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1. UVOD

1.1 Otpad hrane

Proizvodnja hrane jedan je od najvecih uzro¢nika promjena u koristenju zemljista i gubitka
bioraznolikosti, a rasipanje hrane predstavlja propustenu priliku za unaprjedenje globalne
opskrbe hranom kao i za smanjenje negativnog utjecaja na okolis, zdravlje ljudi i iskoriStavanje
prirodnih resursa. U Europi i svijetu sve je razvijenija svijest o problematici vezanoj uz otpad
hrane i neracionalnom trosenju resursa tijekom proizvodnje hrane, posebice jer je rije¢ ne samo
o okolisnom vec i o pitanju socijalno-ekonomske i moralne prirode. Promatrajuéi sveobuhvatnu
problematiku vezanu uz otpad od hrane, koncept sprjeCavanja nastanka ove vrste otpada i
procjenu njegova utjecaja na okoli§ potrebno je bazirati na pristupu koji obuhvaca cijeli zivotni
ciklus proizvoda. Zivotni ciklus ukljuéuje primarnu (poljoprivrednu) proizvodnju, rukovanje i
skladiStenje nakon berbe/zetve, preradu, distribuciju, potrosnju i zavrSetak zZivotnoga ciklusa tj.

dobivanje statusa otpada (www.haop.hr).

1.1.1 Nastanak otpada hrane

Hrana predstavlja jednu od osnovnih ljudskih potreba. Dnevno se ogromne koli¢ine hrane
bacaju, pocevsi od primarne proizvodnje do kona¢ne konzumacije hrane. Do 42% otpada od
hrane nastaje aktivnostima u kucanstvu, 39% gubitaka nastaje u industriji proizvodnje hrane i
14% u sektoru usluzivanja hrane (gotova hrana, catering i restorani), dok se 5% gubi tijekom
distribucije (Kumar i sur., 2017). Agroindustrijski i ku¢ni prehrambeni otpad od hrane obi¢no
se baca na odlagalista ili spaljuje, $to stvara ozbiljne ekoloSke i zdravstvene probleme. Ovaj
otpad se razli¢ito kategorizira ovisno o tome gdje nastaje u prehrambenom lancu pa se tako
koriste izrazi ,,gubitak hrane* i ,,otpad od hrane®. ,,Gubitak hrane“ dogada se prije nego $to
hrana stigne do potroSaca kao rezultat problema u fazama proizvodnje, skladistenja, obrade 1
distribucije i ne koristi se za bilo koju drugu produktivnu upotrebu, kao §to je primjerice
koristenje kao hrane za Zivotinje. Pojam ,,otpad od hrane* odnosi se na hranu koja je prikladna
za konzumaciju, ali se svjesno odbacuje u fazi maloprodaje ili konzumacije. Dakle gubici hrane
dogadaju se u cijelom prehrambenom lancu sve do maloprodajne razine, dok se bacanje hrane

dogada u maloprodaji i fazi koriStenja od strane potrosaca (www.eufic.org.hr). Studija koju je
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provela Organizacija Ujedinjenih naroda za hranu i poljoprivredu (eng. Food and Agriculture
Organization-FAO) pokazala je da se jedna tre¢ina (otprilike 1300 milijuna tona godiSnje)
ukupne hrane proizvedene za ljude baca u cijelom svijetu (FAO, 2014.), a regionalno gledano,
srediS$nja i juzna Azija zajedno ¢ine najvecu stopu gubitaka hrane (21 %), a slijede je Sjeverna
Amerika i Europa (16 %). Regija Australije i Novog Zelanda biljezi najmanji gubitak hrane od
6 %. Lipinski i sur. (2013) izvijestili su da 56 % ukupnog svjetskog otpada od hrane stvaraju
razvijene i industrijalizirane zemlje Europe, Sjeverne Amerike i zemlje poput Kine, Japana i
JuZzne Koreje. Razlozi za gubitak 1 bacanje hrane mogu se pripisati losoj klimi, koriStenju starih
tehnika u Zetvi, nedostatku skladisnih objekata 1 nezadovoljavaju¢em koristenju od strane
kupaca. Gubici i rasipanje hrane mogu se smanjiti, ali se ne mogu u potpunosti izbje¢i. Otpad
od hrane ukljucuje biljni otpad koji uglavnom sadrzi koru, stabljike, sjemenke, ljuske, mekinje,
pulpu, dok Zivotinjski otpad ukljucuje otpad od uzgoja zivotinja, prerade mlije¢nih proizvoda,
plodove mora i klaoni¢ki otpad (Arun i sur., 2020). Medu poljoprivredno-prehrambenim
otpadom voce, povrce, korijenje, gomolji 1 zitarice zajedno imaju najvece stope otpada. U
proizvodnji vo¢a dominiraju citrusi, lubenice, banane, jabuke, grozde 1 mango, dok se od povréa
najvise proizvodi rajCica, luk, krastavci i kupus, a od korijena i gomolja mrkva i krumpir (Vilas-
Boas i sur., 2021).

Iako postoje individualne 1 organizacijske inicijative 1 programi koje predlazu razlicite vladine
institucije, kao $to je Agencija za zaStitu okoliSa Sjedinjenih Ameri¢kih Drzava (eng.
Environmental Protection agency - EPA), koje kontinuirano pokusavaju prevladati ovaj
problem, gubitak hrane jo$ uvijek je nerijeSen problem u nasem drustvu. Stoga postaje jasno da
otpad koji je ukljuéen u proizvodnju i preradu hrane treba ne samo smanyjiti, ve¢ i ,,reciklirati

kako bi se osigurala odrziva valorizacija nusproizvoda preradivacke industrije (Laranjeira i sur.,

2022).



1.1.2. Utjecaj na okoli§

Tipi¢ne faze u lancu opskrbe hranom su uzgoj, prikupljanje, sortiranje, pakiranje, transport,
stavljanje na trziste i prodaja i konzumacija. Hrana se baca u svim fazama - statistike pokazuju
da najvise otpada nastaje upravo u zadnjoj fazi — u domaéinstvima. Sto se kasnije u lancu hrana
baci to je veci negativan utjecaj na okolis jer je u proizvodnju do te tocke uloZzeno vise energije
I prirodnih resursa. Postoji niz na¢ina na koje bacanje hrane negativno utjece na ekosustav.
Kada bacamo hranu rasipamo prirodne resurse koji se koriste za proizvodnju te hrane, a tri
glavna su energija, gorivo i voda. VVoda je potrebna za sve faze procesa proizvodnje hrane kao
I za sve vrste hrane koja se proizvodi. To ukljucuje navodnjavanje i primjenu pesticida te vodu
potrebnu za uzgoj stoke, peradi i ribe. Rasipajuc¢i hranu posredno povec¢avamo i potroSnju vode.
Uzgoj biljaka 1 uzgoj Zivotinja takoder iscrpljuje veliku kolic¢inu slatke vode. Hrana poput voca
1 povréa puna je vode 1 zahtijeva veliku koli¢inu vode za rast. Osim toga, razlicite vrste biljaka
trebaju razlicite koli¢ine vode za rast. Zivotinje takoder trebaju veliku koli¢inu vode kako za
svoj rast tako i za hranu.Vijece za obranu prirodnih resursa (eng. Natural Resources Defense
Council, NRDC) ustanovilo je da se bacanjem hrane izgubi ¢etvrtina nasih zaliha vode u obliku
nepojedene hrane, a budué¢i da zemlje imaju ozbiljan nedostatak vode, oCuvanje slatke vode

trebala bi biti globalna misija (www.earth.org.hr).

Takoder, otpad od hrane negativno utjece i na klimatske promjene budu¢i da se njegovim
neodgovornim odlaganjem stvaraju velike koli¢ine staklenickih plinova. Procjenjuje se da 8-
10% ukupnih emisija otpada na emisije stakleni¢kih plinova iz bacene hrane. Naime
razgradnjom bacene hrane nastaju metan (CHa), ugljiéni dioksid (COz), dusik (N) i dr.
(Laranjeira i sur., 2022). Otpad prehrambene industrije je u kontekstu klimatskih promjena
problemati¢an primarno zbog emisija metana ¢iji je staklenicki potencijal ve¢i od CO2, stoga
se tijekom posljednjih nekoliko godina probudio veliki interes za tehnologiju biomase koja
koristi frakcije otpada za proizvodnju goriva. Osim §to predstavlja alternativu koriStenju
fosilnih energija, ova tehnika mogla bi dodatno valorizirati odbacene frakcije hrane. Budu¢i da
emisija metana tijekom razgradnje hrane predstavlja veliki problem, alternativno koristenje tih
frakcija za proizvodnju goriva pojavljuje se kao zanimljiva alternativa, ne samo korisna za
okoli§, ve¢ i za industrije 1 lance koji proizvode takav visak, omogucujuéi daljnju valorizaciju
(Laranjeira i sur., 2022).

Neodgovorna upotreba prehrambenih proizvoda takoder ima nepovoljan utjecaj na

bioraznolikost. Budu¢i da je ekosustav Zemlje kompleksan i sofisticiran sustav, promjene u



iskoriStavanju zemljista i opcenito poljoprivreda utje¢u na biolosku raznolikost (www.ceip.hr)
Dva su nacina na koje trosimo zemlju: zemljiste koje koristimo za proizvodnju hrane i zemljiste
koje koristimo za odlaganje hrane. 900 milijuna hektara neobradive zemlje koristi se za uzgoj
stoke za proizvodnju mesa i mlije¢nih proizvoda. Budué¢i da je meso u velikoj potraznji,
obradivi krajolici pretvaraju se u pasnjake za zivotinje.

Osim §to tako se tako unistava prirodni krajolik takoder se narusava i bioraznolikost buduci da
¢e pretvaranje obradivog zemljista u pasnjake uzrokovati gubitak staniSta za zivotinje, a takoder

bi moglo ozbiljno poremetiti prehrambene lance u ekosustavu (www.earth.org.hr). Upotreba

pesticida jos je jedan od razloga koji dovodi do nestanka bioloske raznolikosti. Pesticidi koji se
koriste u proizvodnji hrane imaju Stetne posljedice i mogu dovesti do izumiranja Citavih vrsta :
ptica, sisavaca, vodozemaca i kukaca, ukljucuju¢i i pcele koje su od iznimne vaznosti za
globalnu proizvodnju hrane jer opra$uju tri detvrtine svih usjeva. Sto se vise hrane proizvodi i
baca, to je veci utjecaj na biolosku raznolikost. Smanjenjem prehrambenog otpada smanjuje se
potreba za primjenom pesticida i dodatnim poljoprivrednim zemljiStima ¢ime se ostavlja vise
prostora za prirodne ekosustave. Buduc¢i da zivimo u dobu 6. velikog izumiranja pri ¢emu je
poljoprivreda vodec¢i uzro¢nik gubitka bioraznolikosti oc¢uvanje zivotinjskih vrsta trebalo bi biti

u interesu cijele ljudske populacije (www.ceip.hr).

1.1.3. Potencijal primjene otpada hrane

S obzirom da otpad od hrane predstavlja ozbiljan i rastu¢i ekoloski problem potrebno je pronaéi
odrzive nacine njegove valorizacije Sto ukljuCuje i iskoristavanje otpada kao izvora bioaktivnih
tvari i stvaranja proizvoda s dodanom vrijednos¢u. Otpad od hrane Cesto je bogat bioloski
vrijednim spojevima kao §to su polifenoli, karotenoidi, prehrambena vlakna, ugljikohidrati i
proteini. Ove bioaktivne molekule imaju golem potencijal da se koriste kao funkcionalna hrana,
nutraceutici, u farmaceutske svrhe te kao kozmeceutici (Arun i sur., 2020; Lai et al., 2017. ;
Sadh i sur., 2018).

Dakle moze se zakljuciti kako je otpad od hrane, bilo biljnog ili zivotinjskog podrijetla, vrijedan
izvor bioaktivnih molekula i biopolimera. Njegovo adekvatno iskoristavanje kao sekundarne
sirovine moze smanjiti troskove i ekoloski otisak proizvodnje te smanjiti koli¢inu i ekoloski

otisak otpada. (Arun i sur., 2020).
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1.1.4. Prirodni bioaktivni spojevi iz otpada hrane

Jedna od najprihvacenijih definicija bioaktivnih spojeva je da su to prirodni ili sintetski spojevi
sa sposobnos¢u interakcije s jednim ili viS§e procesa u Zivom organizmu $to moze rezultirati
sirokim rasponom bioloskih ucinaka (Vilas-Boas i sur., 2021). Bioaktivni spojevi iz hrane
imaju sposobnost moduliranja razli¢itih metaboli¢kih procesa te pokazuju antioksidativne,
antikancerogene i imunomodulatorne ucinke.

Postoje dvije glavne skupine bioaktivnih spojeva u hrani, esencijalni i neesencijalni. Esencijalni
nutrijenti ukljucuju vitamine i minerale koji su nuzni za odrzavanje specifi¢nih biokemijskih
procesa u organizmu dok u neesencijalne bioaktivne spojeve hrane ubrajamo polifenole
(flavonoide), karotenoide, fitosterole, glukozinolate, saponine, alkaloide, eteri¢na ulja i ostale
koji nisu nuzni za funkcioniranje orgnizma, ali pokazuju pozeljne bioloske u¢inke te doprinose
optimalnom zdravlju stanica i tkiva direktnim ucincima i poja¢avanjem djelovanja esencijalnih
hranjivih tvari (Garcia i Raghavan, 2021). lako su sintetski bioaktivni spojevi odobreni u
mnogim zemljama za primjenu u prehrambenoj industriji, potro$aci su im sve manje 1 manje
skloni. Stoga postoji sve veci interes za zamjenu ovih sintetskih spojeva prirodnim bioaktivnim
spojevima. Ovi prirodni spojevi mogu se koristiti kao prehrambeni aditivi, dodaci prehrani ili
nova hrana (Vilas-Boas i sur., 2021).

Poseban fokus recentnih istrazivanja stavljen je na otpad od voca i povréa buduci da nastaje u
velikim koli¢inama, a bogat je razliitim vrstama nutritivno vrijednih spojeva. Aktualni
trendovi u prehrambenoj industriji i stalna potraga za zdravim proizvodima sugeriraju da je
interes potrosata za prirodnom i visokokvalitetnom hranom sve veéi. Stovie, svjetska
zdravstvena kriza izazvana COVID-19 preusmjerila je trenutni stav potrosaca, percepciju i
obrasce ponasanja na smanjenje bacanja hrane. Stoga je afinitet potroSac¢a prema prirodnim
bioaktivnim spojevima dodatno porastao u proteklim godinama, posebice zbog svijesti
potrosaca o dokazima da pravilna i uravnoteZena prehrana ima pozitivan ucinak na zdravlje
Covjeka. Ipak, ponovno uvodenje oporavljenog poljoprivredno-prehrambenog otpada u
prehrambeni lanac kompleksno je i suocava se s mnogim izazovima koji uklju¢uju imperativ
osiguravanja sigurnosti (zdravstvene ispravnosti) i bioloske stabilnosti. Zbog toga se ti sastojci
ubrajaju u kategoriju tzv. nove hrane koja mora biti podvrgnuta opseznim sigurnosnim
procjenama koje se mijenjaju u skladu s razli¢itim zakonodavstvima razli¢itih zemalja (Vilas-
Boas i sur., 2021).



1.1.4.1. Zakonska regulativa

1.1.4.1.1. Europska unija

Op¢i zakon o hrani (eng. General Food Law, GFL), europski je regulatorni okvir za hranu koji
ima za cilj osigurati maksimalnu razinu zastite zdravlja ljudi i interesa potrosaca dok utvrduje
ispravno funkcioniranje unutarnjeg europskog trzista za hranu i hranu za zivotinje. GFL je
takoder temeljna uredba Europske agencije za sigurnost hrane (eng. European Food Safety
Agency, EFSA) koja pruza znanstvene savjete i tehnicku podlogu za sve europske zakone i
politike u vezi s pitanjima sigurnosti hrane 1 hrane za Zivotinje. Uredba Europske zajednice
178/2002 i smjernice Codex Alimentarius-a reguliraju upotrebu otpada hrane i nusproizvoda
kao sastojaka hrane ili prirodnih dodataka hrani. Stoga, kada se nusproizvodi hrane predlazu za
koriStenje kao prirodni dodaci, a ne odgovaraju vazeéim propisima, moraju dobiti odgovarajuce
odobrenje kao nova hrana prema Uredbi Europske zajednice 258/97. Uredba o novoj hrani (eng.
Novel Food Regulation, NFR) imala je posebnu stavku 2015/2283 koja se bavi hranom i
sastojcima hrane koji se prije 15. svibnja 1997. nisu koristili u ljudskoj prehrani. Nova hrana
mora proci procjenu sigurnosti, a zahtjev mora biti u skladu s Preporukom Europske zajednice
97/618. Kada nova prehrambena tvar nije ukljucena u popis sastojaka od 15. svibnja 1997.,
preporucuje se da se ukljuéi u priloge Direktive 0 hrani za posebne prehrambene potrebe,
Direktive o dodacima prehrani i Uredbe o obogacenoj hrani te to treba podnijeti Europskoj
komisiji, Glavnoj upravi za zdravlje i sigurnost hrane. EFSA je 2009. godine objavila smjernice
pod nazivom “Procjena sigurnosti botanickih proizvoda i botanickih pripravaka namijenjenih
za upotrebu kao dodataka prehrani”. Ove su se smjernice usredotocile na botanicke pripravke
namijenjene za upotrebu u dodacima prehrani, ali su primjenjive i u drugim podrucjima
prehrane. Sigurnosna procjena uzima u obzir identifikaciju i prirodu izvornog materijala koji
ukljucuje dio biljke (sjeme, lis¢e 1 druge bioproizvode), proces proizvodnje (metoda ekstrakcije,
koriStena otapala) za dobivanje botanickih pripravaka i kemijsku karakterizaciju sastojaka.

Bioaktivni spojevi mogu uci na trziste kao dodaci hrani za poboljsanje tehnologije i senzorne
funkcije (prehrambeni aditivi), kao dodatak prehrani ili kao funkcionalna hrana. Razli¢ite

primjene podrazumijevat Ce razliCite propise koje treba slijediti. Postupak odobravanja

! Codex Alimentarius (lat. "knjiga zakona o hrani") je zbroj medunarodno priznatih standarda,
pravila postupanja, smjernica i drugih preporuka vezanih uz hranu, proizvodnju hrane i
sigurnost hrane za uporabu. Prihvacen je i u Hrvatskoj



prehrambenih aditiva utvrden je Uredbom Europske komisije br. 1331/2008, a sigurnost
regulira EFSA koja na temelju tih podataka procjenjuje razinu ispod koje se unos tvari moze
smatrati sigurnim, takozvani prihvatljivi dnevni unos (eng. Acceptable Daily Intake ADI).
Nakon prihvacéanja povjerenstvo daje prijedlog za eventualno ovlastenje aditiva i predaje ga na
glasovanje Stalnom odboru za prehrambeni lanac i zdravlje Zivotinja kojemu prethodi
predstavljanje Vijecu i Europskom parlamentu. Medutim, prijedlog se jo$ uvijek moze odbiti

ako nije u skladu s uvjetima zakonodavstva Europske unije (Vilas-Boas i sur., 2021).

1.1.4.1.2. Sjedinjene Americke Drzave

Iskoristavanje prehrambenog otpada u SAD-u regulirano je djelovanjem Uprave za hranu i
lijekove (eng. Food and Drug Administration, FDA) kao glavnog organa savezne vlade
odgovornog za osiguravanje sigurnosti hrane i provedbu Saveznog zakona o hrani, lijekovima
i kozmetici (eng. Federal Food, Drug and Cosmetic Act, FFDCA) te Zakona o
javnozdravstvenoj sluzbi (eng. Public Health Service Act, PHSA). Identifikacija i prevencija
fizickih, bioloskih ili kemijskih opasnosti koje mogu predstavljati rizike za ljudsko zdravlje
kontrolira se konceptom Analize opasnosti i kriti¢nih kontrolnih tocaka (eng. Hazard Analysis
and Critical Control Point, HACCP). Moguc¢nosti iskoriStavanja bioaktivnih sastojaka iz
otpada kao sastavnica funkcionalne hrane ili dodataka prehrani ogranicene su, prvenstveno
zbog sigurnosnih aspekata.

Sastojci koji se koriste kao funkcionalna hrana trebaju ispunjavati sve zahtjeve opisane za
konvencionalnu hranu u FFDCA. Dodaci prehrani u SAD-u mogu sadrzavati vitamine,
minerale, biljke, aminokiseline te razli¢ite metabolite i ekstrakte. Svi sastojci dodataka prehrani
koji su stavljeni na trziste prije provedbe Zakona o zdravlju i obrazovanju 0 dodacima prehrani
iz 1994. (eng. Dietary Supplement Health and Education Act, DSHEA) smatraju se sigurnima i
mogu se koristiti. Medutim, nakon tog datuma sastojci koji su lansirani smatraju se novim
sastojcima i mora ih ocijeniti Uprava za hranu i lijekove. Novi prehrambeni sastojci moraju
sadrzavati samo sastojke koji su prisutni u zalihama hrane i nisu kemijski promijenjeni te

takoder imaju povijest uporabe i dokaze o sigurnosti (Vilas-Boas i sur., 2021).



