim temperaturama [157]. Veéa fleksibilnost molekula i Zeliranje izazvano hladenjem bi mogli biti
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uzroci veceg prinosa koacervacije u uzorcima za ¢iju pripremu je koriS¢en Zelatin. Sa druge strane,
bio je primetan i uticaj odnosa meSanja biopolimera na prinos koacervacije. Prinos koacervacije
je generalno bio ve¢i kada je koriS¢ena veca koli¢ina proteina pri meSanju biopolimera. Relativho
smanjenje prinosa koacervacije kod 1:3 odnosa mesanja (u odnosu na odnos 1:2) moze biti povezano
sa viSkom proteina koji nije mogao da se veze za pektinsko vlakno i zbog toga je ostao u rastvoru u

ravnotezi sa formiranim koacervatom.

Tabela 15. Prinosi koacervacije kiselo ekstrahovanog pektinskog polisaharida pripremljenog sa
ovalbuminom ili Zelatinom pri razli¢itim odnosima mesanja

Koacervat Odnos mesSanja Y, (%, m/m)
1:1 16,95 + 2,35°
K:ovalbumin 1:2 18,04 +1,57°¢
1:3 17,80 £ 1,98°
1:1 30,10 £ 0,60°
K:Zelatin 1:2 45,07 + 1,352
1:3 44,78 + 1,792

4.5.3. FTIR spektri koacervata

FTIR je koriscen kako bi se stekao bolji uvid u hemijske interakcije izmedu biopolimera koji
su sacinjavali kompleksni koacervat. FTIR spektri K, ovalbumina i Zelatina su prikazani na slici 35.
Specifi¢ni pikovi na K spektru su detaljno opisani u poglavlju 4.3.1.8. Kod ovalbumina i Zelatina je
primeceno nekoliko pikova koji su karakteristicni za proteinske strukture. Pikovi koji se nalaze na
talasnom broju 3270 cm™ se mogu dovesti u vezu sa N-H istezanjem amino grupe kod primarnih
amina [93,158]. Zatim, pikovi na 1630 cm™ vode poreklo od C=0 istezanja u primarnom amidu, a
pikovina 1520 cm™ poticu od istezanja N-H grupa u sekundarnom amidu [156]. Pikovi koji odgovaraju
N-H grupama u proteinskoj strukturi su imali ve¢i intenzitet kod ovalbumina $to je u skladu sa ve¢om
gustinom naelektrisanja koje je utvrdeno merenjem zeta potencijala ovog proteina (slika 33).

U spektrima koacervata, pikovi koji su se nalazili u oblasti od 3340 cm™ do 3270 cm™ su imali
manji intenzitet nego pikovi u istom opsegu talasnih brojeva u spektrima pojedinacnih proteina
i K. Smanjenje intenziteta ovih pikova se moZe objasniti elektrostatickim interakcijama izmedu
karboksilnih grupa pektinskog polisaharida i amino grupa u molekulima proteina. PoSto su pikovi
u ovom regionu pripisani -OH grupi (karboksilna grupa u pektinskom polisaharidu) i -NH, grupi (u
proteinu), moZe se pretpostaviti da niZi pikovi u spektrima koacervata ukazuju na manji broj slobodnih
karboksilnih i slobodnih amino grupa u njihovim strukturama usled formiranja elektrostatickih
veza izmedu dva suprotno naelektrisana molekula. Ovo zapaZanje je u saglasnosti sa rezultatima o
smanjenju pika u ovom karakteristicnom regionu talasnih brojeva kod koacervata Zelatina i pektina
[94]. Stvaranje kompleksa izmedu K i komercijalnih proteina je dodatno potvrdeno pojavom pika
karakteristi¢nog za amid (na 1520 cm™) na FTIR spektrima koacervata, dok ovaj pik nije bio prisutan
na spektru pektinskog polisaharida K. Ovo se slaZe sa rezultatima objavljenim za koacervate citrusnih
pektina i Zelatina [93].
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Slika 35. FTIR spektri kiselo ekstrahovanog pektinskog polisaharida, ovalbumina, Zelatina i njihovih
koacervata