1.1.4.2. Sigurnost primjene spojeva iz otpada hrane u proizvodnji hrane -
kontaminanti

Iskoristavanje bioaktivnih spojeva iz otpada hrane bitno je ograni¢eno zbog velikog rizika
kontaminacije pri ¢emu se kao najces¢i kontaminanti spominju ostaci pesticida, mikotoksini,
ostale mikrobioloske kontaminacije, teski metali i biogeni amini. Stoga je nuzno provesti
provjeru zdravstvene ispravnosti sirovine i dobivenih ekstrakata prilikom provjere je li otpad
hrane zapravo prikladan za ekstrakciju bioaktivnih molekula.

Kako bi se suzbilo Stetno djelovanje nametnika tijekom uzgoja usjeva koriste se pesticidi. Biljni
nusproizvodi koji su tretirani pesticidima mogli bi potencijalno uzrokovati probleme jer se
ekstrakti dobiveni iz tih nusprodukata vise neée smatrati ,,prirodnim” proizvodom. Prema
zakonodavstvu Europske unije, EFSA je odgovorna za godisnje izvje$ée o analizi koli¢ine
pesticida u hrani na europskom trzistu. Prilikom nabave izvornog materijala treba sprijeciti
kontaminaciju pesticidima, budu¢i da i vrlo niske razine ostataka pesticida u sirovini mogu
stvarati sigurnosnu i zakonsku prepreku iskoristavanju tog materijala. Odabir otapala kao $to
su npr. n-heksan i acetonitril za postupke ekstrakcije od velike je vaznosti jer mogu selektivno
otopiti, pa ¢ak 1 koncentrirati pesticide. Drugi vazan kontaminant koji se mora kontrolirati su
mikotoksini. To su gljiviéni sekundarni metaboliti koji su Siroko rasprostranjeni diljem svijeta
u mnogim vrstama hrane i1 sto¢ne hrane. Najmanja mikro-gljivi¢na infestacija biljaka moze
dovesti do kontaminacije mikotoksinima, zadrzavaju¢i se u kona¢nim proizvodima $to moze
ugroziti njihovu upotrebu za proizvodnju visokokvalitetnih dodataka prehrani i sigurnost
njihove konzumacije. Medu svim mikotoksinima, aflatoksini, ohratoksin A, deoksinivalenol i
zearalenon privukli su veliku pozornost zbog svoje visoke ucestalosti 1 teSkih ucinaka na
zdravlje ljudi i1 zivotinja. Neki od Stetnih ucinaka mikotoksina na zdravlje ljudi ukljucuju
ucinke poput kancerogenih, genotoksi¢nih, hepatotoksi¢nih, teratogenih, estrogenih,
imunosupresivnih, nefrotoksi¢nih ili neurotoksi¢nih. Ne postoje propisana ogranicenja za
razine mikotoksina u biljnim dodacima prehrani, medutim, maksimalne zakonske granice za
pojedine mikotoksine u hrani odredene su Uredbom Europske unije 1881/2006. Samo su dva
mikotoksina bila obuhvac¢ena zakonodavstvom kada je rije¢ o biljkama - aflotoksini i okratoksin
A. Moze se zakljuciti kako je jo$ uvijek potrebna procjena izloZenosti jer postoji samo nekoliko
studija na ovu temu. Mnoge vrste otpadnog materijala jo$ uvijek sadrze veliki broj mikroba koji
dovode do razgradnje proteina §to rezultira stvaranjem jakih mirisa. Takoder, u mnogim
vrstama poljoprivredno-prehrambenog otpada jo§ uvijek su prisutni aktivni enzimi koji

ubrzavaju ili intenziviraju reakcije povezane s kvarenjem. Jos jedan od problema prilikom



iskoristavanja otpada hrane je visoka aktivnost vode u istome. Koli¢ina raspolozive vode
odreduje hoce li mikroorganizam rasti ili prezivjeti. Plijesni su dobro prilagodene uvjetima
niske vlaznosti, dok ¢e druge proizvesti spore ili uéi u stanje prezivljavanja sve dok vlaga ne
bude dovoljno visoka za djelovanje bakterija. Takoder, do kontaminacije poljoprivrednih
proizvoda ili nusproizvoda moze do¢i primjenom kontaminiranih gnojiva, posebno
zivotinjskog podrijetla djelovanjem patogena koji se prenose hranom (npr. Salmonella spp. i E.
coli).

OneciS¢enja metalima (npr. olovo, Ziva, arsen 1 kadmij) posebno su uznemirujuca zbog njihove
redovite prisutnosti u dodacima prehrani unato¢ tome S$to izazivaju veliku toksikolosku
zabrinutost. Jedan primjer su rizine mekinje koje se koriste kao dodatak zdravoj prehrani, a ipak
sadrze razine anorganskog arsena koji se smatra kancerogenim (~1 mg/kg suhe tvari). Jo$ jedan
od izazova u pitanjima sigurnosti predstavljaju i biogeni amini. Biogeni amini su bazi¢ni
dusikovi spojevi nastali uglavnom dekarboksilacijom aminokiselina ili aminacijom i
transaminacijom aldehida i ketona. Mogu imati nezeljene zdravstvene ucinke kod ljudi koji
ukljucuju osip, edeme, glavobolje, hipotenziju, povracanje, palpitacije, proljev i probleme sa
srcem. Nalaze se u Sirokom spektru namirnica bogatih proteinima biljnog ili Zivotinjskog
podrijetla kao $to su mlije¢ni proizvodi, meso, riba i alkoholna pica te predstavljaju markere
svjezine hrane i pokazatelji su neadekvatnih uvjeta obrade i1 skladistenja hrane.

Jedna od alternativa s, moguénosc¢u industrijske primjene, za uklanjanje kontaminanata iz
ekstrakata dobivenih iz sekundarnih sirovina su membranski procesi kao $to su mikrofiltracija,
ultrafiltracija i nanofiltracija. Navedeni postupci mogu se koristiti za obnavljanje, odvajanje i
frakcioniranje specifi¢nih bioaktivnih spojeva, posebno iz otpadnih voda. Predlozeni su
integrirani procesi mikrofiltracije nakon kojih slijedi ultrafiltracija za dobivanje fenolnih
spojeva kao §to su npr. klorogeni¢na kiselina i apigenin-7-O-glukozid iz otpadnih voda articoka
te hidroksitirosol, prokatehinska kiselina, tirosol, kafeinska kiselina i p-kumarinska kiselina iz
otpadnih voda koje zaostaju nakon prerade masline. Najuéinkovitiji nacin za kontrolu
prisutnosti mikotoksina u sirovini je sprjeCavanje rasta gljivica i proizvodnje mikotoksina.
Kako bi se to postiglo moraju se primijeniti tehnike dobre poljoprivredne prakse na terenu koje
ukljucuju kontrolu zetve i uvjeta skladiStenja poboljsanim metodama poput kontrolirane
atmosfere, kao 1 kontrole drugih fizickih metoda kao Sto su ciS¢enje, mljevenje itd. Za
uklanjanje bakterijskih kontaminacija i kontrolu mikotoksina ¢esto se koriste neke od strategija
kao Sto su toplinska obrada i ionizirajuée zracenje, no takve tehnike mogu ugroziti kvalitetu

konac¢nog proizvoda.



Uspostava HACPP-a ucinkovita je strategija za prevenciju, kontrolu i periodi¢no pracenje

mikotoksina u svim fazama od polja do potrosaca (Vilas-Boas i sur., 2021).

1.1.4.3. Sigurnost primjene spojeva iz otpada hrane u proizvodnji hrane —
toksi¢nost bioaktivnih sastavnica

Prije nego $to se bioaktivni spojevi iz otpada hrane plasiraju na trziste mora se ispitati i njithova
potencijalna toksi¢nost. Glavna svrha provodenja testova toksi¢nosti prehrambenih aditiva,
nutraceutika ili dodataka prehrani je pruziti §to vise informacija o klini¢ki znaéajnim
promjenama biomarkera koji mogu upucivati na bolest odnosno histopatoloske promjene u
organima i tkivima nakon akutne ili produljene izloZenosti ispitivanim spojevima. Toksikoloska
ispitivanja obavezna su u svim procjenama sigurnosti, bez obzira na zemlju i zakone koji su u
njima na snazi. U zemljama Europske unije toksikoloska procjena pracena je smjernicama
EFSA-e. Ove su smjernice izradene kako bi se izvrSila procjena sigurnosti novih prehrambenih
aditiva, vitamina i minerala, dodataka prehrani i biljnih proizvoda te slijede pristup ispitivanja
razine toksic¢nosti koji je predlozen za prehrambene aditive 2012. godine. Smjernice EFSA-e
koriste viSeslojni pristup, odnosno sekvencijsku strategiju testiranja, gdje se ono dijeli u tri
skupine. Prva skupina (razina 1) ukljucuje analizu osnovnih podataka potrebnih za sve spojeve.
Glavni cilj testova razine 1 je utvrditi stabilnost i bioraspolozivost spojeva ili produkata
razgradnje iz gastrointestinalnog trakta putem validiranih modela, uklju¢uju¢i mikrobiotu
crijeva (uzimajuéi u obzir in vitro, in vivo i ex vivo modele apsorpcije i bioraspoloZivosti).
Druga skupina (razina 2) provodi se koriStenjem in vivo studija na animalnim modelima i
obvezna je za spojeve koji se apsorbiraju i pokazuju in vitro toksi¢nost ili genotoksi¢nost u
gastrointestinalnom sustavu, tj. spojeve koji su pozitivni u testovima razine 1. Na kraju slijedi
razina 3 koja je obvezna u slucaju da ispitivanja razine 2 pokazu bioakumulaciju, in vivo
genotoksi¢nost i kroni¢nu toksi¢nost ispitivanih spojeva. U tom ¢e slucaju biti potrebne
toksikokineticke studije s ponavljanim dozama na Zivotinjama. Takoder, na ovoj razini
potrebno je analizirati svaki pojedinacni slu¢aj uzimajuéi u obzir sve dostupne podatke. Razina
3 moze ukljucivati i specifi¢na testiranja neurotoksi¢nosti, imunotoksi¢nosti i endokrinih
uc¢inaka. Dakle, svi spojevi podlijezu analizi osnovnih potrebnih testova (razina 1) i ovisno o
rezultatima mozda ¢e trebati daljnje testiranje. Viseslojni pristup osmisljen je za procjenu Cetiri

kljuéna podrucja: toksikokinetike, toksicnosti (kroni¢ne, subkroni¢ne, karcinogene) te
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genotoksi¢nosti, reproduktivne-irazvojne toksi¢nosti. Genotoksi¢nost procjenjuje uc¢inak tvari
na DNA. Poznato je da su genetske modifikacije i zametne stanice povezane s teSkim
zdravstvenim stanjima kao $to su degenerativne bolesti i rak, a javljaju se i pri niskim razinama
izlozenosti. Nadalje, promjene na deoksiribonukleinskoj kiselini (DNK) mogu izazvati
pobacaje, neplodnost i/ili nasljedna oSte¢enja. Uzimajuéi u obzir Stetne posljedice genetskog
oste¢enja na ljudsko zdravlje, genotoksi¢nost i mutageni potencijal osnovne su komponente
procjene rizika. Amesov test Cesto je koriSten u testovima genotoksi¢nosti,a nasao je primjenu
i u dokazivanju nemutagenosti tri ve¢ komercijalizirana nutraceutika koji su dobiveni iz komine
grozda, vinove loze i ekstrakta jabuke te predstavljaju prirodne ekstrakte bogate polifenolima
(Ribeiro i sur., 2021).

U SAD-u, FDA daje smjernice za toksikolosko ocjenjivanje prehrambenih aditiva. Potrebni
sigurnosni podaci definirani su konceptom razine zabrinutosti koji se procjenjuje uzimajuci u
obzir potencijalni unos aditiva kod ljudi i njegovu molekularnu strukturu. Rezultati
toksikoloskih studija zatim se koriste za izracun prihvatljivog dnevnog unosa (eng. Acceptable
Daily Intake, ADI) koji se zatim usporeduje s vrijednostima procijenjenog dnevnog unosa (eng.
Estimated Daily Intake, EDI); ako je procijenjeni dnevni unos manji od prihvatljivog dnevnog
unosa, prehrambeni aditiv je siguran pod tim uvjetima. Razina ocekivane toksi¢nosti spoja
dodjeljuje se na temelju njegove molekularne strukture (niska (A), srednja (B) ili visoka (C)) te
procjene kumulativne izlozenosti ljudi. Primjeri spojeva kategorije A uklju¢uju masti, masne
kiseline, ketone, estere, monociklicke ugljikovodike, kiseline 1 ljudske metabolite
ugljikohidrata 1 lipida. Kategorija B ukljucuje anorganske soli Zeljeza, bakra, cinka,
aminokiselina i proteina. Kategorija C uklju¢uje amide i imine, policiklicke aromatske
ugljikovodike, spojeve s nitro, N-nitrozo, azidnim i purinskim skupinama. Koncept razine
zabrinutosti moze biti niski (1), srednji (II) ili visoki (I1I) ovisno o procjeni toksikoloske
sigurnosti spoja. Prehrambeni aditivi iz razine zabrinutosti | trebaju imati provedenu
kratkoro¢nu studiju hranjenja na odredenoj vrsti glodavaca u trajanju od najmanje 28 dana i
kratkoroéni test potencijala genetskih mutacija. Razina zabrinutosti Il zahtijeva prethodni test
za razinu zabrinutosti | plus testiranje u 90-odnevnoj studiji hranjenja na vrstama glodavaca i
neglodavaca, studiju viSegeneracijske reprodukcije s fazom razvojne toksi¢nosti i studije
metabolizma/farmakokinetike. Aditivi koji pripadaju razini zabrinutosti Il zahtijevaju
opseznije ispitivanje, uz studije na dvije vrste glodavaca, i kroni¢nu studiju hranjenja od
najmanje 1 godine na vrstama koje nisu glodavci.

Vecina studija za ispitivanje toksi¢nosti i u zemljama Europske unije i u SAD-u provodi se

pomoc¢u metoda opisanih u Organizaciji za ekonomsku suradnju i razvoj (eng. The

11



Organisation for Economic Co-operation and Development, OECD). Ove metode su
medunarodno uspostavljene smjernice za ispitivanje s ciljem procjene ucinaka kemikalija na
ljudsko zdravlje i okoli§ te se trebaju temeljiti na dobroj laboratorijskoj praksi (Vilas-Boas i
sur., 2021).

1.1.5. Otpad rajcice

Prema podacima FAO (2019), velik dio otpada hrane dolazi od voéa i povréa te ¢ini ¢ak 0,5
milijardi tona godis$nje od 1,3 milijarde tona ukupnog otpada. Voce i povrée predstavlja lako
kvarljivu hranu pa samim tim Cesto zavrsi kao otpad. To se moze objasniti ¢injenicom da se
voce i povrée obi¢no proizvodi u prevelikim koli¢inma i neodgovorno koristi te lako postaje
otpad. Otpad koji nastaje od voca i povréa Cine sjemenke, jezgra, kora, vinova loza, ljuska,
komina, kostice i mahune. U vecini voca i povréa jede se samo meso ili pulpa, medutim, velike
koli¢ine fitokemikalija i hranjivih tvari i dalje su prisutne upravo u otpadnim frakcijama. Takav
otpad bogat je ve¢ spomenutim bioaktivnim spojevima kao Sto su karotenoidi, alkaloidi,
glukozinolati, flavonoidi i fenolne kiseline koji pozitivno utjecu na ljudsko zdravlje te posjeduju
antioksidativna, protuupalna, antikancerogena svojstva i sposobnost moduliranja metaboli¢kih
procesa. Ovi se spojevi mogu ekstrahirati iz otpada hrane razli¢itim tehnikama ekstrakcije, a
zatim se ekstrahirani spoj moze koristiti u prehrambenoj, farmaceutskoj ili kozmeti¢koj
industriji. Zbog svega navedenog upravo se otpad od voéa i povréa naSao u srediStu interesa
budu¢i da ¢ini veliku koli¢inu ostataka u lancu opskrbe hranom i bogat je razli¢itim vrstama

spojeva koji se mogu Koristiti u brojne svrhe (Garcia i Raghavan, 2021).

Rajcica je jedna od najrasirenijih i najrasprostranjenijih povrtnih kultura porijeklom iz Juzne
Amerike. Raj¢ice se konzumiraju svjeze i preraduju u Siroku paletu industrijskih proizvoda kao
§to su paste, sokovi, juhe, dzemovi, umaci i drugo (Staj¢i¢ i sur., 2015). S obzirom na svoj
mineralni i nutritivni sastav, raj¢ica se smatra Vvisokovrijednom i nutritivno bogatom
namirnicom, a istrazivanja pokazuju da redovita konzumacija ove namirnice moze sprijeciti
i/ili djelovati na odredene ljudske bolesti (Laranjeira i sur., 2022). Raj¢ica je vazan izvor
spojeva s priznatim pozitivnim ucincima na zdravlje ljudi, poput smanjenja rizika od
kardiovaskularnih bolesti, tumora probavnog trakta, upalnih procesa, kardiovaskularnih bolesti,

hipertenzije, dijabetesa i pretilosti. Ta su svojstva povezana s prisutno$c¢u hidrofilnih (uglavnom
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askorbinske kiseline i fenola) i lipofilnih antioksidansa, ukljucujuéi karotenoide (uglavnom
likopen 1 -karoten) i vitamin E (Raiola i sur., 2015). Zbog svega navedenog raj¢ica dobiva
sve veéi znacaj u ljudskoj prehrani. Industrija rajCice raste diljem svijeta, postigavsi ukupnu
proizvodnju od preko 182 milijuna tona u 2018. godini. Prema posljednjim dostupnim
podacima, Kina je nositelj vecine globalne proizvodnje rajCice, a slijede je Sjedinjene Americke
Drzave (Laranjeira i sur., 2022). U Europskoj uniji raj€ica je povrée koje se najvise uzgaja, sa
17,9 milijuna tona proizvedenih u 2016. Prema EUROSTAT-u, od tog ukupnog broja, vise od
10 milijuna tona je namijenjeno za preradu za proizvodnju paste od raj¢ice, umaka, pirea,
kecapa ili konzervirane rajéice (Szabo i sur., 2018). Kao i vec¢ina velikih proizvodnih industrija,
industrija rajéice suo¢ava se s problemom otpada hrane. Cinjenica da su rajéice posebno
osjetljive na prisutnost vanjskih okolisnih faktora, kao Sto su visoka temperatura 1 vlaga,
povecava ovaj problem. S druge strane, potreba da se osigura dovoljno svjezih rajéica za
konzumaciju i1 za preradu u druge proizvode u vecini slucajeva dovodi do prekomjerne
proizvodnje, a time 1 viSe ostataka. Takoder, vazno je napomenuti da frakcije raj¢ice odloZene
u okoli$ i neubrane raj¢ice koje ostanu na poljima mogu dovesti do ve¢ spomenute opasnosti za
okoli§. Agencija za zaStitu okoliSa Sjedinjenih Ameri¢kih Drzava (eng. Environmental
Protection Agency, EPA) procijenila je da se oko 31% svih svjezih raj¢ica koje se konzumiraju
u kucanstvu baci u SAD-u. To predstavlja otprilike 21 raj¢icu po osobi svake godine (Laranjeira
i sur., 2022).

Utvrdeno je da su ljuska 1 sjemenke raj¢ice bogat izvor antioksidativnih spojeva, stoga
uklanjanje kozice i sjemenki rajCice tijekom prerade rezultira znacajnim gubitkom ovih
antioksidansa i njihovih potencijalnih zdravstvenih prednosti. Koli¢ina otpada koja nastaje
tijekom prerade rajCice, u kombinaciji s potencijalno korisnim karakteristikama komponenti
otpada, opravdava sve vecéi interes istrazivaca i proizvodaca za ekstrakciju karotenoida i ostalih

bioaktivnih spojeva iz otpada od raj¢ice (Staj¢ic i sur., 2015).

Glavninu otpada raj¢ice ¢ine bacene raj€ice 1 komina raj¢ice. Komina raj¢ice je izvor proteina,
masti i prehrambenih vlakana. Prehrambena vlakna obi¢no se definiraju kao polisaharidi
biljnog podrijetla koji su neprobavljivi i ne apsorbiraju se u ljudskom gastrointestinalnom
traktu. Unato¢ tome §to nemaju stvarnu nutritivnu vrijednost, prehrambena vlakna vazna su su
za ljudsko zdravlje jer djeluju na prevenciju gastrointestinalnih poremecaja i sréanih bolesti.
Topljiva vlakna smanjuju razine LDL kolesterola kod pacijenata s hiperkolesterolemijom, dok
netopljive frakcije pozitivno utjeCu na peristaltiku crijeva. Neka prehrambena vlakna mogu

hraniti ,,dobre* bakterije djelujuci kao prebiotici. Suha komina raj¢ice obic¢no sadrzi oko 12%
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masti, 20% proteina i 30% sirovih vlakana (Laranjeira i sur., 2022). Opéenito, komina rajcice,
koja se sastoji od priblizno 60% sjemenki i 40% kore, koristi se kao hrana za stoku ili se baca
na kontrolirana odlagalista stvarajuci znatne troSkove prijevoza §to je Stetno za okolis i dovodi
do gubitaka resursa (Szabo i sur., 2018).

Prosje¢no, komina raj¢ice na kraju procesa prerade predstavlja 3-5 % inicijalno upotrijebljenog
sirovog materijala, a sastoji se od kore, sjemenki i pulpe koja ostaje nakon obrade. Unato¢ tome
Sto se ti nusproizvodi obi¢no odbacuju, oni su jo$ uvijek izvori obogaéeni hranjivim tvarima i
vitaminima. Sjemenke i kore rajéice imaju drugaciji sastav. Kora je bogata karotenoidima
(likopen i beta-karoten) te fenolnim spojevima, dok sjemenke sadrze uglavnom
visokokvalitetne proteine (s visokim udjelom lizina). Kljucni sastojak kore rajcice je likopen, a
u kori raj¢ice takoder su identificirani i kvantificirani i fenolni spojevi s vaznim bioloskim
djelovanjem poput kavene, ferulinske i klorogenske kiseline te kvercetina (Garcia i Raghavan.,
2021). Pravilno odlaganje i iskoriStavanje komine rajéice neizbjezno je i od iznimne vaznosti
za prehrambenu industriju. Ako ju pravilno ne odlazemo, komina rajcice bit ¢e podloZna
kvarenju zbog visokog sadrzaja vode i hranjivih tvari, dok istovremeno racionalno

iskoriStavanje pretvara kominu u iskoristiv izvor bioloskih spojeva (Lu i sur., 2019).

Otprilike 60% ukupne komine rajéice ¢ini frakcija sjemenki. Sjemenke rajcice pokazale su se
kao zanimljiv izvor masti, poput palmitinske i oleinske kiseline te proteina koji sadrze vece
koli¢ine lizina i treonina (Laranjeira i sur., 2022). Prosje¢ni sadrzaj proteina u komini rajéice je
21,9%, a u odmaséenom sjemenu rajcice 38,7%, Sto sugerira da odmascéeno sjeme rajéice ima
hipokolesterolemijska svojstva i moze se koristiti kao sastojak hrane za prevenciju
kardiovaskularnih bolesti zbog znacajnog sadrzaja visokokvalitetnih biljnih proteina (Szabo i
sur., 2018). Takoder se pokazalo da su sjemenke rajcice potencijalni izvor elemenata u
tragovima poput natrija (Na), kalcija (Ca), magnezija (Mg) i kalija (K) koji su neophodni za
ljudsko zdravlje jer odrzavaju tjelesnu homeostazu, tj. volumen krvi, koli¢inu tekucine, pH
razinu i pravilnu funkciju misica, Zivaca, srca i mozga. Kora je izvor drugih aminokiselina kao
§to su valin, lizin i leucin. Osim toga, komina raj¢ice pokazala se izvorom mangana (Mn),

zeljeza (Fe), bakra (Cu), cinka (Zn), naringenina i klorogenske kiseline (Laranjeira i sur., 2022).
Komina rajéice, bogat je izvor uljnih smola bogatih karotenoidima. Uljne smole su kombinacija

pigmenata, masnih kiselina, masti, sterola i drugih spojeva koji se obi¢no ekstrahiraju

uzastopnim konvencionalnim metodama ekstrakcije otapalom.
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Uljne smole obi¢no sadrze koncentrate aroma i aktivnih frakcija te se brzo apsorbiraju u
organizmu i djeluju kao snazni antioksidansi. Uljne smole rajéice su polukrute smjese lipofilne
prirode sastavljene od eteri¢nog ulja i smola. Uljne smole likopena jedne su od najtrazenijih,
ne samo u prehrambenoj, ve¢ i u kozmetickoj i farmaceutskoj proizvodnoj industriji.

Uljne smole raj¢ice obicno se ekstrahiraju konvencionalnim organskim otapalom ili
superkriticnom CO; ekstrakcijom. Ove tehnike ekstrakcije mogu se primijeniti samostalno ili u
kombinaciji s drugim metodama. U kombinaciji s metodama ekstrakcije enzima, koje koriste
pektinoliticke, celuloliticke ili bilo koje druge enzime Koji omogucuju uniStavanje stani¢ne
stijenke mogu se posti¢i veci prinosi ekstrakcije uljne smole jer je aktivna frakcija biodostupnija
nakon pucanja stani¢ne stijenke.

Trenutno se uljne smole raj¢ice uglavnom koriste u prehrambenoj industriji. Njihov snazan
antioksidativni kapacitet 1 pigmentacija ¢ine ove uljne smole izvrsnim prirodnim dodacima
hrani. U mesnoj industriji uljne smole rajéice su obi¢no se koriste kao prirodno bojilo ili
antioksidans. Dodavanje uljnih smola raj¢ice mesnim proizvodima omogucuje produZeni rok
trajanja, povecano crvenilo mesa 1 daljnje odgadanje promjene boje mesa, smanjenu oksidaciju
lipida i stvaranje neugodnog okusa tijekom razdoblja skladistenja i hladenja. Stoga uljne smole
raj¢ice mogu djelovati kao prirodni aditiv za odrzavanje cjelovitosti 1 kvalitete mesnih
proizvoda. Osim toga, uljne smole bogate likopenom djeluju kao ucinkovit prehrambeni
stabilizator za rafinirano maslinovo i suncokretovo ulje te pokazuju sli¢no djelovanje kao i
drugi uobicajeni dodani konzervansi protiv oksidacije ulja koja se prirodno dogada tijekom
razdoblja skladiStenja. Dakle, ova uljna smola moze se koristiti kao prirodni konzervans,
stabilizator i farmaceutski aktivan spoj (Laranjeira i sur., 2022).

Osim komine rajéice ostale frakcije koje treba uzeti u obzir su zelene rajcice (koje nisu ubrane),
te lis¢e 1 korijenje. Zelene rajcice bogate su glikoalkaloidima poput tomatina. Tomatin se sastoji
od dvije molekule: a-tomatina i dehidrotomatina koje se nakupljaju u svakom organu biljke
rajice. Sazrijevanjem rajcice sadrzaj ovih dviju molekula u plodu znacajno opada. Mnoga su
istrazivanja opisala potencijalne u¢inke tomatina za ljudsko zdravlje - pokazalo se da tomatin
pokazuje antioksidativna, protuupalna, antibiotska i antifungalna svojstva. Takoder su dokazani
imunomodulirajuéi i kardiovaskularni u¢inci. Osim toga, dokazano je da tomatin inhibira rast

velikog broja stanica raka, poput debelog crijeva, dojke, pluca i prostate (Laranjeira i sur.,2022).
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1.2. Nutraceutici

Nutraceutici su tvari koje su hrana ili dio hrane i pruzaju zdravstvene dobrobiti sprjeCavanjem
ili lijeCenjem bolesti. Pojam "nutraceutik" uveo je S. DeFelice ranih 80-ih godina te ga je brzo
usvojila zajednica dodataka prehrani. Prema DeFeliceovoj definiciji, nutraceutici mogu varirati
od izoliranih hranjivih tvari, dodataka prehrani i posebnih dijeta do genetski modificirane hrane,
biljnih proizvoda 1 preradene hrane kao $to su Zitarice, juhe 1 pica. Ova se definicija odnosi na
sve kategorije hrane 1 dijelova hrane, u rasponu od dodataka prehrani kao $to je folna kiselina,
koja se koristi za prevenciju spine bifide, do pilece juhe, koja se uzima za ublazavanje tegoba
od prehlade.

Ova definicija takoder ukljucuje bioinZinjersku dizajnersku biljnu hranu, bogatu
antioksidativnim sastojcima i stimuliraju¢u funkcionalnu hranu ili farmaceutsku hranu. Stoga
se izraz nutraceutik odnosi na velik broj klasa tvari koje pripadaju kategorijama koje vec
podlijezu razli¢itim propisima. Ovo je takoder jedan od razloga zasto vecina regulatornih tijela
ne smatra nutraceutike dobro definiranom, homogenom skupinom proizvoda s vlastitim
posebnim propisima.

TrziSte nutraceutika se $iri i1 trenutno ukljucuje funkcionalnu hranu (npr. probiotike, omega-3
masne kiseline, ionizirane soli, brendirano pSeni¢no brasno), funkcionalna pi¢a (mlije¢na i
negazirana pica, sokove i pica od voca i povréa, biljne Cajeve, sportska i energetska pica),
dodatke prehrani (proteini i peptidi, vitamini, minerali), biljke (ukljucujuéi alge, gljive i
fitokemikalije), masne Kiseline i vlakna, kao i neke specificne proizvode za osobnu njegu.
Vrijednost globalnog trzista nutraceutika eksponencijalno je porasla u posljednjem desetljecu i
ocekuje se da ¢e dosegnuti 302 300 milijuna dolara do 2022., u odnosu na 184 092 milijuna
dolara 2015., sa ukupnom godiSnjom stopom rasta od priblizno 7%.

DeFelice je podijelio nutraceutike na "potencijalne nutraceutike™, tj. tvari koje potencijalno
mogu pruziti odredeno zdravlje ili dobrobit, 1 "utvrdene nutraceutike", za koje postoji dovoljno
klinickih podataka koji podupiru tvrdnje o zdravlju. Zdravstvene tvrdnje su u srediStu veéine
marketinSkih aktivnosti, ali moraju biti potkrijepljene dobrim znanstvenim istraZivanjima i
klinickim studijama koje trebaju odobriti regulatorna tijela. To je potaknulo i1 akademiju 1
industriju da pokrenu istrazivacke napore s ciljem dokazivanja ucinkovitosti odredenih
nutraceutika i dobivanja odgovarajucih zdravstvenih tvrdnji. Dok su se mnogi nutraceutici
pokazali sigurnima i u€inkovitima u pretklinickim 1 klini¢kim ispitivanjima, jo§ uvijek postoji

mnostvo proizvoda na trziStu s neutemeljenim tvrdnjama. To je s pravom navelo zdravstvene
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vlasti diljem svijeta da provedu regulatorna ogranicenja za provjeru tvrdnji o ucinkovitosti i
sigurnosti, §to mora biti potkrijepljeno opseznim pretklinickim i klini¢kim istrazivanjem i
rigoroznim programima kontrole kvalitete. Europa, SAD, Kanada, Australija/Novi Zeland i
Japan prednjac¢e u inicijativi €iji je cilj uvodenje strogih kontrola i provjera dopustenih
zdravstvenih tvrdnji. Diljem svijeta ova je inicijativa Siroko prihvacena i mnoge su druge zemlje
uvele zakone s ciljem reguliranja uvodenja nutraceutika na trziste. Stoga je nakon 1990. broj
publikacija koje izvjes€uju o istrazivanju nutraceutskih proizvoda eksponencijalno porastao,

Sto se odrazava i na pretrazivanje u PubMedu (Cicero i Rizzo, 2021).
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2. OBRAZLOZENJE TEME

Prehrambeno-preradivacka industrija kontinuirano odlaze znacajne koli¢ine otpada od hrane u
okoli$ od ¢ega velik dio ¢ini otpad voca i povrcéa. Klimatska kriza i kriza bioraznolikosti s
kojima se CovjeCanstvo trenutno suocava zahtjevaju hitnu i temeljitu reorganizaciju sustava
opskrbe hranom $to izmedu ostalog ukljucuje i Smanjenje stvaranja i odlaganja otpada hrane u
okolis.

S tim ciljem, velik broj istrazivanja usmjeren je na razvoj ucinkovitih i ekoloski-prihvatljivih
postupaka ekstrakcije bioloski aktivnih sastavnica prisutnih u otpadu te istrazivanju njihovih
bioloskih svojstava i mogucnosti primjene u farmaceutskoj, kozmetickoj i prehrambenoj
industriji.

Ovaj diplomski rad daje pregled znanstvenih istrazivanja 0 potencijalu primjene otpada rajcice
kao sekundarne sirovine osobito u kontekstu primjene u razvoju nutraceutika i funkcionalne
hrane.

Rezultati ovog istrazivanja dat ¢e kriticki osvrt na moguénosti i ograni¢enja U dobivanju
bioaktivnih spojeva iz komine raj¢ice te mogucnosti njihove primjene u razvoju proizvoda
dodane vrijednosti i njihovog povratka u industrijske lance primjenom koncepta kruznog

gospodarstva.
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3. MATERIJALI | METODE

Podaci potrebni za pisanje ovog teorijskog diplomskog rada prikupljeni su koristenjem
pretrazivaca: PubMed  (https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/) [ Google  Scholar

(https://scholar.google.com/) te mreznih stranica razli¢itih regulatornih agencija iz podrucja
sigurnosti hrane/dodataka prehrani. Pretrazivanje je provedeno u periodu od 29.04.2023. do
02.07.2023. koristenjem kljucnih rije¢i tomato, tomato waste, food waste, extraction, bioactive
compounds, pectin, lycopene, nutraceuticals, pomace, peel, seeds, carotenoids, beta carotene,
polyphenols, tomato byproducts i njihovih kombinacija. Kao literaturni izvori Kkoristeni su

pregledni i originalni znanstveni radovi, znanstvene i stru¢ne knjige.
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4. REZULTATI | RASPRAVA

4.1. Karotenoidi rajcice

Karotenoidi su bioaktivni spojevi koji su u visokim koncentracijama prisutni u kori raj¢ice te
posjeduju Sirok spektar bioloskih aktivnosti. To su pigmenti topljivi u lipidima koji se nalaze u
kloroplastu i kromoplastu mnogih biljaka i daju im zutu, narancastu ili crvenu boju. U prirodi
postoji oko 700 karotenoida razli¢itih kemijskih struktura koji se mogu kategorizirati u dvije
glavne skupine - spojevi bez kisika (alfa karoten, beta karoten i likopen) koji se nalaze u mrkvi,
raj¢ici, naran¢ama i bundevama te spojevi koji sadrze kisik (ksantofili - lutein, neoksantin i
zeaksantin) i uglavnom ih nalazimo u tamnozelenom lisnatom povréu. Konzumacija
karotenoida povezana je sa smanjenjem obolijevanja od raka i kardiovaskularnih bolesti te
usporavanjem procesa starenja, primaro zahvaljujuci njihovim antioksidativnim i protuupalnim
ucincima. Neki od ovih spojeva takoder imaju vaznu biolosku funkciju kao provitamini
vitamina A (beta karoten, alfa karoten i beta kriptoksantin). Zbog navedenih blagotvornih
svojstava mogu se koristiti kao nutraceutici u dodacima prehrani,i funkcionalnoj hrani ili kao

bojila u prehrambenim proizvodima i kozmetici. (Garcia i Raghavan, 2021).

4.1.1. Likopen

Likopen je glavni karotenoid prisutan u raj¢ici, koji ¢ini viSe od 80% ukupnih karotenoida
rajéice u potpuno zrelim crvenim plodovima, gdje je odgovoran za njihovu karakteristi¢énu boju
(Staj¢ic i sur., 2015). Jedini izvor likopena je prehrana jer ljudsko tijelo ne moze sintetizirati
karotenoide. Shodno tome, primarni izvori likopena za ljude su rajCica 1 proizvodi na bazi
rajcice, koji ¢ine do 85% unosa (Szabo i sur., 2018). Likopen se najvise akumulira u kori raj¢ice
s koncentracijom koja je tri do pet puta veca nego u svjeZzem vocu te pribliznim sadrzajem od
0,88 do 4,2 mg/100 g, ovisno o sorti, zrelosti i na¢inu prerade (Garcia i Raghavan., 2021).
Rajcice takoder sadrze umjerene koli¢ine alfa i beta karotena te luteina. Antioksidativna
aktivnost likopena i drugih karotenoida povezana je s njihovom sposobnos$¢u gasenja singletnog
kisika i hvatanja peroksilnih radikala, a moze se pojacati prisutnos¢u drugih bioaktivnih

spojeva, poput ostalih karotenoida i vitamina, zbog sinergistickog antioksidativnog djelovanja.
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(Staj¢ic i sur., 2015;Szabo i sur., 2018). Jedna od najvaznijih osobina likopena je ucinkovita
deaktivacija niza slobodnih radikala, poput vodikovog peroksida, dusikovog dioksida te tio i
sulfonilnih radikala, kao i vrlo destruktivnih hidroksilnih radikala, lipidnog peroksi radikala i
singletnog kisika.

Nedavne studije su pokazale da dnevna konzumacija proizvoda od rajéice znacajno smanjuje
oste¢enje DNK uzrokovano tretiranjem Fe?* i poboljsava zastitu od UV zradenja i iona
prijelaznih metala (Szabo i sur., 2018). Postoje brojna istraZivanja koja pokazuju da je likopen
snazniji hvata¢ reaktivnih kisikovih spojeva (ROS) od mnogih drugih karotenoida i drugih
antioksidansa, ukljucujuci vitamin E, a konstanta brzine za gaSenje singletnog kisika likopenom
gotovo je dvostruko veca od one za beta karoten. Opcenito, vjeruje se da vise konjugiranih
dvostrukih veza i otvaranje beta jononskog prstena povecavaju sposobnost gasenja singletnog
kisika. Takoder, otkriveno je da karotenoidi inhibiraju rast nekoliko stani¢nih linija raka
ukljucujudi stanice raka prostate, plu¢a, dojke, dvije stani¢ne linije raka debelog crijeva i stanice
raka leukemije. Osim ovih svojstava, pokazalo se da likopen poti¢e medustaniénu komunikaciju
i modulira hormone, imunoloski sustav i druge metabolicke putove (Stajéi¢ i sur., 2015).
Teodoro i sur. (2012.) utvrdili su sposobnost likopena da inhibira stani¢nu proliferaciju,
zaustavi stanicni ciklus u razliitim fazama i poveca apoptozu, uglavnom u linijama raka dojke,
debelog crijeva i prostate. Navedena istrazivanja sugeriraju da likopen djeluje na inhibiciju
karcinogeneze putem nekoliko mehanizama, tj. uklanjanjem reaktivnih Kisikovih vrsta,
poboljSavanjem sustava detoksikacije, supresijom progresije stani¢nog ciklusa, kao i
modulacijom puteva prijenosa signala. Takoder, ovi podaci pokazuju da je antiproliferativni
ucinak likopena ovisan o stani¢nom tipu, vremenu i dozi (Staj¢i¢ i sur., 2015).

Potraznja za likopenom u farmaceutskoj, kozmetickoj 1 prehrambenoj industriji je velika.
Prirodni likopen ekstrahira se iz cijelih raj¢ica koje se uzgajaju u tu svrhu, a komercijalno
dostupan proizvod vrlo je skup, stoga je identifikacija odgovarajucih tehnologija za dobivanje

likopena iz industrijskih nusproizvoda od velikog interesa (Szabo i sur., 2018).
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4.1.1.1. Protuupalno i antikancerogeno djelovanje likopena

Likopen ispoljava svoju protuupalnu aktivnost kroz nekoliko mehanizama: smanjenje
proupalnih citokina, kao §to su IL-1, IL-6, TNF-a, i smanjenje drugih proupalnih medijatora,
kao $to je proizvodnja dusikovog oksida (NO), ekspresija inducibilne sintaze dusikovog oksida
(INOS) i ciklooksigenaze 2 (COX-2). Drugi mehanizam djelovanja je smanjenje oksidativnog
stresa ¢ime se smanjuje ekspresija nuklearnog faktora kapa B (NF-kB) te se na taj nacin inhibira
ekspresija proupalnih citokina. Jo§ jedan moguéi put za smanjenje upale je kroz inhibiciju
protein kKinaze u makrofazima.

Upala je usko povezana s razvojem raka. Kada se akutna upala ne povuce, moze doci do
kroni¢ne upale, pri ¢emu se stvara odgovaraju¢e mikrookruzenje s makrofagima, limfocitima,
proupalnim citokinima, reaktivnim kisikovim vrstama (ROS) te signalnim molekulama koje
mogu aktivirati onkogene te ostetiti proteine i DNK igrajuéi na taj na¢in vaznu ulogu u razvoju
raka, invaziji i stvaranju metastaza.

Studije antikancerogenog djelovanja likopena su pokazale da likopen jac¢a endogenu obranu
protiv oksidacijskog stresa tako $to pojacava aktivnost katalaze, superoksid dismutaze ili ¢ak
glutation peroksidaze, omogucujué¢i smanjenje reaktivnih Kisikovih vrsta. Ovaj spoj je takoder
modulirao razine ve¢ spomenutih proupalnih citokina [faktor nekroze tumora-o (TNF-a), IL1,
IL6 i IL8], citokina uklju¢enih u izbjegavanje imunoloSskog odgovora [transformirajuéi faktor
rasta-beta (TGF-P) i IL10 ] i u proces angiogeneze kao $to je vaskularni endotelni faktor rasta
(VEGF). Proupalna signalizacija takoder se smanjila nakon tretmana likopenom smanjenjem
razine fosforilacije odredenih proteina i putem supresije nekih onkogenih signala. Studije na
ljudima otkrile su da je primjena likopena dobivenog iz rajCice povezana s nizim razinama
faktora rasta inzulina (IGF-1) u plazmi koji predstavlja faktor rasta odgovoran za rast stanica
raka. Osim toga, likopen iz raj¢ice povecao je serumske razine IGF veznog proteina (IGFBP) 1
1 2, §to je smanjilo vezanje IGF-1 1 2 na odgovarajuce receptore, ¢ime se sprijecila aktivacija
rasta stanica (Laranjeira i sur., 2022).