4.5.4. Reoloska merenja koacervata

Mehanicka stabilnost formiranih koacervata je izmerena u zavisnosti od napona smicanja
primenjenog na sistem (slika P5 u prilogu) pri ¢emu je sagledan uticaj odnosa mesanja polimera
na reoloska svojstva koacervata. Vrednosti elasticnog modula (G',,;) i viskoznog modula (G” ) u

linearnom viskoelasticnom regionu, kao i vrednosti tangensa faznog pomaka (tan §) su date u tabeli
16.

Tabela 16. Elasti¢ni modul (G’ ), viskozni modul (G”,, ) i tangens faznog pomaka (tan &) koacervata

kiselo ekstrahovanog pektinskog polisaharida i ovalbumina ili Zelatina

Koacervati Odnos mesanja G’ (Pa) G”,,. (Pa) tan 8§
1:1 629,35+52,52° 473,81+32,74% 0,76+0,02°

K:ovalbumin 1:2 673,02+42,22° 495,74+16,792 0,74+0,05°
1:3 441,56+39,39% 297,73+17,47° 0,69+0,09°
1:1 1882,52+283,09% 390,44+64,74% 0,23+0,12°

K:Zelatin 1:2 540,65+92,76" 165,47+26,70° 0,31+0,02°
1:3 808,30+42,76° 181,08+20,91° 0,210,022
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U linearnom viskoelasti¢cnom regionu, elasti¢ni modul je bio veéi od viskoznog modula (¢’>G”),
$to ukazuje na elasti¢nu strukturu i ponasanje slicno gelu u svim koacervatima i u svim odnosima
meSanja. Koacervati K:Zelatin su pokazali vece vrednosti G’ |, u odnosu na K:ovalbumin, posebno za
odnos mesanja 1:1, Sto znaci da je ovaj koacervat imao mehanicki najévrsc¢u strukturu. Generalno, nize
vrednosti ¢, su izmerene kada su pektinski polisaharid i protein bili pomesani u odnosu 1:3. Ovo su
potvrdile i vrednosti izracunate za tan 8, ukazujuci na mehanicki ¢vrsée strukture nalik gelu kada su
koacervati pripremljeni sa manje dodatog proteina.