Rak pluca najces¢i je rak u svijetu, s 13% ukupnih slucajeva dijagnosticiranih u 2012., a slijede
ga rak dojke, debelog crijeva i prostate. Antitumorski ucinci likopena istrazivani su u studiji na
tvorovima koji su bili izloZeni dimu cigareta. Rezultati su pokazali da i visoke i niske doze
likopena sprjecavaju razvoj skvamozne metaplazije u tvorova (Liu i sur., 2003). Epidemioloska
studija provedena na 332 ljudi s dijagnosticiranim rakom plu¢a i 865 kontrolnih subjekata

pokazala je da ljudi s najve¢im unosom kombinacije tri karotenoida (betakaroten, alfa-karoten
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1 lutein) imaju najmanji rizik od razvoja raka plu¢a. Ova studija je zakljucila da osim likopena,
drugi sastojci rajéice takoder mogu imati zastitne u¢inke protiv raka pluca (Szabo i sur., 2018).
Rak prostate je drugi vode¢i rak u muskaraca. U dvije provedene studije utvrdeno je da je
primjena likopena znacajno smanjila razine prostata-specificnog antigena u bolesnika s rakom
prostate. Takoder, u leukocitima bolesnika s rakom prostate likopen je smanjio razinu 8-
hidroksi-20-deoksigvanozina, markera ostecenja DNA.

U zena je rak dojke drugi vodeci rak. U populaciji s visokim rizikom od raka dojke, likopen je
smanjio razinu slobodnog faktora rasta sli¢nog inzulinu. U studiji na pacijenticama s rakom
dojke, likopen je sprijecio neke od negativnih u¢inaka terapije na kozu, a razine likopena bile
su u obrnutoj korelaciji s 8-hidroksi-20-deoksigvanozinom u mokraci (Laranjeira i sur., 2022).
Nedavni pregled glavnih komponenti mediteranske prehrane (maslinovo ulje, crno vino i
raj¢ice) otkrio je pozitivne ucinke ove vrste prehrane na razvoj raka debelog crijeva. Rajcice,
koje se smatraju srediSnjim dijelom mediteranske prehrane 1 glavnim izvorom likopena, mogle
bi sprijeciti kolorektalni rak. U¢inci soka od raj¢ice i mrkve na gastrointestinalni lumen istrazeni
su kako bi se utvrdilo moze li prehrana bogata karotenoidima modificirati relevantne procese u
karcinogenezi debelog crijeva. Nakon dva tjedna konzumiranja sokova s visokim udjelom beta-
karotena i likopena, u fecesu su otkrivene povecane razine karotenoida. Medutim,
antikarcinogeni u¢inci ne mogu se pripisati samo ovim dvjema komponentama (Szabo i sur.,
2018).

Sto se ti¢e ublazavanja kroni¢nih bolesti povezanih s upalom, likopen se pokazao kao
potencijalna alternativa farmakoloskoj terapiji. Oralni lichen planus (OLP) Cesta je kroni¢na
upalna mukokutana bolest oralne sluznice nepoznate etiopatogeneze. Pokazalo se da likopen
(iz prirodnog ekstrakta rajcice), kada se daje kroz meke gel kapsule pacijentima s erozivnim
OLP-om otpornim na lokalne steroide, smanjuje razine 8-izoprostana u serumu. Taj se u¢inak
ocituje kao smanjenje veli¢ine oralnih crvenih lezija i pretvaranje erozija i ulkusa u eritem ili
njihov potpuni nestanak (Eita i sur., 2021). Kushwaha i sur. (2019) takoder su proveli klini¢ko
ispitivanje u kojem su objavili da su kapsule likopena ucinkovite u lije¢enju 1 prevenciji OLP
lezija, no potrebno je provesti jo$ istrazivanja po tom pitanju.

Takoder, istrazivano je i moze li konzumacija hrane bogate likopenom zastititi ljude od eritema
izazvanog UV zra¢enjem. U tu svrhu, pasta od rajéice unosila se s maslinovim uljem. Pastu od
raj¢ice (40 g), koja sadrzi priblizno 16 mg likopena dnevno, 9 je dobrovoljaca konzumiralo s
10 g maslinovog ulja tijekom 10 tjedana. Do 10. tjedna konzumiranja paste od rajéice, razine
likopena u serumu ispitanika su se povecale, a stvaranje eritema, koji je glavni pokazatelj

reakcija na opekline od sunca, bilo je 40% nize. Uocen je visok stupanj zastite od akutnih i
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potencijalno dugoro¢nih aspekata fotoosteéenja inhibicijom ultraljubic¢aste (UV) R-inducirane
ekspresije matriksne metaloproteinaze 1 (MMP-1) u dermisu, smanjenjem kolagenoliticke
aktivnosti i pove¢anjem sinteze kolagena. Takoder je primijeceno da antioksidans likopen moze
potaknuti potencijalni regenerativni odgovor na UV zracenje. Nedavno je dokazano i da
kompleks hranjivih tvari raj¢ice bogat likopenom moze $tititi od UVA/B i UVAL1 zracenja na
molekularnoj razini (Laranjeira i sur., 2022). Mehanizmi antioksidativnog, protuupalnog i
antiproliferativnog djelovanja likopena prikazani su na Slici 1.

Anti-oxidant

v’/ the level of catalase,
superoxide dismutase and
glutathione peroxidase;

v\ ROS;
Lycopene
Anti-inflammatory Anti-proliferative
v'Downregulation of IL-1, IL-6 and v'"Modulate the level of VEGF,
TNF-a; IL-10 and TGF-B;
v'\ expression NO, iNOS and COX-2; v'Supression of oncogenic
v'\ expression of NF-kB; signal;
v Inhibition of protein kinase; v'Reduce the levels of IGF;

Slika 1. Shematski prikaz glavnih mehanizama ucinaka likopena kao biomolekule s

protuupalnim, antikancerogenim i antioksidativnim uéincima (preuzeto iz Laranjeira i sur.,
2022).
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4.1.1.2. Ucinak prerade rajCice na sadrzaj likopena

Kao sto je prikazano na Slici 2., likopen posjeduje 2 nekonjugirane i 11 konjugiranih dvostrukih
veza te je upravo zbog ovakvog rasporeda konjugiranih dvostrukih veza podlozniji razgradnji
putem enzima, oksidaciji, izomerizaciji i dr.

Glavni putevi razgradnje likopena tijekom prerade raj¢ice su oksidacija i izomerizacija.
Oksidacija se preferirano dogada pri niskom pH, u prisutnosti svjetla i kisika tijekom
netermalne obrade, poput rezanja, mljevenja, pa ¢ak i tijekom razdoblja skladiStenja. Toplinska
obrada, s druge strane, omogucuje razgradnju tkiva rajCice, §to znaci da se velina veza
poremeti. Strategije toplinske obrade se obi¢no koriste jer omogucuju uniStavanje
mikroorganizama, enzima i na kraju uc¢inkovitije odvajanje soka od pulpe rajcice. Stoga je
metoda vru¢eg lomljenja jedan od najcesce koriStenih postupaka za dobivanje pulpe rajcice,
soka, juhe 1 paste. Metoda vruceg lomljenja sastoji se od brzog zagrijavanja raj¢ica do
temperatura visih od 77 °C, nakon ¢ega slijedi trenutno drobljenje ili sjeckanje. Enzmi za
razgradnju pektina se inaktiviraju toplinom, a nakon $to se ti enzimi uniSte, izbjegnuta je
razgradnja pektina, ¢ime se dobiva punija i deblja pulpa, vece viskoznosti. Takve tehnike
dovode do promjena u stani¢noj matrici rajéice te posljedi¢no vece bioraspolozivosti likopena
i beta karotena. Dodatno, ¢ini se da toplinska obrada moze pogodovati izomerizaciji. Iako je
priblizno 95 % likopena u crvenim rajéicama prisutno kao all-trans izomer, cis-izomeri likopena
imaju vecu bioraspolozivost jer se lakSe apsorbiraju u crijevima. Cis-izomeri takoder posjeduju
poboljsani antioksidativni kapacitet, te je stoga pozeljna toplinska obrada i1 posljedicna
izomerizacija (Laranjeira i sur., 2022). Osim toplinom, cis-trans izomerizacija moze biti
inducirana i svjetlom te kemijskim reakcijama (Szabo i sur., 2018).

Iako metoda vru¢eg lomljenja olakSava homogenizaciju raj¢ice i daljnje rukovanje, neka
istrazivanja su pokazala da negativno utjeCe na sadrZzaj minerala i vitamina te da kratkotrajno
zagrijavanje moze ¢ak 1 smanjiti sadrzaj karotenoida, stoga su potrebna dodatna istrazivanja po

ovom pitanju (Laranjeira i sur., 2022).

X N T Vi VS i VT i i S

Slika 2. Kemijska struktura likopena (preuzeto i prilagodeno prema Laranjeira i sur., 2022)
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4.1.2. Beta karoten

B-karoten jo$ je jedan karotenoid odgovoran za karakteristicnu narancastu boju voéa i povréa
te je drugi najzastupljeniji obojeni karotenoid u raj¢icama i glavni karotenoid prisutan u
sjemenkama rajéice. B-karoten se nasiroko koristi u prehrambenoj industriji kao aditiv, posebno
kao bojilo za hranu. Njegov glavni znacaj za ljudsko zdravlje povezan je s antioksidativnim
djelovanjem i ¢injenicom da je prekursor vitamina A (Laranjeira i sur., 2022). Pregradnja u
vitamin A i vitamin A ovisni u¢inci kod ljudi najjasnije je dokazana funkcija beta-karotena.
Djelovanjem enzima likopen-beta-ciklaze, likopen se pretvara u beta-karoten uvodenjem beta
jononskog prstena na oba kraja molekule. Kemijska struktura beta karotena prikazana je na
Slici 3. Prehrambeni izvori beta karotena ukljucuju narancasto i svijetlozeleno povrée, a ovaj
se spoj nalazi u visokim koncentracijama u mrkvi, naranci, kelju, $pinatu, zelju repe, marelici i
raj¢ici. Studija koju su proveli Kalogeropoulos i suradnici (2012) pokazala je da cijele rajcice
sadrze nize koli¢ine beta-karotena (86,1 + 4,4 mg/kg) nego Sto se nalazi u njihovim
nusproizvodima (149,8 + 6,4 mg/kg) koji se sastoje od ljuski i sjemenki raj¢ice (Szabo i sur.,
2018).

Karotenoidi se sintetiziraju u biljkama i mikroorganizmima iz acetil-koenzima A. Prvi C-40
spoj iz skupine karotena je fitoen, koji se zatim moze dehidrogenirati u druge aciklicke
karotenoide i kona¢no ciklizirati u karotene. Cikli¢ki karoteni se zatim mogu oksidirati u
hidroksilirane i epoksidne derivate, pretvoriti u alenske i manje zasi¢ene derivate ili oksidativno
cijepati u kra¢e produkte. Ovim posljednjim postupkom nastaje vitamin A; cijepanje
karotenoida je do sada jedini poznati put nastanka vitamina A. On nastaje prvenstveno u
zivotinjskom svijetu, iako ga stvaraju i neki mikroorganizmi.

Godine 1960. Glover je istrazivao razli¢ite puteve kojima se karotenoidi mogu pretvoriti u
vitamin A. Naznacio je da se mogu dogoditi dvije primarne oksidativne reakcije, jedna na
sredi$njoj 15,15" dvostrukoj vezi (centralno cijepanje), a druga na jednoj ili viSe drugih
dvostrukih veza (ekscentri¢no cijepanje). Produkt sredisnjeg cijepanja beta karotena bile bi
dvije molekule retinala, dok bi produkt ekscentricnog cijepanja bio jedan dugi i jedan kratki -
apo-karotenal, npr. ciklocitral i B-apo-8'-karotenal, pucanjem 7':8' dvostruke veze. Na temelju
eksperimentalnih podataka koji su pokazali da je neSto -apo-karotenala nastalo iz 3-karotena,
kao i teoretskih argumenata, dao je prednost ekscentricnom mehanizmu cijepanja. Enzim f3-
karotenoid-15,15'-dioksigenaza djelomi¢no je procis¢en iz crijeva nekoliko wvrsta, a
identificiran je u i nekoliko drugih organa. Ovaj enzim pretvara (3-karoten u dvije molekule

retinala te zahtijeva molekularni kisik,a inhibiran je reagensima koji vezu sulfhidril i agensima
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za keliranje iona zeljeza. Veéina karotenoida provitamina A, ukljucujuci -apo-karotenale,
cijepa se na retinal pomocu ovog enzima. lako su zabiljezene neke kvantitativne razlike u
relativnim stopama cijepanja ovih derivata i B-karotena, stvarne stope cijepanja su sli¢ne.
Opcenito, u odnosu na aldehidni oblik, B-apo-karotenoli su bolji supstrati dok su B-apo-
karotenske kiseline losiji supstrati za ovaj enzim. Retinal je jasno identificiran kao jedan
produkt reakcije, ali drugi manji, polarniji fragment nije. Ovaj drugi produkt vjerojatno se
oslobada netaknut, ali nije isklju¢eno postupno cijepanje. Maksimalna aktivnost ovog enzima
kod kunica otprilike je 200 puta veca od one potrebne za ispunjenje nutritivnih potreba, ali je
do 50% manja od onih za koje se o¢ekuje da Ce izazvati znakove toksi¢nosti vitamina A, $to je
u skladu s op¢im nalazom da karotenoidi, ¢ak i kada se daju u visokim dozama, ne uzrokuju
hipervitaminozu A. B-karotenoid 15,15'-dioksigenaza crijeva utjeCe i sadrzaj proteina u
prehrani i status vitamina A. Aktivnost intestinalnog enzima smanjena je za priblizno 50% vrlo
niskim (5%) unosom proteina. Ekscentri¢no cijepanje nedvojbeno se dogada u biljkama i nekim
mikroorganizmima, a moglo bi se pojaviti i kod sisavaca. Do sada, medutim, nijedna
karotenoidna dioksigenaza sisavaca sa specificnos¢u ekscentricne veze nije identificirana i
karakterizirana.

Znacajan dio vitamina A u ovim eksperimentima nastao je nekim drugim putem. Pretvorba -
karotena u [B-apo-karotenal bila je niska (<2,4%), a samo vrlo mala koli¢ina (2-3% )
primijenjenog, jednoli¢no oznacenog P-karotena pretvorena je u ugljiéni dioksid. Doista,
oznaceni retinal se takoder pretvorio u uglji¢ni dioksid priblizno istom brzinom. Stoga je
oksidacija u uglji¢ni dioksid fragmenata nastalih u pretpostavljenoj postupnoj konverziji 3-apo-
karotenala u retinal bila mnogo manja od o¢ekivane (Olson, 1989).

O doprinosu beta-karotena stvaranju vitamina A kod ljudi raspravljalo se detaljno i u
preglednom radu Webera 1 Grunea (2012). Rezultati studije pokazali su da je teSko utvrditi
preporuceni unos hranom za postizanje optimalne apsorpcije vitamina A zbog razli¢itih
¢imbenika koji utjecu na biokonverziju i bioraspolozivost provitamin A karotenoida.
Nedostatak vitamina A dovodi do tisuéa slucajeva sljepoce i1 uzrokuje visoke stope smrti
dojencadi. Jedna od glavnih strategija za sprjeCavanje deficita vitamina A u slabije razvijenim
regijama je poboljsanje dostupnosti hrane koja sadrzi vitamin A. U tom kontekstu, industrijski
otpad predstavlja jeftin izvor bioaktivnih spojeva koji bi se mogli valorizirati za smanjenje

problema povezanih s nedostatkom vitamina A (Szabo i sur., 2018).
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Slika 3. Kemijska struktura beta karotena (preuzeto i prilagodeno prema Laranjeira i sur., 2022)

4.1.2.1 Bioloski udinci beta karotena

Nekoliko epidemioloskih studija pokazalo je da beta karoten moze poboljsati imunoloSku
funkciju i pozitivno utjecati na oksidativni status. Koncentracije beta-karotena u krvi kod ljudi
u obrnutoj su korelaciji s rizikom od dijabetesa tipa dva 1 pretilosti, koji su vazni ¢imbenici
kardiovaskularnog rizika. Medutim, ¢ini se da te dobrobiti nestaju kada se beta karoten
primjenjuje u farmakolos$kim dozama koje kod pusaca dovode do pojave Stetnih ucinaka
(Gammone i sur., 2015).

Brojne studije su pokazale da unos beta karotena prehranom ima vaznu ulogu u prevenciji raka.
2007. godine Svjetski fond za istrazivanje raka i Americki institut za istraZivanje raka zakljuéili
su da hrana koja sadrzi karotenoide vjerojatno $titi od raka usta, zdrijela i grkljana te takoder
raka pluca, a posebno hrana bogata beta karotenom vijerojatno stiti od raka jednjaka. U tom
smislu, meta-analiza koju su proveli Ge i sur. (2012) potvrdila je da veé¢i unos B-karotena, o-
karotena, likopena, B-kriptoksantina, luteina i zeaksantina smanjuje rizik od raka jednjaka. Sto
se tiCe raka pluca, Ziegler i sur. (1996) zakljucili su da B-karoten moze imati ulogu u prevenciji
raka pluca, ali dozu treba pazljivo prouciti jer su ucestalost raka pluca i smrtnost bili povecani
u studijama koje su proucavale utjecaj suplementacije visokim dozama beta karotena kod
muskaraca pusaca. Zapravo, rezultati studije koju su proveli Albanes i sur. (1996) pokazala je
vecu incidenciju raka pluéa kod sudionika koji su primali suplemente [3-karotena, 20 mg dnevno
tijekom 8 godina, osobito medu pusacima. Sli¢no tome, studija koju su proveli Omenn i sur.
(1996) istaknula je da suplementacija -karotenom ima negativan ucinak na incidenciju raka
pluca i smrtnost od raka plu¢a kod pusaca i radnika izloZenih azbestu. Pretpostavlja se da se

ovaj prokarcinogeni uc¢inak moze objasniti aktivnoscu produkata oksidacije B-karotena Kkoji
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nastaju kao posljedica okoli$a bogatog slobodnim radikalima u plu¢ima pusaca. Mondul i sur.
(2013) otkrili su da dodatak B-karotena ukazuje na indukciju enzima citokroma P450 CYP1A2
i CYP2El. Budu¢i da se nekoliko lijekova koji se koriste za kardiovaskularne bolesti
metabolizira pomo¢u CYP1A2, interakcija B-karotena s propisanim lijekovima mogla je
rezultirati pove¢anom smrtno$¢u. Ovi nalazi naglasavaju vaznost povecanja naSeg znanja o
moguéim interakcijama izmedu dodataka prehrani i lijekova.

Eliassen i sur. (2012) proveli su objedinjenu analizu osam kohortnih studija u kojima su
procijenjeni karotenoidi u serumu i rizik od raka dojke. Ova je studija ukazala na smanjeni
relativni rizik obolijevanja od raka dojke kod Zena s viSim karotenoidima u plazmi. Medu
karotenoidima rajcice, autori su pronasli nizi relativni rizik za likopen, a zatim B-karoten.
Pantavos i sur. (2015) analizirajuci unos antioksidansa hranom u 3209 Zena otkrili su da je
nizak unos a-karotena i f-karotena povezan s ve¢im rizikom od raka dojke medu pusSac¢ima.
Rezultati studije koju su proveli Blot i sur. (1993) ukazali su na zna¢ajno smanjenje smrtnosti
od raka, a posebno od raka Zeluca nakon suplementacije -karotena, vitamina E i selena.
Smatra se da snaZzan antioksidativni ucinak objasnjava kemoprotektivno djelovanje beta
karotena. Uklanjanje reaktivnih kisikovih vrsta (ROS) vazno je u kemoprevenciji raka buduéi
da mogu olaksati procese povezane s karcinogenezom putem oksidacije stani¢nih biomolekula.
Osim antioksidativnog kapaciteta karotenoida,i drugi mehanizmi pridonose prevenciji raka,
ukljucujué¢i imunoloSku modulaciju, signaliziranje hormona i faktora rasta, regulatorne
mehanizme napredovanja stani¢nog ciklusa, diferencijaciju stanica i apoptozu (Marti i sur.,
2016).

Takoder se pokazalo da karotenoidi imaju zaStitne ucinke na zdravlje kardiovaskularnog
sustava. Posebno je dokazana negativna korelacija izmedu serumskih koncentracija B-karotena
i pojavnosti ateroskleroze, pri ¢emu visoke koncentracije beta karotena u Krvi Stite stijenke
krvnih Zila od o$teCenja. Unos all-trans- i 9-cis-f-karotena smanjuje i razine kolesterola u
plazmi i aterosklerotskih lezija u apolipoproteinom E deficijentnim misevima. Bechor i sur.
(2016) potvrdili su da se 9-cis-p-karoten iz prehrane nakuplja u peritonealnim makrofagima i
povecava efluks kolesterola u HDL, $tite¢i od razvoja ateroskleroze. Zhou i sur. (2020) ispitivali
su aktivnost B-karoten oksigenaze 1 (BCO1), zaduzenu za pretvorbu karotenoida u vitamin A,
pruzajuci dokaze da ta pretvorba regulira izlu¢ivanje jetrenih lipoproteina i razvoj ateroskleroze
kod miSeva. Amengual i sur. (2020) potvrdili su ove dokaze, pokazujuéi da aktivnost BCO1
utjece na ukupnu koli¢inu cirkulirajuceg kolesterola i kod miSeva i kod mladih odraslih jedinki.
Zahvaljujuci svojoj sposobnosti hvatanja radikala i antioksidativnom djelovanju, karotenoidi

smanjuju rizik od kardiovaskularnih bolesti, ukljucujuéi iznenadnu sréanu smrt, neke vrste raka,
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makularnu degeneraciju povezanu sa starenjem te mozdani udar. Osim toga, dokazano je da
karotenoidi smanjuju razinu LDL-kolesterola u plazmi i poboljsavaju osjetljivost na inzulin i
ucinkovitost HDL-a, ¢ime takoder igraju kljuénu ulogu u smanjenju rizika od pojave
metabolickog sindroma (Molteni i sur., 2022). Druge studije pokazuju da prehrana bogata 9-
cis-beta-karotenom moze inhibirati aterosklerozu smanjenjem koncentracije LDL kolesterola u
plazmi i inhibicijom razvoja masne jetre i upale u misjem modelu ateroskleroze. I patoloski
pregled i ekspresija gena pokazali su da prehrana bogata beta-karotenom smanjuje upalu u jetri
miseva te ekspresiju IL-1a, VCAM-1 i E selektina. Pokazalo se da prehrana s visokim
kolesterolom potice ekspresiju nekoliko proupalnih gena u jetri, a sugerirano je da upala jetre
doprinosi aterosklerozi; stoga smanjene razine ovih gena u miSeva moze pridonijeti zastiti od
oSteéenja jetre izazvanih prehranom i, posljedi¢no, aterogeneze. Takoder, prehrana bogata 9-
cis-beta karotenom znacajno je smanjila razine mRNA CYP7a, enzima koji ograni¢ava brzinu
sinteze zuénih Kiselina i posljedi¢no moze smanjiti apsorpciju kolesterola u crijevima. Prehrana
bogata 9-cis-beta-karotenom takoder je smanjila ekspresiju drugih gena ukljuéenih u
metabolizam kolesterola, ABCG1, ABCG5 i ABCG8. Ovi transporteri se eksprimiraju u jetri i
igraju ulogu u izlu¢ivanju kolesterola 1 stoga se moze ocekivati da smanjuju aterogenezu.
Blagotvorni ucinci na lipide u plazmi kod ljudi sugeriraju da 9-cis-beta-karoten ima potencijal
za inhibiciju progresije ateroskleroze kod ljudi i vjerojatno ima potencijal za smanjenje upalnog
procesa opcenito (Gammone i sur., 2015).

Jo§ jedan =zanimljiv mehanizam za razjaSnjenje zaSto karotenoidi mogu sprijeciti
kardiovaskularne bolesti je modulacija bioraspolozivosti vaskularnog NO. Dobro je poznato da
je jedan od najranijih patogenih dogadaja u aterosklerozi predstavljen prekomjernom
ekspresijom adhezijskih molekula stanicne povrSine, Sto uzrokuje vezanje normalno
netrombogenih cirkuliraju¢ih stanica, kao $to su monociti, na endotel. Aktivacija NF-kB puta
pokrece regulaciju ekspresije vaskularnih stani¢nih adhezijskih molekula (VCAM-1),
intercelularnih stani¢nih adhezijskih molekula (ICAM-1) i E-selektina kao odgovor na razli¢ite
upalne citokine. NO, kojeg konstitutivno stvaraju endotelne stanice, igra vaznu ulogu u
odrzavanju vaskularne homeostaze i u proupalnom odgovoru koji karakterizira rane faze
ateroskleroze: inhibira vaskularni upalni odgovor blokiranjem NF-kB nuklearnog prijenosa.
Nedavna studija izvijestila je da beta-karoten, sli¢no likopenu, utje¢e na NF-kB-ovisnu
ekspresiju adhezijske molekule i interakcije endotelnih stanica ljudske pup€ane vene (HUVEC)
inducirane TNF-alfa i $titi bioraspolozivost NO, smanjujuci na taj nacin TNF- alfa-inducirani

nitrooksidativni stres.
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U modelu vaskularne upale, prisutnost visokih koncentracija beta-karotena povezana je sa
znacajnim povecanjem razine NO 1 bioraspolozivosti, §to je naznaceno povecanjem razina
cGMP. Dakle, povecano oslobadanje NO dovodi do smanjene regulacije ekspresije NF-kB-
ovisne adhezijske molekule u endotelu stanica. Odrzavanje bioraspolozivosti endotelnog NO
stoga se smatra korisnim za endotelne funkcije i opéenito za vaskularno zdravlje (Gammone i
sur., 2015).

Prisutnost karotenoida u kozi, u vanjskom dijelu stratum corneum-a, pojacava bazalnu
dermalnu obranu od UV osteCenja, promicuéi tako zdravlje koze. Pokazalo se da prehrana
bogata likopenom i B-karotenom stiti od pojave opeklina od sunca i stvaranja eritema izazvanog
UV zraCenjem. Pretpostavljeni mehanizmi djelovanja ukljucuju sposobnost karotenoida da
sprijee peroksidaciju lipida gasenjem singletnog kisika ili hvatanjem slobodnih radikala; da
inhibiraju UVA-induciranu ekspresiju hem-oksigenaze 1 ukljuene u regulaciju stani¢ne
proliferacije, diferencijacije i apoptoze i da pruzaju zastitu od mutacije mitohondrijske DNA
povezane sa starenjem izazvanim UV zracenjem i karcinogenezom. Osim toga, dokazano je da
karotenoidi inhibiraju metaloproteaze, enzime povezane s foto-starenjem, i preveniraju
imunosupresivne ucinke koji se javljaju kao posljedica pretjeranog izlaganja UV zrafenju

(Molteni i sur., 2022).
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4.1.3. Ekstrakcija karotenoida iz otpada rajcice

Karotenodi se iz otpada rajcice mogu ponovno uvesti u prehrambene lance primjenom razli¢itih
ekstrakcijskih metoda koje ée biti detaljnije opisane kasnije. Cesto se koriste konvencionalne
tehnike ekstrakcije odnosno Soxhlet ekstrakcija te ekstrakcija superkriticnim fluidom,
mikrovalno potpomognuta ekstrakcija, ultrazvu¢no potpomognuta ekstrakcija i enzimski
potpomognuta ekstrakcija. Soxhlet ekstrakcija glavna je konvencionalna tehnika ekstrakcije
otapalom koja se primjenjuje za ekstrakciju karotenoida iz otpada rajéice. Unato¢ ¢injenici da
je prinos karotenoida dobiven ekstrakcijom po Soxhletu visok, ta tehnika nije preferirana zbog
moguce degradacije termolabilnih spojeva kao §to su karotenoidi na visokoj temperaturi i
dugom trajanju ekstrakcije. Izbor otapala obi¢no se smatra najvaznijim faktorom. Kako su
karotenoidi topljivi u uljima, za ekstrakciju karotenoida ispitana su uobiCajena organska
otapala, ukljucujuci heksan, aceton, etanol, etil acetat, kloroform 1 petrolej eter, kao i mjeSavine
polarnih i nepolarnih otapala u razli¢itim omjerima. Otapala poput dietiletera i tetrahidrofurana

nisu pozeljna jer mogu sadrzavati perokside koji reagiraju s karotenoidima.

1 sur. (2007) usporedili su prinose nekoliko karotenoida Soxhlet ekstrakcijom pomocu heksana
i etanola i pronasli gotovo deseterostruko povecanje prinosa likopena u heksanskom ekstraktu,
dok je prinos B-karotena bio je gotovo isti koriStenjem oba otapala. Etanolni ekstrakt sadrzavao
je uglavnom polarne ksantofile. Sli¢an trend primijecen je u studiji Calva i sur. (2007.) koji su
procijenili prinos ekstrakcije koriStenjem otapala etanola i etilnog acetata. Otkrili su da je prinos
potpunog trans-likopena u ekstraktu etilnog acetata bio dvadeset puta vec¢i od odgovarajuceg
prinosa dobivenog u etanolu. Takoder, Strati i Oreopoulou (2011a) izvijestili su o sljede¢em
redoslijedu u prinosu likopena iz suSenog otpada od rajcice ekstrahiranog konvencionalnim
organskim otapalima: aceton > etil acetat > heksan > etanol. Kloroform je takoder koristen u
Soxhlet ekstrakciji osusene koze rajéice i nusproizvoda osusene rajcice sa zadovoljavajuéim
prinosima likopena. Cini se da kombinacija polarnih otapala s nepolarnim heksanom poboljsava
otapanje nepolarnih karotenoida (likopen i B-karoten). Prema Strati i Oreopoulou (2011b)
koristenje mjeSavine polarnih i nepolarnih otapala, etil acetata i heksana, pokazalo se
prikladnim za ekstrakciju nepolarnih karotenoida (likopena i p-karotena) u dovoljnom postotku
(96% ukupno ekstrahiranih karotenoida), kao i polarnog luteina (4% ukupno ekstrahiranih

karotenoida). Lutein je takoder selektivno ekstrahiran iz sjemenki i koze rajcice koristenjem
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mjesavine otapala aceton:etanol (2:1, v/v) 1 jednostavnim postupkom cis¢enja. Veéina
nepolarnih otapala koja imaju visoku ucinkovitost ekstrakcije smatraju se otrovnima. U sve
veéem broju zemalja vecina organskih otapala je zabranjena ili dopusStena za ekstrakciju
prehrambenih proizvoda s iznimno niskim rezidualnim koncentracijama (1 mg/kg u slucaju
heksana) budué¢i da mogu biti povezani s opasnim ucincima. Nedavno je etil laktat predlozen
kao snazno otapalo za ekstrakciju karotenoida, uglavnom B-karotena i likopena. To je ekoloski
prihvatljivo otapalo, proizvedeno fermentacijom ugljikohidratne sirovine i potpuno je
biorazgradivo u CO2 i vodi. Prema Strati i Oreopoulou (2011a), etil laktat je dao najveci prinos
karotenoida iz otpada raj¢ice (243 mg/kg suhe osnove), u usporedbi s acetonom (52 mg/kg) ili
etil acetatom (46 mg/kg).

Osim izbora otapala, vazan ¢imbenik koji utjeCe na prinos ekstrakcije je 1 temperatura.
Povecanje temperature pozitivno utjece na proces prijenosa mase i, posljedicno, na prinos
ekstrakcije likopena i drugih karotenoida. Povecanje temperature ekstrakcije opcenito
podrazumijeva povecanje kapaciteta otapala za solubilizaciju ciljnih spojeva, povecanje stope
difuzije, bolje kidanje veza izmedu ciljnog spoja i matrice, smanjenje viskoznosti otapala, i
smanjenje povrSinske napetosti. Medutim, ograni¢avajuc¢i faktor za izbor temperature
ekstrakcije je vreliste otapala koje se koristi i potreba za izbjegavanjem nezeljenih reakcija kao
§to su izomerizacija i/ili oksidacija karotenoida (Strati i Oreopoulou, 2011a).

Kaur i sur. (2008) pokazali su da se prinos likopena povecava s povetanjem vremena
ekstrakcije i broja koraka ekstrakcije. Strati i Oreopoulou (2011.a) primijetili su slian trend
povecéanja prinosa karotenoida s brojem ekstrakcija.

Veli¢ina Cestica jo$ je jedan parametar koji utjeCe na prinos karotenoida. Prinos se povecava sa
smanjenjem veliCine Cestica zbog veceg kontakta medufazne povrSine kada su Cestice manje;
medutim, premale Cestice mogu uzrokovati nakupljanje ekstrakcijskog sloja, Sto moze
rezultirati u€incima kanaliziranja.

Ultrazvuéno potpomognuta ekstrakcija jo§ je jedna metoda koja se Koristi za izolaciju
karotenoida. Brojni radni parametri kao $to su veli¢ina uzorka, sadrzaj vlage, veli¢ina Cestica,
vrsta otapala, snaga i frekvencija ultrazvuka, vrijeme sonikacije te omjer tekuéine i krutine su

presudni za postizanje u¢inkovite ekstrakcije. Niskofrekventni ultrazvuk (16-100 kHz) moze
se koristiti za ekstrakciju komponenti kao $to su hidrofilni flavonoidi (antocijanini, tanini) i
hidrofobni karotenoidi (likopen, beta karoten, kapsaicin i lutein) iz hortikulturnih proizvoda
kao §to su mrkva, dumbir, rajéica, grozde, masline, komina masline i paprika i iz njihovog
preradivackog otpada (Strati i sur., 2014). Eh i Teoh (2012) primijenili su optimiziranu

ultrazvukom potpomognutu metodu ekstrakcije likopena iz rajéice uz primjenu smjese otapala
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n-heksan:etanol:aceton (2:1:1, v/v/v). i ustanovili da se prinos ekstrakcije all-trans-likopena
povecao za 75,93% u usporedbi s optimiziranom konvencionalnom metodom ekstrakcije, a
istovremeno nije doslo do razgradnje ili izomerizacije likopena (Strati i sur., 2014).

Na mikrovalno potpomognutu ekstrakciju karotenoida moze utjecati velik broj ¢imbenika, kao
Sto su snaga, frekvencija i vrijeme primjene mikrovalova, sadrzaj vlage i veli¢ina Cestica
matrice uzorka, vrsta i koncentracija otapala, omjer krutine i tekuéine, temperatura ekstrakcije,
tlak ekstrakcije i broj ciklusa ekstrakcije. U okviru gore navedenih ¢imbenika, odabir otapala
se smatra najkriti¢nijim. Postoje 3 glavna fizikalna parametra za odabir odgovarajuceg otapala:
topljivost, dielektri¢na konstanta i faktori disipacije. Ova tehnika primjenjuje se za izdvajanje
karotenoida polarne prirode, tj. astaksantina iz mikroalgi i iz crvenog kvasca
Xanthophyllomyces dendrorhous. Kako bi se sprijecila razgradnja i oksidacija labilnih spojeva
poput B-karotena tijekom ekstrakcije, predlozena je niskotemperaturna vakuumska mikrovalna
ekstrakciju iz razli¢itih uzoraka hrane, koja je istovremeno izvodena na niskoj temperaturi i u
vakuumu (Strati i sur., 2014).

Pri ekstrakciji superkritiénim fluidom superkriti¢ni etan 1 smjesa etana i propana pokazali su se
boljim otapalima od superkriticnog COg, $to je dovelo do brze ekstrakcije i veceg oporavka
karotenoida. Zbog svoje niske polarnosti, CO; je manje uéinkovit u ekstrakciji visoko polarnih
spojeva iz njihovih matrica. Iz tog razloga, dodatak pojacivaca topivosti, koji se naziva
suotapalo ili modifikator, moZe promijeniti karakteristike procesa i tako pogodovati ekstrakciji
polarnih spojeva. Suotapala ili modifikatori uklju¢uju heksan, metanol, etanol, izopropanol,
acetonitril i diklorometan. Medutim, etanol se preporucuje kao suotapalo u ekstrakciji
superkriti¢nim fluidima zbog njegove nize toksi¢nosti i moguénosti mijeSanja u CO.. Pri
ekstrakciji superkritiénim fluidima vaZzan parametar je i temperatura. Prilikom ekstrakcije trans-
likopena iz industrijskog otpada raj¢ice koristenjem superkriticnog CO2, Nobre i sur. (2009)
otkrili su da se oporavak trans-likopena povecao s 40% na 93% kada je temperatura ekstrakcije
povecana s 40 na 60 °C. Medutim, daljnjim povec¢anjem na 80 °C, oporavak trans-likopena je
smanjen. To se pripisuje izomerizaciji trans-likopena. Sli¢no, Shi i sur. (2009) primijetili su da
je na temperaturama ekstrakcije od 80 °C i visih doslo do pada krivulje topljivosti likopena u
superkriticnog CO2, §to je pripisano toplinski induciranoj razgradnji likopena. Predlozeno je
da bi temperatura ekstrakcije za termolabilne spojeve trebala biti izmedu 35 i 60 °C, §to je blizu
kriti¢ne tocke ugljikovog dioksida (Strati i sur., 2014).

Vecina literature ukazuje na to da povecanje ekstrakcijskog tlaka superkriti¢cnog CO2, dovodi
do povecanja koli¢ine ekstrahiranog likopena. Vrijednosti tlaka u rasponu izmedu 200 1 450 Ba

daju optimalne rezultate ovisno o drugim parametrima procesa, posebno o temperaturi
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ekstrakcije, a za obnavljanje likopena primjenom superkriticnog COz, tlak varira izmedu 300 i
400 bara. Povecanje prinosa likopena pri visim tlakovima ekstrakcije uglavnom je posljedica
povecanja gustoce superkriticnog CO3, kada se tlak poveca. Pri viSim gusto¢ama, otapanje
otopljene tvari u superkriticnom CO, je pojacano zbog veée interakcije izmedu otopljene tvari
I superkriti¢ne tekucine. Neke su studije otkrile da iako povecanje tlaka dovodi do poveéanja
prinosa likopena, izvan optimalne tocke dodatno povecanje tlaka dovodi do njegovog
smanjenja. Sli¢no temperaturi i tlaku, uc¢inak poveéanja brzine protoka superkriticnog COz,
dovodi do veceg prinosa likopena. Medutim, daljnje povecanje brzine protoka iznad optimalne
tocke dovodi do nizih prinosa likopena. Topal 1 sur. (2006.) testirali su brzine protoka
superkriticnog COz, u rasponu od 1,5 do 4,5 mL/min i otkrili najveci prinos likopena pri brzini
protoka od 2,5 mL/min (Strati i sur., 2014).

35



4.1.4. Bioraspolozivost karotenoida

Vazno pitanje u prehrani je bioraspolozivost i biodostupnost bioaktivnih spojeva i unesenih
hranjivih tvari. Biodostupnost se definira kao frakcija nutrijenta koja se tijekom probave
oslobodi iz matriksa namirnice i dostupna je za apsorpciju u tankom crijevu. Taj pojam bitno
je razlikovati od pojma bioraspoloZivosti koji se definira kao udio nutrijenta koji nakon unosa
per os dospije do sistemske cirkulacije ili specificnog mjesta djelovanja. Drugim rije¢ima,
bioraspolozivost je koli¢ina unesenih bioaktivnih tvari koja je u stanju utjecati na ciljna tkiva.
Molekula moze imati snaznu antioksidacijsku aktivnost in vitro, no in vivo moze pokazivati
vrlo malu bioloSku aktivnost jer vrlo mala koli¢ina ishodnog spoja dospije u ciljna tkiva
(Bagari¢, 2020). Kako bismo odredili bioraspolozivost spojeva od interesa, najtocniji model bi
bio in vivo ispitivanje ljudske probave, no kako je to tehnicki zahtjevno 1 skupo te ukljucuje
etiCka ograniCenja, koriste se in vitro metode. Takve metode trebaju strogo oponasati fizioloske
procese te biti fleksibilne 1 to¢ne, a rezultati reproducibilni. In vitro simulacije probave mogu
se na temelju svoje kompleksnosti podijeliti na staticne 1 dinami¢ne modele (Horvat, 2019).
Sto se ti¢e biodostupnosti, ona se moze smanjiti ili pobolj3ati tijekom gastrointestinalne probave
se Cesto odreduje in vitro simulacijom probave u Zelucu i tankom crijevu a intestinalna
permeabilnost se istrazuje primjenom Caco-2 stani¢énog monosloja. Kao i bioraspolozivost, i
biodostupnost je karakterizirana fizickim karakteristikama matrice hrane koje utjeCu na
ucinkovitost fizi¢kih, kemijskih i enzimskih probavnih procesa (Santos i sur., 2019).

Ucinak karotenida na ljudski organizam ovisan je o biodostupnosti jer samo apsorbirana
frakcija moze imati ucinak. Biodostupnost karotenoida ovisi o matriksu u kojem se nalazi,
obliku, ali i karakteristikama organizma. Zbog svojeg lipofilnog karaktera upitna je njihova
topljivost u uvjetima gastrointestinalnog trakta. Stabilnost spojeva takoder utjeCe na stupanj
biodostupnosti, stoga formulacije u kojima se nalaze karotenoidi trebaju osiguravati $to vecu
stabilnost zbog njihovog brzog raspada koji se dogada pod utjecajem topline, svjetlosti,
vodenog medija, te enzima u probavnom sustavu (Fili¢, 2022).