4.5.5. Stabilnost koacervata u simuliranim uslovima gastrointestinalnog trakta

Rastvorljivost koacervata, bitna za njihovu potencijalnu primenu, je odredena u simuliranim
uslovima Zeluda¢nog soka i zatim u simuliranim uslovima creva. Rezultati dobijeni u ovim
eksperimentima su predstavljeni na slici 36. Najmanju rastvorljivost, tj. najvecu stabilnost, su imali
koacervati K:ovalbumin u uslovima Zeluca u trajanju 2 h. Kada su K i ovalbumin pomesani u odnosima
1:11i1:2, formirani koacervati se uopste nisu rastvorili za to vreme i u tim uslovima, dok je rastvoreno
oko 6% koacervata pripremljenog pri odnosu 1:3. Rastvorljivost koacervata K:Zelatin je bila veca u
uslovima Zeluca - oko 20% za sva tri odnosa me$anja pektinskog polisaharida i Zelatina. Kada je SZS
zamenjen SCS-om u trajanju od 8 h, svi koacervati su se znatno viSe rastvarali, sa najve¢im skokom
u rastvorljivosti u prva 2 h simuliranih uslova creva. Generalno su K:ovalbumin koacervati pokazali
manju rastvorljivost u uslovima creva nakon 8 h, pri ¢emu je najmanja rastvorljivost primecena kod
odnosamesSanja 1:211:3,1ito oko 34% i 38%, redom. U istim uslovima je rastvorljivost bila najveca kod
K:Zelatin 1:211:3 (95% i 94%, redom). MoZe se zakljuciti da su se koacervati pripremljeni sa Zelatinom
kao polikatjonskom komponentom pokazali kao manje stabilni od koacervata pripremljenih sa
ovalbuminom. Ovo zapazanje je u skladu sa izmerenim zeta potencijalom koji je pokazao da je Zelatin
imao manje slobodnih katjonskih grupa, nego $to je bio slucaj sa ovalbuminom, $to za posledicu ima
formiranje manje elektrostatickih veza sa pektinskim polisaharidom i manju stabilnost koacervata
u primenjenim simuliranim uslovima gastrointestinalnog trakta. Koacervati komercijalnog pektina
i albumina iz govedeg seruma su pokazali vecu stabilnost u simuliranim uslovima creva (pH 7,4)
[159] u odnosu koacervate K i Zelatina, ali je njihova stabilnost bila manja od stabilnosti koacervata
K i ovalbumina u uporedivim uslovima. Dodatno, svi ispitani koacervati kiselo ekstrahovanog
pektinskog polisaharida sa ovalbuminom i Zelatinom su imali veéu stabilnost u simuliranim uslovima
gastrointestinalnog trakta nego koacervati komercijalnog pektina i proteina surutke u istim uslovima
uz prisustvo digestivnih enzima (pepsin i pankreatinin) [117].

Rezultati dobijeni pri ispitivanju stabilnosti koacervata su ukazali na to da njihova hemijska
stabilnost nije bila u direktnoj vezi sa njihovom mehanickom stabilnosti. Naime, K:Zelatin koacervati
koji su pokazali najve¢u mehanicku stabilnost, su se i u najve¢oj meri rastvorili u simuliranim
uslovima gastrointestinalnog trakta sa oko 90% rastvorljivosti u svim odnosima mes$anja. Primecena
mehanicka stabilnost bi mogla biti posledica Zeliranja proteina u uslovima hladenja tokom pripreme
koacervata a ne posledica elektrostatickih interakcija izmedu K i Zelatina.

Kiselo ekstrahovan pektinski polisaharid muskatne tikve (K) se pokazao kao dobra komponenta
kompleksnih koacervata sa mogucom primenom za ciljno dostavljanje aktivnih supstanci. U
kombinaciji sa Zelatinom, pokazao je veliku stabilnost u simuliranim uslovima Zeluca ali i veliku
rastvorljivost u uslovima creva. Ovakvo ponasanje koacervata ukazuje na veliki potencijal primene u
nosacima za oralnu dostavu razlic¢itih aktivnih supstanci sa ciljanim otpustanjem u crevima.
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Slika 36. Stabilnost koacervata kiselo ekstrahovanog pektinskog polisaharida i ovalbumina ili Zelatina
u simuliranim uslovima Zeluca (SZS) i creva (SSC)
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5. Zakljucak

Na osnovu izloZenih rezultata i diskusije, mogu se doneti slede¢i zakljucci:

e  [spitivani nacini ekstrakcije su imali veliki uticaj na prinos pektinskog polisaharida. Prinos
konvencionalne kisele ekstrakcije je iznosio 60,6 mg/g,, . Dobijeni rezultati su pokazali da
je bilo moguce povecati prinos pektinskog polisaharida kada kiseloj ekstrakciji prethodi
enzimski tretman ili ¢ak dobiti slican prinos kada se za ekstrakciju koriste ksilanaza i celulaza
bez naknadnog koraka ekstrakcije sa kiselinom (59,9 mg/g ). Dodatno, na povecanje
prinosa su veci uticaj imale celulaza i ksilanaza nego amilaza i proteaza. Najve¢i prinos je
postignut za enzimski potpomognutu kiselu ekstrakciju ¢iji je korak enzimskog pretretmana
podrazumevao upotrebu celulaze, ksilanaze i amilaze (104,4 mg/g,,), dok je sa druge strane,
enzimska ekstrakcija samostalnom amilazom rezultirala najniZim prinosom pektinskog
polisaharida (32,9 mg/g,).