Jasno je da su biodostupnost i bioraspoloZivost dva usko povezana pojma, budu¢i da koli¢ina
karotenoida koju tijelo iskoristi ovisi o njihovom prethodnom otpustanju iz matrice hrane i
njihovoj apsorpciji u crijevima. Dodatno, oboje utjeCu na biokonverziju karotenoida, $to je

omjer bioraspolozivih karotenoida provitamina A pretvorenih u retinol (Molteni i sur., 2022).
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Nakon §to se oslobode iz matrice hrane, kroz djelovanje probavnih enzima oralnog, Zzeluc¢anog
i duodenalnog trakta, karotenoidi se izlijevaju u lumen crijeva §to rezultira nastankom mijesanih
micela zajedno s drugim lipofilnim spojevima obroka, kao $to je kolesterol, masne kiseline,
acilgliceroli i fosfolipidi, kao i Zu¢ne soli jetrene sekrecije. Biodostupnost karotenoida
definirana je postotkom karotenoida otopljenih u mijesanim micelama. I sastav i veli¢ina micela
utjeCu na proces apsorpcije, Sto zauzvrat utjeCe na bioraspolozivost karotenoida. Stoga
dostupnost karotenoida ovisi o nekoliko razli¢itih varijabli koje u prosjeku ne dopustaju
apsorpciju vise od 5-30% unesene koli¢ine (Molteni i sur., 2022). U crijevima se karotenoidi
apsorbiraju pasivhom difuzijom nakon ¢ega slijedi ugradnja u hilomikrone i op¢i krvozilni
sustav putem limfnog sustava. Zatim se ugraduju u lipoprotein u jetri 1 otpustaju u krvotok. Do
danas, mehanizam tkivne apsorpcije karotenoida ostaje nejasan. Prijavljeno je da odredena
tkiva razli¢ito apsorbiraju karotenoide, a njihov glavni depozitor je masno tkivo (Szabo i sur.,
2018).

Glavni faktori koji utjeu na bioraspolozivost karotenoida su vrsta karotenoida, molekularne
veze, koli¢ina konzumiranih karotenoida, matrica, efektori apsorpcije i biokonverzije, nutritivni
status domacina, genetski Cimbenici, Cimbenici povezani s domadinom 1 matematicke
interakcije (Molteni i sur., 2022).

Komponente i karakteristike matrice hrane znacajno utjecu na biodostupnost i bioraspolozivost
karotenoida. Uocene su znacajne razlike u otpustanju iste vrste karotenoida izmedu razlicitih
matrica hrane. Li$¢e zelenih biljaka akumulira karotenoide u kloroplastima unutar tilakoidne
membrane te tvore stabilne proteinske komplekse. Karotenoidi u ovom sluc¢aju imaju ulogu u
fotosintezi te u stabilnosti i fluidnosti membrane. Zbog njihova vezanja za proteine membrane,
teSko su bioiskoristivi. Karotenoidi ne-zelenih biljaka, ostalog voca i povréa, naj¢e$ée se
akumuliraju u kromoplastima. Kromoplasti mogu potjecati iz kloroplasta sazrijevanjem
plodova te mogu biti globularnog i tubularnog oblika. Globularni je zastupljen kod manga i
naranci, a tubularni se zapaza kod raj€ice i korijena mrkve te sadrzi karotenoide u kristaliénom
obliku S§to uzrokuje znatno manju bioiskoristivost od karotenoida iz globularnih kromoplasta.
Ovisno o matriksu u kojem se nalaze karotenoidi, obrada hrane moze poboljsati ili smanjiti
bioiskoristivost karotenoida. Mehanickom obradom hrane; sjeckanjem, guljenjem,
usitnjavanjem, karotenoidi se oslobadaju iz stani¢nih struktura te se ovim putem uvijek
poboljsava bioiskoristivost. Termicka obrada moZe pridonijeti bioiskoristivosti ukoliko su
karotenoidi u kristalicnoj formi. Termicka obrada i prehrana bogata masno¢ama povecavaju

mogucnost otapanja ovih kristali¢a i time Se povecava bioiskoristivost namirnice. S druge
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strane, slobodni karotenodi izlozeni toplini ili ultraljubiastom zracenju cesto podlijezu
degradaciji ili izomerizaciji te im je smanjena bioiskoristivost (Marunica, 2020).

Za karotenoide provitamina A, kao S§to je beta karoten, postoji interes za odredivanje
bioraspolozivosti sa stajalista vrijednosti vitamina A. Glavni dijetalni provitamin A karotenoidi
osim beta karotena su alfa karoten i kriptoksantin. Obi¢no se pretpostavlja da se 50 % takvih
karotenoida koje apsorbira crijevna sluznica podvrgavaju metabolizmu da bi na kraju dali retinil
estere, koji se izluCuju zajedno s preostalim karotenoidima u hilomikronima. Vitamin A
proizveden metabolizmom karotenoida provitamina A apsorbira se isklju¢ivo u obliku retinil
estera povezanih s hilomikronima. Jetra ne izluCuje retinil estere, §to moze rezultirati
nezasi¢enoS¢u skladiSnog kapaciteta jetre. Posljedicno, teoretski je moguce procijeniti prinos
karotenoida provitamina A u crijevima mjerenjem odgovora retinilnog estera u postprandijalnoj
cijeloj plazmi. Medutim, u praksi je to tesko izvedivo zbog niske trenutne koncentracije
hilomikron retinil estera, relativno niske osjetljivosti izravnog odredivanja koncentracije retinil
estera HPLC-om i prisutnosti velikih koli¢ina drugih lipida u ekstrahiranoj plazmi (Parker i
sur., 1999).
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4.2. Polifenoli rajcice

Otpad rajcice (kora, sjemenke i pulpa) sadrzi i znacajne koli¢ine polifenola koji se mogu
koristiti kao prirodni antioksidansi za formulaciju funkcionalne hrane ili kao aditivi u
prehrambenim sustavima za produljenje roka trajanja (Mileti¢, 2017). Utvrdeno je da su koza i
sjemenke rajcice bogatiji izvori polifenolnih spojeva od pulpe (Nour i sur., 2018). Polifenoli su
sekundarni metaboliti biljaka nastali u biosintetskim putevima Sikiminske kiseline,
fenilpropanoida i pentozofosfata (Mileti¢, 2017). Sadrze jedan ili viSe aromatskih prstenova i
jednu ili viSe hidroksilnih skupina u svojoj osnovnoj strukturi. Postoji nekoliko klasa polifenola,
kao $to su fenolne kiseline (hidroksibenzojeva i hidroksicimetna kiselina) 1 flavonoidi
(flavonoli, flavanoni, flavoni, izoflavoni i antocijanidin) koji su sveprisutni u biljkama i
uglavnom su prisutni kao glikozidi. Hidroksibenzojeva kiselina ukljucuje galnu, salicilnu, p-
hidroksibenzojevu, protokatehuinsku, vanilinsku i siringinsku Kiselinu. S druge strane,
hidroksicimetne kiseline ukljucuju ferulinsku, p-kumarnu, klorogensku i sinapinsku kiselinu.
U polifenole ubrajamo i polimere poput lignina, vaznog za strukturu biljke te tanina koji
sudjeluju u obrani biljaka (Garcia i Raghavan, 2021). Na Slici 4. prikazana je podjela polifenola
prema osnovnim strukturalnim karakteristikama

Glavni polifenoli rajéice su derivati hidroksicimetne kiseline, flavanoni, flavonoli i antocijani.
Osim toga, u plodovima rajice takoder su prisutni flavonolni glikozidi poput rutina i
kempferol-3-rutinozida. Naringenin kalkon je glavni polifenol pronaden u rajici s
koncentracijama do 18,2 mg/100g. Flavanon naringenin prisutan je u nizim koncentracijama,
do 1,3 mg /100 g. Kvercetin je glavni flavonol i jedan od najvaznijih flavonoida iz raj¢ice, a
njegov sadrzaj varira od 0,7 do 4,4 mg/100 g u razli¢itim vrstama raj¢ice. Takoder se moZe naci
u glikoziliranom obliku kao rutin, s koncentracijama do 4,5 mg/100g.. Klorogenska kiselina je
glavni polifenol iz obitelji hidroksicimetne Kiseline, a njen sadrzaj u raj¢ici kreée se izmedu 1,4
i 3,3 mg/100g. Ostali flavonoli kao $to su kempferol i miricetin nalaze se u kultiviranoj raj¢ici
u znaéajno manjim koli¢inama, a u ve¢oj mjeri su prisutni u srodnim divljim vrstama (Marti i

sur., 2016).
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Polifenoli

Flavonoidi

hidroksibenzojeve

flavoni
flavanoni p-hidroksibenzojeva

flavanoli protokatehinska

izoflavoni

p-kumarinska

Slika 4. Shematski prikaz podjele polifenola (preuzeto iz Mileti¢, 2017).
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4.2.1. Bioloski ucinci polifenola

Fenolni spojevi pokazuju Sirok raspon fizioloskih svojstava poput antialergijskih, protuupalnih,
antimikrobnih, antioksidativnih, antitrombotskih, kardioprotektivnih, vazodilatornih i
antikarcinogenih ucinaka (Mileti¢, 2017). Posljedi¢no, konzumacija polifenola povezana je s
prevencijom kardiovaskularnih bolesti, neurodegenerativnih bolesti i raka. Ti ucinci na ljudsko
zdravlje ovise o klasi polifenola, konzumiranoj koli¢ini, bioraspolozivosti i izvoru iz kojeg je
ekstrahiran (Garcia 1 Raghavan, 2021). Ovi pozitivni ufinci pripisuju se njihovoj
antioksidativnoj aktivnosti, odnosno sposobnosti uklanjanja slobodnih radikala, za doniranje
atoma vodika ili elektrona, ili kationa keliraju¢ih metala. Primjerice, antioksidacijska aktivnost
kod fenolne kiseline ovisi o broju i poloZaju hidroksilnih skupina u odnosu na karboksilnu
funkcionalnu skupinu (Mileti¢, 2017).

Polifenoli pokazaju brojne u¢inke na tumorogenu transformaciju stanica te na tumorske stanice
in vitro i in vivo pri ¢emu se strukturalno razli¢iti polifenoli razlikuju po svojim
kemoprotektivnim sposobnostima. Primjerice redoslijed mo¢i suzbijanja proliferacije stanica
raka ljudske jetre in vitro 68 razli¢itih vrsta polifenola bio je kalkoni > flavoni > kromoni >
izoflavoni > flavanoni > kumarini (Loa i sur., (2009). Smanjeni rizik obolijevanja od raka dojke
povezuje se s visokim unosom flavonola i flavona, ali nisu nadene znaGajne povezanosti za
druge polifenole rajcice kao Sto su flavanoni i antocijanidini. Prehrana bogata kvercetinom
takoder se povezuje s nizim rizikom od pojave raka dojke u Zena (Knekt i sur., 2002). Cini se
da fenolni spojevi takoder $tite od raka debelog crijeva - velika studija koju su proveli Rossi i
sur. (2006) pokazala je da su dijete s ve¢im unosom flavonola i antocijanidina povezane s nizim
rizikom obolijevanja od raka debelog crijeva. Takoder su dokazani kemopreventivni ucinci
polifenola protiv raka pluc¢a. Rezultati studije koju su proveli Knekt i sur. (1997) pokazali su da
se ovi kemoprotektivni ucinci unosa flavonoida hranom mogu uglavnom pripisati kvercetinu.
Sto se ti¢e raka jetre, Lagiou i sur. (2008) takoder su pronasli kemoprotektivni uginak
prehrambenog unosa flavona (>1,16 mg/dan) na razvoj hepatocelularnog karcinoma kod
pacijenata bez hepatitisa. Takoder je pronadena obrnuta povezanost izmedu konzumacije
flavan-3-ola (>66,3 mg/dan), antocijanidina (>152,7 mg/dan) i ukupnih flavonoida (>358,1 mg/
dan) hranom i pojavnosti i kolangiokarcinoma. Djelovanje kvercetina u studijama in vivo
povezano je s inhibicijom i indukcijom signalnih puteva u stanicama raka jetre te njegovim
snaznim antioksidativnim djelovanjem i posljedi¢nom prevencijom ROS-induciranih mutacija

DNA u kljuénim genima za kontrolu stani¢nog ciklusa. Uz gasenje ROS-a, antioksidativni
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zastitni uc¢inak flavonoida moze biti povezan s njihovom moduliraju¢om aktivnoséu nekoliko
detoksikacijskih enzima kao Sto su lipoksigenaza, ciklooksigenaza, inducibilna sintaza
dusikovog oksida, monooksigenaza, ksantin oksidaza i NADH oksidaza. Stovise, kvercetin
takoder moze djelovati u remodeliranju kromatina i tako ometati epigenetske promjene koje su
vazne u napredovanju raka. Ucinak polifenola na enzime faze I i Il takoder moze modulirati
prokarcinogeni metabolizam. Modulacija molekularnog puta NF-kB jo$ je jedan mehanizam
kemoprevencijskih svojstava polifenola. U tom smislu, kavena kiselina bi inhibirala rast i
metastaze kroz modulaciju ekspresije proteina uklju¢enih uglavnom u NF-kB molekularni put
(Marti i sur., 2016).

Osim kao bioloski aktivne sastavnice polifenoli se u hrani mogu koristiti i u druge svrhe.
Primjerice, predstavljaju jednu od najcesce koristenih grupa bioaktivnih spojeva ekstrahiranih
iz otpada hrane koji se primjenjuju radi o¢uvanja stabilnosti nekih biljnih i Zivotinjskih masti
te bi mogli predstavljati ekoloski prihvatljivu zamjenu sintetskim antioksidansima, kao $to su
butilirani hidroksitoluen i propil galat. Nadalje, fenoli se mogu Koristiti kao dezinficijensi u
prehrambenoj i kemijskoj industriji buduc¢i da pokazuju antimikrobnu u¢inkovitost protiv niza
mikroorganizama znac¢ajnih u kontekstu kvarenja hrane ( E. coli, S. aureus, P. aeruginosa, B.
subtilis i drugi). Medutim, fenoli ekstrahirani iz otpada moraju pro¢i provjeru spektra
antibakterijskog ucinka, kako bi se definirale optimalne koncentracije u hrani i kako ne bi

utjecali na senzorna svojstva kona¢ne hrane (Garcia i Raghavan, 2021).
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4.2.2. Bioraspolozivost polifenola

Vecina polifenola prisutna je u hrani u obliku estera, glikozida ili polimera koji se ne mogu
apsorbirati u prirodnom obliku. Ove tvari moraju hidrolizirati crijevni enzimi ili mikroflora
debelog crijeva prije nego Sto se mogu apsorbirati. Tijekom apsorpcije polifenoli se konjugiraju
u enterocitima, a kasnije u jetri. Ovaj proces uglavnom ukljucuje procese metilacije, sulfatacije
i glukuronidacije. Konjugacija je proces metaboli¢ke detoksikacije koji je zajednicki mnogim
ksenobioticima te ogranic¢ava njihove potencijalne (toksi¢ne) uc¢inke u organizmu i smanjuje im
bioraspolozivost na nafin da olakSava njihovu Zu¢nu 1 urinarnu eliminaciju povecanjem
njihove hidrofilnosti. Mehanizmi konjugacije su vrlo u¢inkoviti, a aglikoni opéenito ili nisu
prisutni u krvi ili su prisutni u niskim koncentracijama nakon konzumiranja nutritivnih doza.
Cirkuliraju¢i polifenoli su konjugirani derivati koji su u velikoj mjeri vezani za albumin.
Polifenoli mogu prodrijeti u tkiva, posebice ona u kojima se metaboliziraju, ali njihovu
sposobnost nakupljanja unutar specifi¢nih ciljnih tkiva potrebno je dodatno istraziti. Polifenoli
i njihovi derivati eliminiraju se uglavnom putem mokrace i zuci. Polifenoli se bilijarnim putem
izluCuju u duodenum gdje u distalnim dijelovima crijeva bivaju podvrgnuti djelovanju
bakterijskih enzima, posebice glukuronidaze, nakon Cega se mogu reapsorbirati. OvO
enterohepaticko recikliranje moze dovesti do duZe prisutnosti polifenola u tijelu (Manach i sur.,
2014).

Ucinkovitost polifenola ovisi o0 njihovoj strukturnoj cjelovitosti kao i o njihovoj
bioraspolozivosti. Apsorpcija polifenola per os je slaba zbog nedovoljnog vremena zadrzavanja
u zelucu, niske intestinalne permeabilnosti i/ili niske topljivosti. Na apsorpciju polifenola iz
hrane prvenstveno utje¢u njihova fizikalno-kemijska svojstva koja su odredena osnovnom
strukturom, stupnjem glikozilacije i/ili acilacije, , konjugacijom s drugim fenolima, veli¢inom
molekule, stupnjem polimerizacije te topljivoséu. Obi¢no je bioraspolozivost ovih prirodnih
spojeva nakon oralne primjene prili¢no niska zbog slabe topljivosti, male permeabilnosti i brzog
metabolizma. Ograni¢ena terapijska ucinkovitost polifenola u pretklinickim i klini¢kim
studijama usko je povezana upravo s njihovom niskom bioraspolozivoséu, (Sto rezultira
subterapijskim koncentracijama na ciljpom mjestu djelovanja i posljedi¢nim izostankom
ucinka). Kako bi se prevladali ovi nedostaci, razvijeni su napredni terapijski sustavi za dostavu
aktivne tvari ¢ime se poboljsava bioraspolozivost i u¢inkovitost polifenola (Parisi i sur., 2014).
Sadrzaj fenola u raj¢ici znacajno je uvjetovan tehnikom uzgoja, genotipom i uvjetima

skladistenja. U veéini voéa i povrca (pa tako i u rajcici) fenolni spojevi su uglavnom vezani za
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stani¢nu stijenku te stoga neke metode procesuiranja (osobito one koje uzrokuju pucanje
stani¢nih stijenki), mogu povecati bioraspolozivost fenolnih spojeva. (Laranjeira i sur., 2022).
Bioraspolozivost polifenola znacajno varira ovisno o strukturalnim karakteristikama. lako ih
ima u velikoj koli¢ini u nasoj prehrani, proantocijanidini se vrlo slabo apsorbiraju ili se uopce
ne apsorbiraju, pa je njihovo djelovanje ograni¢eno na lumen crijeva. Cini se da isto vrijedii za
antocijane, osim ako neki od njihovih metabolita jo$ nisu identificirani, ali se dobro apsorbiraju.
Unosi monomernih flavonola, flavona i flavanola prehranom relativno su niski, a koncentracije
u plazmi rijetko prelaze 1 mol/L zbog ve¢ spomenute ograni¢ene apsorpcije i brze eliminacije.
Flavanoni i izoflavoni su flavonoidi s najboljim profilima bioraspoloZivosti, a koncentracije u
plazmi mogu dose¢i 5 mol/L. Medutim, distribucija ovih tvari ograni¢ena je na agrume 1 soju.
Naposljetku, hidroksicimetne kiseline nalaze se u raznim namirnicama, ¢esto u visokim
koncentracijama, ali esterifikacija smanjuje njihovu crijevnu apsorpciju.

Kao opce pravilo, metaboliti polifenola brzo se eliminiraju iz plazme, Sto ukazuje da je
svakodnevna konzumacija biljnih proizvoda neophodna za odrzavanje visoke koncentracije
metabolita u krvi (Manach i sur., 2004).

Kiselost u zelucu ¢ini fenolne spojeve stabilnima i poboljSava oslobadanje pojedinih spojeva iz
matriksa hrane. U luznatom pH tankog crijeva moguce su strukturalne promjene strukture
polifenola ili nastajanje kompleksa s proteinima ili probavnim enzimima §to moze znacajno
utjecati na biodostupnost.

Biodostupnost fenolnih spojeva i drugih antioksidansa iz matriksa hrane je klju¢na za njihovu
bioraspolozivost 1 biolosku ucinkovitost buduci da se samo komponente oslobodene iz matrice
hrane mogu apsorbirati i u organizmu ostvariti svoje u¢inke (Santos i sur., 2019).
Bioraspolozivost polifenola odreduje nekoliko ¢imbenika kao $to su , intestinalna apsorpcija,
stope glukuronidacije i izluCivanja iz enterocita, metabolizam u jetri, farmakokineticka
svojstva, bioloska aktivnost i raspodjela cirkuliraju¢ih metabolita, vezanje na albumin,
intracelularne koncentracije i metabolizam, nakupljanje u tkivima, izlu¢ivanje putem zuéi i
urina, te metabolizam neprobavljive frakcije djelovanjem crijevne mikroflore te
bioraspolozivost i bioloska u¢inkovitsot metabolita. Stoga je potencijal primjene 1 u€inkovitost
polifenola vrlo tesko predvidati. Neki se polifenoli mogu manje ucinkovito apsorbirati od
drugih, ali unato¢ tome postizu ekvivalentne koncentracije u plazmi (npr. zbog manjeg
izlu¢ivanja u lumen crijeva i slabijeg metabolizma i eliminacije).