e Razlic¢ite tehnike ekstrakcije su rezultirale razli¢itim hemijskim sastavima pektinskih
polisaharida. Primenom enzima za ekstrakciju pektinskih polisaharida muskatne tikve je bilo
moguce dobiti i do 3 puta veci sadrzaj galakturonske kiseline nego konvencionalnom kiselom
ekstrakcijom (29,0 g/100 g). Najveci sadrzaj je odreden u uzorku dobijenom u amilazom
potpomognutoj kiseloj ekstrakciji (84,4 g/100 g).

e  Premaodredenom stepenu metoksilacije, svi pektinski polisaharidi, osim onog ekstrahovanog
konvencionalnom kiselom ekstrakcijom, su se mogli uvrstiti u niskometoksilovane pektine.

e Nakon odredivanja udela razli¢itih strukturnih domena koji ulaze u sastav molekula
pektinskih polisaharida, utvrdeno je da je sadrzaj homogalakturonana generalno bio veéi kod
pektinskih polisaharida dobijenih u enzimski potpomognutim kiselim ekstrakcijama nego kod
onih dobijenih u enzimskim ekstrakcijama. Najve¢i sadrzaj je odreden kod uzorka dobijenog
u amilazom potpomognutoj kiseloj ekstrakciji (77,93%), a najnizi kod kiselo ekstrahovanog
pektinskog polisaharida (14,5%). Suprotno je vazilo za sadrzaj ramnogalakturonana-I; najveci
sadrzaj je odreden kod Kiselo ekstrahovanog pektinskog polisaharida (43,5%), a najmanji kod
uzorka dobijenog u amilazom potpomognutoj kiseloj ekstrakciji (10,44%).

e U kiselim ekstrakcijama su generalno dobijeni pektinski polisaharidi koji su u svojim
rastvorima imali viSe agregata, ali je Mw bio veci kod prvih molekulskih frakcija enzimski

ekstrahovanih pektinskih polisaharida, eluiranih sa gel-permeacione kolone, nego kod onih
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ekstrahovanih kiselinom. Dodatno, postojale su razlike i u izgledu hromatograma razlic¢ito
ekstrahovanih pektinskih polisaharida, pri ¢emu je kod enzimski ekstrahovanih postojala jos
jedna molekulska frakcija koja je bila odsutna kod kiselo ekstrahovanih uzoraka.
Odredivanjem ukupnih fenola, antioksidativne i gvozde(Il)-helirajuce aktivnosti je utvrdeno
da je primena kiseline u ekstrakciji imala negativan uticaj na ove osobine. Najve¢i sadrzaj
fenola odreden je kod uzorka ekstrahovanog celulazom i ksilanazom (1159,91 ug FK/g),
najveca ABTS aktivnost kod pektinskog polisaharida ekstrahovanog celulazom, ksilanazom
i amilazom (2420,42 uM TE/100 g), a najveta Fe®-heliraju¢a aktivnost kod uzorka
ekstrahovanog amilazom (2131,46 uM EDTA/100 g). NajniZe vrednosti ovih parametara su
odredene kod kiselo ekstrahovanog pektinskog polisaharida.

Na viskoznost pektinskih polisaharida je ve¢i uticaj imao izbor enzima primenjenih za
ekstrakciju, nego to da li je u te svrhe koriS¢ena kiselina. Ve¢a viskoznost je izmerena
kod pektinskih polisaharida za cije je dobijanje koris¢ena amilaza, nego kod onih koji su
ekstrahovani uz tretman ksilanazom i celulazom. S druge strane, rastvorljivost pektinskih
polisaharida je bila vec¢a kod svih pektinskih polisaharida kod kojih su u enzimskom koraku
ekstrakcije kori$¢ene ksilanaza i celulaza (viSe od 77%), nego kada je koriS¢ena samo amilaza
(58,9%).