Bolje poznavanje bioraspolozivosti bitno je za istraZivanje u¢inaka polifenola na zdravlje, bez
obzira na pristup koji se koristio. Cinjenica da aglikoni nisu vazni metaboliti u krvi zbog

opsezne intestinalne i jetrene konjugacije do sada je uglavnom zanemarena, a mnoge in vitro
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studije o mehanizmima djelovanja polifenola i dalje se koncentriraju na aglikone ili glikozide,
a ne na identificirane metabolite, Cesto u koncentracijama koje se realno ne mogu posti¢i u
tijelu. Stoga je bitno potvrditi u¢inke primije¢ene s aglikonima kroz studije koje koriste
fizioloske koncentracije metabolita koji se stvarno nalaze u tijelu. Osim toga U budué¢im
studijama potrebno je ispitati aktivnosti metabolita polifenola koji nastaju djelovanjem crijevne
mikroflore Klinicke studije bit ¢e od velike pomoc¢i u istraZivanju utjecaja polifenola na
zdravlje, pod uvjetom da su dostupni adekvatni biomarkeri. Bolje poznavanje nekih varijabli
bioraspolozivosti polifenola, poput kinetike apsorpcije, nakupljanja i1 eliminacije, olaksat ¢e
dizajn takvih studija. IstraZivanja bioraspoloZivosti polifenola moraju nam u konacnici
omoguciti odredivanje metabolicki dostupne frakcije aktivnog polifenola kako bi se te
vrijednosti u epidemioloskim studijama mogle korelrati s opazenim ucincima na zdravlje.

(Manach i sur., 2014).
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4.3. Pektini

Pektine mozemo definirati kao smjesu polimernih oblika polisaharida koji se nalaze u stani¢noj
stijenci biljnog tkiva. Pektini se Siroko koriste u prehrambenoj, farmaceutskoj i biotehnoloskoj
industriji. Svestrana primjena pektina proizlazi iz njegove slozene molekularne strukture,
razliite raspodjele duljina lanaca (uglavnom monosaharida), stupnja metil esterifikacije i
hidrodinami¢kog radijusa (Nawaz i sur., 2021). Okosnicu njihove strukture ¢ini D-
galakturonska kiselina, izomer D-glukuronske kiseline. Ona moze postojati u tri polimerna
oblika od kojih je prvi homogalakturonan; linearni polimer sastavljen od podjedinica
galakturonske kiseline povezanih o-1-4 glikozidnom vezom. Drugi polimerni oblik je
ramnogalakturonan I; ponavljaju¢i disaharid kojeg ¢ine galakturonska kiselina i ramnoza
povezane a-1-2 glikozidnom vezom. Posljednji polimerni oblik naziva se ramnogalakturonan
IT s homogalakturonskom osnovom na koju su vezani brojni kompleksni bo¢ni lanci sacinjeni
od ramnoze i ostalih neutralnih Secera. Dakle, smatra se da su pektini sastavljeni od barem 17
vrsta monosaharida od kojih prevladava D-galakturonska kiselina, a odmah za njom slijede
ramnoza, D-galaktoza i L-arabinoza (Mari¢ i sur., 2018). U bo¢nim lancima pektina pojavljuju
se 1 drugi neutralni Seceri poput D-ksilopiranoze, D-glukopiranoze i L-fukopiranoze, dok se D-
apioza, 2-0-metil-D-ksiloza i 2-0-metil-fukoza pojavljuju vrlo rijetko (Caffal i Mohnen, 2009).
Polimerni oblik najzastupljeniji u stani¢noj stijenci biljaka je homogalakturonan Ccije
karboksilne skupine na C6 poloZzaju mogu biti metil esterificirane te O-acetilirane na polozaju
02 i 03. Slika 5. prikazuje homogalakturonan i polozaje u strukturi na kojima moze do¢i do O-
acetilacije i metil esterifikacije. Na Slici 6. moze se vidjeti shematski prikaz strukture pektina i

razliciti tipovi polisaharida koji ju mogu ¢initi.
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Slika 6. Shematski prikaz strukture pektina (preuzeto iz Harholt i sur., 2010)
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4.3.1. Ekstrakcija pektina

Pektini se industrijski dobivaju uglavnom iz kore citrusnog voca i komine jabuke. Medutim, od
nedavno se istrazuju i neki netradicionalni izvori pektina kao §to su voce i povrée ili
nusproizvodi prehrambene industrije (Alancay i sur., 2017). Posebna paznja u tom smislu
pridaje se ostacima industrijske prerade rajéice. Dosadasnja istraZivanja pokazuju da komina
raj¢ice ima potencijal kao industrijski interesantan izvor pektina te da podrijetlo uzorka i na¢in
procesuiranja rajcice imaju znacajan ucinak na prinose i kvalitetu ekstrahiranih pektina (Dranca
i Oroian, 2018).

Za ekstrakciju pektina iz biljnog materijala primjenjuje se viSe razli¢itih metoda. PronalaZenje
najprikladnije ekstrakcijske metode ima velik znacaj u povecanju prinosa i kvalitete samog
proizvoda (Maric i sur., 2018). Medu ekstrakcijskim sredstvima koja se koriste za dobivanje
pektina mogu se spomenuti voda, etilendiamintetraoctena kiselina (EDTA) ili
cikloheksandiamintetraoctena kiselina (CDTA), vruca razrijedena kiselina i luZine. U pektinu
ekstrahiranom keliraju¢im agensom ostaje odredena koli¢ina agensa koja ¢e utjecati na
funkcionalnost pektina, dok ekstrakcija luzinom osigurava dobivanje pektina s niskim stupnjem
esterifikacije i smanjenom duljinom lanca. Ekstrakcija pektina pomocu vode je atraktivan
ekoloski prihvatljiv proces, jer ne stvara otpad. Industrija preferira upotrebu vruce razrijedene
kiseline kao sredstva za ekstrakciju zbog najveceg prinosa 1 kvalitete u odabranim uvjetima
ekstrakcije (Alancay i sur., 2017). U tu svrhu najcesce se koriste 0,05-2 M sumporna-, nitratna-
, fosforna-, octena- ili klorovodi¢na kiseline uz kontinuirano mijeSanje 1-2 sata na
temperaturama od 80 do 100 °C. Uspjesnost konvencionalnih ekstrakcijskih tehnika ovisi 0
brojnim ¢imbenicima kao $to su temperatura, pH vrijednost, svojstva otapala, brzina difuzije te
stoga mozemo zakljuciti kako je ovaj korak kljucan i ima najvecu mogucénost prilagodbe raznih
parametara u cilju optimizacije same metode kako bismo smanjili degradaciju, depolimerizaciju

i deesterifikaciju samih pektina (Mari¢ i sur., 2018).
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4.3.2. Karakterizacija pektina

Vazno je objasniti parametre koji su povezani sa strukturom i ukazuju na kvalitetu samih
pektina i mogucénost ispoljavanja svojstava koja ¢e odrediti daljnju primjenu. Pektini se
upotrebljavaju kao stabilizatori, sredstva za geliranje i sredstva za zgusnjavanje (Dranca i
Oroian, 2018). Jedan od parametara kojima mozemo okarakterizirati pektine je ekvivalentna
masa. Sto je ekvivalentna masa ve¢a, moguénost pektina da formira gel je bolja. Ona varira
ovisno o uvjetima ekstrakcije te ¢e prilikom duZeg izlaganja pektina viSem temperaturama
zasigurno biti manja (Kute 1 sur., 2020). Drugi vazan parametar koji opisuje vrijeme potrebno
da pektin formira gel je metoksilni ostatak (udio metoksilnih skupina naspram ukupne mase
pektina). Pektine sa metoksilnim udjelom veéim od 7% karakteriziramo kao visoko
metoksilirane pektine (HM) dok one s nizim vrijednostima od 7% kao nisko metoksilirane (LM)
(Mohamed, 2016). Sljede¢i bitan parametar je stupanj esterifikacije koji predstavlja udio
esterificiranih karboksilnih skupina jedinica galakturonske Kkiseline. Razlikujemo visoko
esterificirani pektin sa stupnjem esterifikacije visSim od 50% 1 nisko esterificirani pektin sa
stupnjem esterifikacije nizim od 50% (Mari¢ 1 sur., 2018). Nisko esterificirani pektin podlijeze
ionotropnom geliranju u prisutnosti polivalentnih kationa kao $to su Ca?* i Zn?*, ali na proces
stvaranja gela takoder mozemo utjecati i promjenom temperature i pH vrijednosti. Budu¢i da
samo disocirane karboksilne skupine sudjeluju u povezivanju s ionima, pH potreban za
formiranje gela bit ¢e visi od onog potrebnog kod visokoesterificiranih pektina gdje karboksilne
skupine trebaju ostati nedisocirane. Cvrstoca gela izravno je povezana s metoksilnim ostatkom
budu¢i da on ukazuje na zauzetost karboksilnih skupina koje povezivanjem s ionima doprinose
formiranju gela. Stoga, niskoesterifcirani pektini s manjom vrijednocu metoksilnog ostatka
zahtijevaju manje koli¢ine prisutnih iona za formiranje gela od onih s vrijednosti metoksilnog
ostatka ve¢om od 7%. Proces geliranja visoko esterificiranog pektina ukljucuje nekoliko vrsta
intramolekularnih interakcija koje se uspostavljaju u prisutnosti Secera i kiselina (Lofgren,
2000). Visoko esterificirani pektin ne podlijeZe procesu ionotropnog geliranja u prisutnosti
polivalentnih kationa zbog niskog udjela slobodnih karboksilnih skupina (Bayon i sur., 2017).
Posljednji bitan parametar koji ¢e utjecati na krajnju primjenu ekstrahiranog pektina je udio
anhidrouronske (galakturonske) kiseline koji ukazuje na Cisto¢u pektina i ne bi smio iznositi
manje od 65 % ako se pektin primjenjuje u farmaceutske svrhe ili kao prehrambeni aditiv
(Khamsucharit i sur., 2017). Nizak udio galakturonske kiseline ukazuje na prisutnost proteina,

Skroba i Secera u precipitiranom pektinu (Mohamed, 2016).
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4.3.3. Primjena i bioloski ucinci pektina

Pektini se ve¢ dugi niz godina primjenjuju u prehrambenoj industriji kao geliraju¢a sredstva u
proizvodnji dzemova i Zelea. Pri tome visoko esterificirani pektin zahtijeva prisutnost Secera,
vode i kiseline da bi mogao formirati gel i uglavnom se koristi u proizvodnji dzemova, jogurta
i pekarskih proizvoda. Budu¢i da niskoesterificirani pektin moze formirati gel u prisutnosti
kationa (najc¢esce se u tu svrhu formulaciji dodaje kalcij) prikladan je za primjenu u dijetetskim
proizvodima (Tan 1 Nie, 2020). Pektini se takoder dodaju u formulacije proizvoda koji se
podvrgavaju procesima smrzavanja i odmrzavanja te kao stabilizatori pri proizvodnji
alkoholnih pic¢a (Jagodic, 2021).

U novije vrijeme na vaznosti dobiva primjena pektina u medicini 1 farmaceutskoj industriji.
Ustanovljeno je da pektini imaju hipokolesterolemijska svojstva, ali se zbog visokog kapaciteta
geliranja ne mogu se ukljuciti u prehrambene proizvode u viSim koncentracijama jer negativno
utjeCu na senzorna svojstva proizvoda. Pektin zaobilazi proces enzimske probave u tankom
crijevu, ali ga mikroflora debelog crijeva lako razgraduje. U ljudskom probavnom traktu pektin
vezuje vodu i formira gel, $to u konaénici dovodi do vezanja iona i Zu¢nih kiselina. Sposobnost
pektina da stvara gel smatra se mogué¢im mehanizmom njegovih korisnih u¢inaka na zdravlje,
poput poboljSanog metabolizma kolesterola i lipida, poboljSanog praznjenja zeluca i
hipoglikemijskog uc¢inka. Pektini se takoder istrazuju u prevenciji ili lijeCenje bolesti kao $to su
crijevne infekcije, ateroskleroza 1 pretilost. U muskaraca s hiperlipidemijom, pektin je povezan
sa smanjenjem vlacne Cvrstoée fibrina i pove¢anjem propusnosti fibrina. Fibrin je vlaknasti,
neglobularni protein ukljuen u zgruSavanje krvi. Kvaliteta fibrina smatra se vaznim
¢imbenikom rizika povezanim s aterosklerozom, mozdanim udarom i koronarnom bolesti srca.
Razgradnjom pektina u debelom crijevu nastaju kratkolan¢ane masne kiseline, ukljucujuci i
octenu, za koju se pretpostavlja da ulazi u perifernu cirkulaciju i mijenja strukturu fibrina.
Pektin djeluje kao prirodna profilakticka tvar protiv Stetnog djelovanja toksi¢nih kationa.
Snazan je u vezivanju i uklanjanju olova i zive iz gastrointestinalnog trakta. Intravenska
injekcija pektina smanjuje vrijeme zgrusavanja krvi 1 kontrolira hemoragiju ili krvarenje. Pektin
je takoder ucinkovit u lijeCenju proljeva zbog svog baktericidnog djelovanja. Pektin usporava
brzinu probave komponenti hrane u crijevima imobilizacijom komponenti hrane, $to rezultira
slabom apsorpcijom hrane. Takoder se smatra da pektin ima potencijalnu ulogu u prevenciji
raka (Mudgil, 2017). U kolonu podlijeze razgradnji djelovanjem bakterija prilikom ¢ega nastaju

kratkolan¢ane masne kiseline koje su hrana kolonocitima. Na taj se nacin osnazuju imunogena
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svojstva kolonocita te stoga dostatatan unos pektina moze biti prevencija kolitisu i raku debelog
crijeva (Guillon i Champ, 2000). Na animalnim modelima je dokazano da pektini mogu
sprijeciti Sirenje metastaza i rast primarnog tumora. Mehanizam je sljedeci: galektin-3 Kkoji je
ukljucen u nekoliko faza progresije tumora, angiogeneze i odgovora na citotoksi¢ne lijekove
prepoznaje galakturonsku podjedinicu pektina, veze se za nju i na taj nacin se inhibira. Stoga,
modificirani pektini, u kombinaciji sa citotoksi¢énim lijekovima, imaju velik potencijal u
poveéanju ucinkovitosti konvencionalne kemoterapije (Munarin i sur., 2012). Nadalje,
sigurnost 1 ucinkovitost lijekova moze biti poboljSana vezanjem aktivne supstance na nosa¢ od
bioloSkog materijala. Prirodni polimeri su se za ve¢inu na¢ina dostave lijeka pokazali kao
inertni 1 biokompatibilni nosaci. Novije studije ukazuju da niskoesterifcirani pektini u nazalnim
pripravcima s kontroliranim oslobadanjem pokazuju mukoadhezivni svojstva koja se temelje
na vodikovim vezama izmedu mucina i slobodnih karboksilnih skupina pektina. U novije
vrijeme, bioaktivne komponente poput vitamina, 13 minerala, karotenoida i esencijalnih ulja
podlijezu nano-inkapsulaciji u svrhu zastite 1 povecanja bioraspolozivosti, topljivosti i
permeabilnosti. Pektin ima obecavaju¢u ulogu kao inkapsulacijski materijal budu¢i da djeluje
kao stabilizator emulzija i posjeduje geliraju¢a svojstva. Osim toga, ovisno o stupnju
esterifikacije i metoksilnom udjelu pektini imaju razli¢itu hidrofobnost. Visoko metoksilirani
pektini su izrazito hidrofobni i mogu stupati u interakcije s hidrofobnim molekulama kao Sto su
antiobiotici 1 neki vitamini te na taj nacin poboljSavaju uklapanje lijeka u matriks 1 osiguravaju

kontrolirano oslobadanje (Rehman i sur., 2019).
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4.4. Metode ekstrakcije bioaktivnih spojeva iz sekundarnih
sirovina

Otpad rajéice bogat je izvor bioaktivnih spojeva kao $to su karotenoidi, tokoferoli, polifenoli,
masne kiseline, steroli i terpeni. Ekstrakcija ovih bioaktivnih tvari izazovan je i vazan zadatak
za njihov povratak u industrijske lance primjenom koncepta kruznog gospodarstva kako bi se
mogli koristiti za novonastale trendove ljudske potraznje (Vilas-Boas i sur., 2021).

Sve tehnike ekstrakcije imaju iste ciljeve - izdvojiti ciljani bioaktivni spoj iz slozene biljne
matrice, povecati selektivnost I osjetljivost analiticke metode te osigurati ponovljivost (Smith
2003). Mnogo je ¢imbenika koji mogu utjecati na uc€inkovitost ekstrakcije, kao Sto su tlak,
temperatura, matrica sirovine i Kkarakteristike otapala (Garcia i Raghavan., 2022).
Agroindustrijski ostaci bogati su celulozom, hemicelulozom i ligninom. Ovi polimeri ometaju
postupke ekstrakcije pa se stoga moraju provesti neki postupci prethodne obrade za pravilnu
ekstrakciju bioaktivnih tvari iz otpada hrane.

Fizicka prethodna obrada ukljuuje smanjenje veli¢ine mljevenjem, obradu parom,
hidrotermolizu, mikrovalne i ultrazvucne tretmane. Kemijska prethodna obrada ukljucuje
tretman s alkalijama, kiselinama, kalcijevim hidroksidom, amonijakom, organskim otapalima i
vodikovim peroksidom.

Bioloska prethodna obrada ukljucuje izravno tretiranje enzimima ili mikroorganizmima koji
proizvode enzime koji mogu razgraditi celulozu i lignin (Arun i sur., 2020).

Bioaktivni spoj se moze ekstrahirati iz otpada hrane konvencionalnim (maceracija, Soxhlet
ekstrakcija i hidrodestilacija) ili nekonvencionalnim tehnikama (ekstrakcija superkriti¢nim
fluidom, mikrovalno potpomognuta ekstrakcija, ultrazvucno potpomognuta ekstrakcija,
enzimski potpomognuta ekstrakcija, ekstrakcija primjenom pulsirajuéeg elektricnog polja,

ekstrakcija subritiécnom vodom) (Garcia i Raghavan., 2022).
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4.4.1. Konvencionalne metode ekstrakcije

Osnovno nacelo konvencionalnih ekstrakcijskih tehnika je ekstrahiranje odgovaraju¢im
otapalom moguce uz primjenu topline (Zhang i sur., 2018). Neke ¢este konvencionalne metode
ekstrakcije ukljucuju Soxhlet ekstrakciju, hidrodestilaciju te maceraciju.

Odabir otapala kljuan je u procesu ekstrakcije. Alkoholi (metanol i etanol) su najcesce
koriStena otapala za ekstrakciju bioaktivnih spojeva u konvencionalnim metodama (Tiwari,
2015). Baysal i sur. (2000.) upotrijebili su etanol za ekstrakciju likopena i f-karotena iz komine
rajcice koja je sadrzavala susenu 1 zgnjecenu koZicu 1 sjemenke ploda zajedno sa superkriticnim
CO: sto je rezultiralo iskoristenjem do 50% (Kumar i sur., 2017).

Bandar 1 sur. (2013) otkrili su da je od razli€itih organskih otapala koriStenih u njihovoj studiji,
etanol bio najucinkovitiji, proizvodeci najveci prinos ekstrakcije, a heksan je dao najmanji
prinos u ekstrakciji bioaktivnih spojeva konvencionalnim metodama (Kumar i sur., 2017).
Osim alkohola, za ekstrakciju se mogu koristiti i klorirana otapala kao $to su kloroform,
ugljikov tetraklorid 1 klorobenzen, te neklorirana otapala, kao $to su aceton i acetonitril (Tiwari,
2015). Vecina polifenola otapa se u polarnim otapalima, dok ¢e nepolarna otapala poput
heksana i acetona pomoci u ekstrakciji lipida i ulja (Salim, 2017). Preferirana su otapala s
niskom toksi¢nos¢u, niskim vreliStem i1 sposobnos¢u brzog prijenosa mase. Veliina Cestica
takoder utjece na u¢inkovitost ekstrakcije.

Stupanj usitnjenosti sirovine vrlo je vazan -manje Cestice osiguravaju bolje prodiranje otapala;
s druge strane, ako je veli¢ina Cestica uzorka premalena, naknadni proces filtracije bit ¢e oteZan
(Zhang i sur., 2018). Temperatura takoder igra vaznu ulogu - visoke temperature povecavaju
topljivost i difuziju, ali mogu uzrokovati gubitak otapala ili uzrokovati razgradnju
termoosjetljivih spojeva (Garcia i Raghavan, 2022).