Odredivanjem Mihaelis-Mentenine konstante endo-poligalakturonaze je utvrdeno da je
ovaj enzim pokazao najve¢i afinitet ka pektinskim polisaharidima dobijenim u enzimski
potpomognutim kiselim ekstrakcijama. Najvedéi afinitet je endo-poligalakturonaza pokazala
ka uzorku dobijenom u amilazom potpomognutoj kiseloj ekstrakciji (K, = 13,3 mg/mL), a
najmanji ka pektinskom polisaharidu ekstrahovanom samostalnom amilazom (K,, = 58,8 mg/
mL).

Modifikacija endo-poligalakturonazom je rezultirala smanjenjem molarnih masa i viskoznosti
svih ispitanih uzoraka. Kod pektinskih polisaharida dobijenih enzimski potpomognutim
kiselim ekstrakcijama su ova smanjenja bila najveca; najvece promene u molarnoj masi i
viskoznosti su primeéene kod uzorka dobijenog u amilazom potpomognutoj kiseloj ekstrakciji.
Modifikacija endo-poligalakturonazom je takode uticala na povecanje in vitro antioksidativne
aktivnosti i Fe?*-heliraju¢e aktivnosti u odnosu na ove aktivnosti kod nemodifikovanih
pektinskih polisaharida. Najve¢e poveéanje ABTS aktivnosti (2,6 puta) je zabelezeno kod
uzorka dobijenog u amilazom potpomognutoj kiseloj ekstrakciji, a najmanje (1,3 puta) kod
kiselo ekstrahovanog pektinskog polisaharida. Nasuprot tome, Fe**-helirajuca aktivnost kiselo
ekstrahovanog pektinskog polisaharida je nakon modifikacije bila najviSe pove¢ana (25 puta),
dok je do najmanjeg povecanja doslo kod uzorka ekstrahovanog celulazom i amilazom (6%).
Modifikacija pektin-metilesterazom je dovela do deesterifikacije svih pektinskih polisaharida.
Stepen metoksilacije je nakon ove modifikacije u trajanju od 60 min najmanje smanjen kod
kiselo ekstrahovanog pektinskog polisaharida (2,3 puta), dok je kod vecine ostalih uzoraka
doslo do smanjenja od 3,5 puta.

Nakon modifikacije pektin-metilesterazom, doslo je do pove¢anja molarne mase i viskoznosti
svih pektinskih polisaharida, osim kod uzorka dobijenog u celulazom i ksilanazom
potpomognutoj kiseloj ekstrakciji. Ve¢i intenzitet ovih promena je primecéen kod enzimski
ekstrahovanih pektinskih polisaharida nego kod onih koji su dobijeni sa dodatnim korakom
kisele ekstrakcije.

ABTS aktivnosti pektin-metilesterazom modifikovanih pektinskih polisaharida su bile
vece od odgovaraju¢ih nemodifikovanih uzoraka. ABTS aktivnost je bila duplo poveéana
kod modifikovanog kiselo ekstrahovanog pektinskog polisaharida, $to je ujedno bila i
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najveca promena ove aktivnosti, dok je najmanje povecanje (24%) primeceno kod uzorka
ekstrahovanog samostalnom amilazom.

Nakon ispitivanja efekta zdruzenog dejstva endo-poligalakturonaze i pektin-metilesteraze
na pektinske polisaharide muskatne tikve, zakljuceno je da su intenziteti smanjenja molarne
mase i viskoznosti bili skoro duplo veéi nego kod smanjenja ovih osobina nakon modifikacije
samostalnom endo-poligalakturonazom. Zdruzeno dejstvo ova dva enzima je u vecoj meri
uticalo na smanjenje Mw i viskoznosti kod enzimski ekstrahovanih pektinskih polisaharida,
nego kod onih dobijenih u enzimski potpomognutim kiselim ekstrakcijama. Mw je najvise
smanjen kod pektinskog polisaharida dobijenog u ekstrakciji celulazom i ksilanazom, kao i u
ekstrakciji celulazom, ksilanazom i proteazom. Sa druge strane, uzorak ekstrahovan amilazom
je nakon ove modifikacije ispoljio najve¢i intenzitet smanjenja viskoznosti (¢ak 14 puta) u
odnosu na nemodifikovan pektinski polisaharid. Nakon modifikacije zdruzenim enzimima
je raspodela molarnih masa modifikovanih pektinskih polisaharida bila uniformnija, Sto
se ogledalo u manjoj disperznosti molarnih masa molekulskih frakcija modifikovanih nego
nemodifikovanih uzoraka.

Modifikacija zdruZenom endo-poligalakturonazom i pektin-metilesterazom je dovela do
povecanja ABTS i gvozde(Il)-helirajuce aktivnosti svih ispitivanih pektinskih polisaharida
muskatne tikve. Pove¢anja u ovim osobinama su bila skoro duplo vec¢a od povecanja dobijenih
modifikacijom pektinskih polisaharida samostalnom endo-poligalakturonazom. Najvece
povecanje u antioksidativnoj aktivnosti je postignuto kod kiselo ekstrahovanog uzorka
(4,2 puta), a najmanje kod pektinskog polisaharida dobijenog u celulazom i ksilanazom
potpomognutoj kiseloj ekstrakciji (2,1 put). Fe?*-helirajuca aktivnost kiselo ekstrahovanog
pektinskog polisaharida je nakon modifikacije zdruZenim enzimima poveéana ¢ak 44 puta,
dok je najmanje povecéanje uoceno kod uzorka dobijenog u amilazom potpomognutoj kiseloj
ekstrakciji (5%).

Pri ispitivanju moguénosti primene kiselo ekstrahovanog pektinskog polisaharida kao
polianjonske komponente za formiranje kompleksnih koacervata sa zelatinom i ovalbuminom,
merenjem zeta potencijala i zamucenja suspenzija pri razli¢itim odnosima mesanja, utvrdeno
je daje najoptimalnija pH za pripremu koacervata odgovarala pH gde je zeta potencijal smeSe
bio jednak nuli.

Prinos koacervacije kiselo ekstrahovanog pektinskog polisaharida sa Zelatinom je bio veci
od prinosa koacervacije kada je polikatjonska komponenta bila ovalbumin. Najve¢i prinos
koacervacije je postignut kada su pektin i Zelatin, pod primenjenim uslovima, pomesani u
odnosu 1:2.

Reoloskim merenjima je utvrdeno da su koacervati sa Zelatinom imali i do 3 puta mehanicki
stabilniju strukturu od koacervata sa ovalbuminom. Najstabilniji koacervat je formiran kada
su pektin i Zelatin, pod primenjenim uslovima, pomeSani u odnosu 1:1.

Stabilnost kompleksnih koacervata u simuliranim gastrointestinalnim uslovima je bila duplo
veca kod koacervata pektinskog polisaharida i ovalbumina. Najvecu stabilnost su ispoljili
koacervati pektina sa ovalbuminom kada su pomesani u odnosima 1:1 i 1:2 u simuliranim
uslovima Zeluca pri ¢emu nije doslo do rastvaranja ovih koacervata, dok je u simuliranim
uslovima creva najstabilniji bio koacervat sa ovalbuminom pripremljen u odnosu 1:2
(rastvorljivost 34%). Najmanja stabilnost je odredena kod koacervata pektina i Zelatina, pri
¢emu je rastvoreno oko 20% i oko 90% koacervata pripremljenih u svim odnosima mesanja,

u simuliranim uslovima Zeluca i creva, redom.
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