Konvencionalna ekstrakcija otapalom ima svoje prednosti - u usporedbi s drugim metodama
jeftinija je i jednostavnija. S druge strane, konvencionalne ekstrakcijske tehnike karakteriziraju
velika potrosnja otapala, visoki energetski zahtjevi, toplinska degradacija toplinski labilnih
komponenti i predugo trajanje ekstrakcije. Neki primjeri ovih tehnika su Soxhlet ekstrakcija,

hidrodestilacija i maceracija (Dhua i sur., 2022).
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4.4.1.1. Soxhlet ekstrakcija

Ekstrakcija po Soxhletu radi na principu osmoze i difuzije, uz zagrijavanje sustava. Radi se o
kontinuiranoj ekstrakciji $to pomaze brzom otapanju Zeljenih komponenata (Arun i sur., 2020).
Izvorno je dizajnirana za ekstrakciju lipida iz ¢vrstog materijala. U Soxhletovom ekstraktoru
pare otapala se kondenziraju u komoru s uzorkom i pomocu sifona prelijevaju nazad u tikvicu.
Pri svakom ciklusu otopi se dio Zeljene komponente koja se koncentrira u tikvici. Isparavanjem
otapala pod vakuumom dobije se Cista tvar (Www glossary.periodni.com). Na Slici 7. nalazi se
graficki prikaz aparature za Soxhlet ekstrakciju.

Ekstrakcija po Soxhletu tehnika je koja u izvedbi nadilazi druge konvencionalne tehnike
ekstrakcije osim u sluc¢aju ekstrakcije termolabilnih spojeva. U¢inkovitost ove metode (kao i
svih drugih tehnika ekstrakcije) ovisi o karakteristikama biljke i veli¢ini Cestica buduéi da
unutarnja difuzija mozZe biti ograniavaju¢i korak tijekom ekstrakcije. Prednosti Soxhlet
ekstrakcije ukljucuju kontinuirani kontakt svjezeg otapala s ¢vrstom matricom i odsutnost
koraka filtracije nakon ispiranja. S druge strane, vrijeme ekstrakcije je dugo, potrosene su velike
koliCine otapala, ne moZe se osigurati mijesanje i postoji velika moguénost termicke razgradnje
karotenoida jer se ekstrakcija obi¢no dogada na tocki vrenja otapala dulje vrijeme. Soxhlet
ekstrakcija uglavnom se primjenjuje kao laboratorijska tehnika ili tehnika ekstrakcije na mikro
skali (Strati i sur., 2014).

U studiji koju su proveli Giuffré i Capocasale (2015) Soxhlet ekstrakcija petroleterom koristena

je za dobivanje ulja iz sjemenki rajcice.
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Slika 7. Grafi¢ki prikaz aparature za Soxhlet ekstrakciju (preuzeto iz Nikoli¢, 2018)

4.4.1.2. Hidrodestilacija

Hidrodestilacija je destilacija kojom se iz biljnog materijala obradom pomocu vode ili vodene
pare dobivaju eteri¢na ulja i hidrolat. Destilacija kao metoda izolacije eteri¢nih ulja temelji se
na zagrijavanju biljnog materijala u vodi ili u prisustvu vodene pare. Porast temperature dovodi
do isparavanja hlapljivih spojeva koji se potom kondenziraju. Osnovni nedostatak destilacije je
nepovoljni utjecaj poviSene temperature pri cemu mogu nastati, a najées¢e i nastaju, spojevi
koji izvorno nisu prisutni u biljnom materijalu iz kojeg se izoliraju hlapljivi spojevi. Takvi
spojevi nazivaju se artefaktima, a nastaju dekompozicijom (razgradnjom) ili medusobnom
reakcijom individualnih isparljivih spojeva prisutnih u biljnom materijalu. Kondenzirana voda
zajedno sa djelomi¢no otopljenim ili emulgiranim komponentama eteri¢nog ulja naziva se
hidrosol ili hidrolat, a takoder se koristi kao mirisni proizvod osobito u kozmetici (ruZina voda,
lavandina voda i dr.). U industrijskim pogonima najéesce se koristi parna destilacija koja se

primjenjuje za izolaciju eteri¢nih ulja iz svjezeg biljnog materijala. Prednost parne destilacije
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je, osim $to iskljucuje toplinsku razgradnju i nastajanje artefakata, to Sto smanjuje moguénost

od pozara. (Zili¢, 2019).

4.4.1.3. Maceracija

Maceracija je postupak iscrpljivanja (ekstrakcije) djelotvornih tvari iz usitnjenih biljnih droga
pri sobnoj temperaturi tijekom 24 sata. Kao otapalo koristi se destilirana voda, heksan, alkohol,
eter, ocat, vino ili smjesa tih tekuc¢ina. Usitnjena droga u obliku praska prelije se otapalom
(ekstraktnim sredstvom). Nakon iscrpljivanja odvoji se ekstraktna tekuc¢ina od iscrpljene droge.
Ekstraktna tekucina ostavi se nekoliko dana na hladnome mjestu, zaSticenom od svjetla, da se

izbistri, a zatim se filtrira (www.enciklopedija.hr).

U studiji koju su proveli Kehili i suradnici (2017.) usporedivala se u¢inkovitost superkriticne
CO: ekstrakcije likopena kao uljne smole iz nusproizvoda kore rajCice iz tuniske industrije s
onom konvencionalne ekstrakcije maceracijom pomocu heksana, etil acetata i etanola. Rezultati
ove studije pokazali su da je tehnika superkriticne CO> ekstrakcije dovela do znacajno veceg
prinosa likopena. Medu tri primijenjena otapala, heksan je uocen kao najprikladnije otapalo za
ekstrakciju likopena (50,83%), dok su etil acetat i etanol doveli do nizih, ali prili¢no sliénih
prinosa likopena, od 26,74% odnosno 23,75% (Kehili i sur., 2017). Usporedno, studija Stratija
1 Oreopouloua (2011.) istrazivala je prinose ekstrakcije likopena koriStenjem maceracije s
heksanom, acetonom, etil acetatom i etanolom. Rezultati ove studije takoder su otkrili da su
najnizi (66%) 1 najveci (84%) prinosi ekstrakcije likopena dobiveni koriStenjem etanola i
heksana. Ova se ¢injenica moze objasniti uglavnom na temelju polariteta otapala i hidrofobnog
afiniteta likopena (Strati i Oreopoulou, 2011). Budu¢i da je likopen hidrofobni pigment, on se
puno bolje otapa u heksanu koji ima najnizi polaritet u usporedbi s etil acetatom 1 etanolom

(Kehili i sur., 2018).
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4.4.2. Zelene ekstrakcijske tehnike

Kako bi se prevladali nedostaci konvencionalnih tehnika ekstrakcije razvijene su druge metode
ekstrakcije koje karakterizira krace vrijeme ekstrakcije, bolja u¢inkovitost i selektivnost, kao i
koriStenje manjih koli¢ina otapala. Te se tehnike nazivaju nekonvencionalnim ili tehnikama
zelene ekstrakcije (Mena-Garc i sur., 2019). Naziv "zelena ekstrakcija™" koristi se zbog manje
potro$nje energije, primjene netoksi¢nih otpala, obnovljivih sirovina i kraéeg trajanja
ekstrakcije. Ove metode ekstrakcije su novi trendovi za dobivanje bioaktivnih spojeva iz
mnogih biljnih izvora ukljucuju¢i otpad hrane buduci da predstavljaju odrzivu opciju u
usporedbi s konvencionalnim tehnikama ekstrakcije.

Nekonvencionalne tehnike ekstrakcije slijede niz principa, kao $to su inovacija u odabiru
obnovljivih biljnih izvora kao $to je otpad hrane, koriStenje alternativnih otapala, smanjenje
energije, proizvodnja koprodukata te dobivanje biorazgradivog i Cistog ekstrakta. Vecina
organskih otapala su hlapljiva, zapaljiva, pa Cak 1 otrovna. KoriStenje alternativnih otapala
dobra je opcija za zamjenu petrokemijskih otapala. Medutim, neka alternativna otapala imaju
ogranicenja, poput visoke viskoznosti 1 visoke toCke vreliSta. Prinos ekstrakcije ovisit ¢e o
nekoliko ¢imbenika, kao $to je dizajn procesa, odabir otapala i vrsta matrice. Nove tehnike
ekstrakcije takoder se mogu koristiti kao predtretman ili u kombinaciji s alternativnim
otapalima za poboljSanje ekstrakcije. Neki primjeri ovih tehnika su ekstrakcija superkriti¢nim
fluidom, mikrovalno potpomognuta ekstrakcija, ultrazvu¢no potpomognuta ekstrakcija,
enzimski potpomognuta ekstrakcija, ekstrakcija primjenom pulsirajuceg elektricnog polja, te

ekstrakcija subriticnom vodom (Garcia i Raghavan, 2022).

4.4.2.1. Ekstrakcija superkriticnim fluidom

Ekstrakcija superkritiénim fluidom ekoloski je prihvatljiva tehnika i obi¢no se koristi za
ekstrakciju bioaktivnih spojeva iz prirodnih izvora kao §to su biljke, nusproizvodi hrane, alge 1
mikroalge. Superkriti¢ni ugljikov dioksid (SC-CO) atraktivna je alternativa organskim
otapalima budu¢i da nije eksplozivan, netoksi¢an je i jeftin. Posjeduje sposobnost solubilizacije
lipofilnih tvari 1 moZe se lako ukloniti iz kona¢nih proizvoda.

Tijekom procesa ekstrakcije, sirovina se stavlja u spremnik za ekstrakciju opremljen

regulatorima temperature i tlaka za odrZavanje potrebnih uvjeta. Nakon toga, spremnik za
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ekstrakciju je pod pritiskom tekuc¢ine pomoc¢u pumpe. Nakon §to se tekucina 1 otopljeni spojevi
transportiraju u separatore produkti se skupljaju kroz slavinu koja se nalazi u donjem dijelu
separatora. Na kraju, tekucina se regenerira i kruzi ili ispusta u okolis. Odabir superkriti¢nih
fluida vrlo je vazan za pravilno funkcioniranje ovog procesa i Sirok raspon spojeva moze se
koristiti kao otapalo u ovoj tehnici (Kumar i sur., 2017). Superkriti¢ni fluidi imaju privremena
fizikalno-kemijska svojstva (viskoznost, difuznost, gustoca, dielektricna konstanta itd.) izmedu
tekucina i plinova. Iznad kriti¢ne tocke viskoznost superkriti¢nih fluida je niska, a difuznost
visoka. Promjenom temperature i tlaka mogu se prilagoditi fizikalno-kemijska svojstva
superkriti¢nih fluida. Njihova gustoca takoder se moZe modificirati promjenom temperature 1
tlaka kako bi se povecala topljivost ciljnih spojeva. Superkriticni fluidi imaju poboljSanu
mogucnost transporta, stoga mogu lako difundirati u ¢vrste tvari i dati brzu stopu ekstrakcije.
Tvari koje se koriste kao superkriti¢ni fluidi su CO2, voda, amonijak i ugljikovodici poput
propana, etana i fluoriranih ugljikovodika (Dhua i sur., 2022).

CO:2 je najcesce koriSteno otapalo za ekstrakciju superkriti¢nim fluidom te ima kriti¢nu
temperaturu i tlak od 31 °C i 74 bara i nudi stabilne radne uvjete za tlakove izmedu 100 do 450
bara. Medutim, zbog niske polarnosti CO», ekstrakcija je uglavnom ograni¢ena na nepolarne
spojeve. Kako bi se prevladalo ovo ograni¢enje moze se dodati kemijski modifikator za
poboljsanje polariteta kao $to je etanol, metanol, voda i aceton (Garcia i Raghavan, 2022).
Koristenje CO2 pomaze u izbjegavanju njegovog ispustanja u atmosferu i minimiziranju efekta
staklenika. Zbog toga se ekstrakcija superkritiénim fluidom smatra ekoloski prihvatljivom
tehnologijom (Dhua i sur., 2022).

Bioaktivni spojevi mogu se ekstrahirati ovom tehnikom uz visoke prinose ekstrakcije. Rezultati
pokazuju da se likopen moze sa znacajnim uspjehom ekstrahirati iz nusproizvoda industrije
prerade rajéice ekstrakcijom superkriti¢nim fluidom uz koristenje CO2 bez upotrebe suotapala.
Utvrdeno je da su i temperatura 1 tlak utjecali na ekstrakciju likopena te da je optimalna
kombinacija temperature i tlaka, 86 °C i 34,47 MPa, rezultirala ekstrakcijom 61,0% likopena

prisutnog u uzorku Koristenjem 500 mL CO» na protok od 2,5 mL/min. (Rozzi i sur., 2002).
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4.4.2.2. Ekstrakcija potpomognuta mikrovalovima

Ekstrakcija potpomognuta mikrovalovima inovativna je i zelena ekstrakcijska tehnologija koja
se kombinira s konvencionalnim tehnikama ekstrakcije koje ukljucuju otapala za ekstrakciju
razli¢itih ciljanih spojeva. Zahvaljujuéi umjerenim kapitalnim troskovima, dobrim
performansama u atmosferskim uvjetima i posebnom mehanizmu zagrijavanja, ova ekstrakcija
vodeca je i najSire prihvacena alternativna tehnika konvencionalnim metodama ekstrakcije.
Prednosti ovog procesa su: skraceno vrijeme ekstrakcije, niska potroSnja energije, poveéani
prinos, smanjena upotreba otapala, zadrzavanje cjelovitosti ekstrahiranih spojeva, ekstrakcija i
polarnih i nepolarnih spojeva istovremeno, ekstrakcija bez upotrebe otapala pojedinih spojeva
kao Sto su ulja, odredivanje analita u malim uzorcima od samo 0,1 g 1 manji sigurnosni rizik
(Dhua i sur., 2022). Mnogo bioaktivnih spojeva moze se dobiti ovom metodom ekstrakcije, kao
§to su fenoli, karotenoidi i flavonoidi. Kod ekstrakcije potpomognute mikrovalovima
kombinacija gradijenata topline i mase odgovorna je za ubrzanje i visok prinos ekstrakcije.
Ekstrakcija zapoCinje prodiranjem otapala u biljnu matricu, zatim se uz pomoc
elektromagnetskih valova komponente razgraduju, a solubilizirane komponente se prenose iz
netopljive matrice u glavnu otopinu, zavrSavajuci odvajanjem tekuce i zaostale krute faze.
Ovakav tip ekstrakcije moze se izvesti sa ili bez upotrebe otapala. Najvise se koristi etanol u
kombinaciji s vodom zbog dobre sposobnosti apsorpcije mikrovalne energije i dobre topivosti
spojeva. Cimbenici koji utjeCu na ekstrakciju su izbor snage mikrovalova, temperatura
ekstrakcije, vrijeme 1 koli¢ina otapala. Zabiljezeno je da je omjer otapalo-krutina izmedu 10:1
i 20:1 optimalan za ovu ekstrakciju (Garcia i Raghavan, 2022).

U studiji koju su proveli Ho i sur. (2015) dokazano je da su optimalni uvjeti za mikrovalno
potpomognutu ekstrakciju likopena iz otpada rajCice postignuti koriStenjem omjera otapala i
krutine 10:1 uz primjenu etil acetata kao otapala tijekom 1 minute. Dodatno, elektronske
mikrografije su pokazale da je ekstrakcija znacajno poremetila stani¢nu strukturu rajcice, $to je

vjerojatno omogucilo poboljsani prinos likopena (Ho i sur., 2015).
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4.4.2.3. Ekstrakcija potpomognuta ultrazvukom

Ekstrakcija potpomognuta ultrazvukom, koja se takoder naziva i sonikacija,, koristi zvucne
valove od 20 kHz do 100 MHz. Takav val putuje kroz medij i stvara kompresiju i ekspanziju,
sto dovodi do fenomena kavitacije. Proces kavitacije ukljucuje stvaranje, rast i kolaps sitnih
mjehuri¢a. Kada mjehuriéi prijedu kriticni promjer raspadaju se inducirajuéi veliku koli¢inu
energije koja kineticko gibanje pretvara u toplinu. Procjenjuje se da mjehuri¢i imaju
temperaturu od priblizno 4700 °C i tlak od 1000 atm. Materijali koji imaju ucinak kavitacije su
tekucine i ¢vrste tvari koje sadrze tekucinu (Garcia i Raghavan, 2022).

Ultrazvuk izaziva difuziju otapala u stani¢ne materijale, poboljSava prijenos mase analita u
otapalo i naruSava strukturu stani¢ne stijenke ¢ime se olakSava otpustanje bioaktivnih
komponenti (Kumar i sur., 2017). Na prinos ekstrakcije uvelike utjecu vlaga, veli¢ina Cestica,
otapalo, temperatura, vrijeme sonikacije i tlak. Zabiljezeno je da je pri niskim frekvencijama
od 20 do 40 kHz prinos ekstrakcije veci, takoder niske temperature pojacavaju kavitaciju, a
viskozna otapala ju smanjuju (Garcia i Raghavan, 2022). Prednosti ove ekstrakcije ukljucuju
manju potro$nju energije, veci prinos proizvoda, kratko vrijeme obrade, Smanjenje otpada i
opasnih tvari te manju upotrebu kemikalija (Dhua i sur., 2022).

Kombinacija tehnika ekstrakcije moze se koristiti za poveéanje prinosa ekstrakcije. Studija koju
su proveli Lianfu i Zelong (2008) pokazala je da se 97,4% likopena mozZe ekstrahirati iz paste
od raj¢ice pomoc¢u mikrovalova (98 W) koji se dovode u ultrazvu¢nu kupelj koja radi na 40
kHz i 50 W, s vremenom ekstrakcije od 365 s i temperaturom od 86,4 °C koriste¢i etil acetat
kao otapalo. Koristenjem samo ultrazvu¢no potpomognute ekstrakcije moze se posti¢i prinos
likopena od 89,4% (Lianfu i Zelong, 2008).

U studiji koju su proveli Gomes i sur. (2021) provedeno je usporedno istrazivanje
konvencionalne i ultrazvukom potpomognute ekstrakcije polifenola iz otpada od prerade
rajCice. Sadrzaj fenola dobiven konvencionalnom ekstrakcijom iznosio je 76 %, a ovakav
znacajan rezultat u skladu je s koriStenjem organskih otapala koja su manje polarna od vode
¢ime se poboljsava ekstrakcija polifenola. Ultrazvuénom ekstrakcijom postignut je nesto veci
oporavak fenolnih spojeva u odnosu na metodu konvencionalne ekstrakcije u kracem vremenu
(10 minuta). Temperaturna sonda je u deset minuta postigla 82 °C, pa je ekstrakcija prekinuta.
U ovoj studiji, 10 minuta ekstrakcije potpomognute ultrazvukom bilo je dovoljno za ekstrakciju

slicnog udjela fenola kao u 40 minuta konvencionalne ekstrakcije.

60



Otprilike 21 % fenolnih spojeva prisutnih u konvencionalnim i ultrazvu¢no potpomognutim
ekstraktima u ovom istrazivanju predstavljaju flavonoidi $to je u skladu s prethodnim studijama
koje su pokazale da su kore raj¢ice zanimljiv izvor nekoliko flavonoida poput rutina,
naringenina i kvercetina.

U ovom slucaju rutin je odabran kao spoj testiran na biodostupnost. U oba ekstrakta, visoki
postotak flavonoida izgubljen je tijekom simulirane probave, §to je rezultiralo biodostupnoséu
od priblizno 13 %. Ove se vrijednosti Smatraju prili¢no niskima u usporedbi s drugim studijama
za biljne ekstrakte gdje biodostupnost flavonoida varira od 30 do 100%. Moguce je da je uoceni
gubitak nastao tijekom koraka oralne probave zbog stvaranja netopivih agregata uzrokovanih
interakcijom izmedu proteina sline i polifenola. Uocena je potpuna degradacija ili zna¢ajno
smanjenje glavnih fenolnih spojeva, ukljucujuci rutin, tijekom ZeluCane probave. Prijelaz iz
kiselih Zelucanih uvjeta u blago alkalno crijevno okruzenje koje sadrzi zuéne kiseline i
pankreatin takoder moze potaknuti razgradnju fenolnih spojeva.

Ekstrakti su pokazali dobru stabilnost tijekom uvjeta skladiStenja, $to ukazuje na njihovu
mogucu daljnju tehnolosku primjenu.

Moze se zakljuéiti kako se ultrazvukom potpomognuta ekstrakcija pokazala kao obecavajuca
alternativa za ekstrakciju ukupnih fenolnih spojeva iz nusproizvoda rajcice koja se ocituje i

znac¢ajnom ucinkovito$¢u zbog kraceg vremena ekstrakcije (Gomes i sur., 2021).

4.4.2.4. Enzimski potpomognuta ekstrakcija

Enzimski potpomognuta ekstrakcija moze se Koristiti kao metoda pred-ekstrakcije ili
ekstrakcije za dobivanje bioaktivnih spojeva. Stijenka biljne stanice se uniStava, a bioaktivni
spojevi vezani za lance ugljikohidrata i lipida se oslobadaju. Ovaj proces odvija se pod
djelovanjem enzima kao $to su celulaza, pektinesteraza, hemicelulaza, fruktoziltransferaza,
pektinaza, a-amilaza i proteaza u ekstrakciji otapalom (Garcia i Raghavan, 2022). Ti enzimi
pomazu razgraditi strukturu stani¢ne stijenke 1 depolimerizirati polisaharide biljnih stani¢nih
stijenki olakSavajuéi oslobadanje bioaktivnih spojeva (Kumar i sur., 2017).

Enzimski potpomognuta ekstrakcija ubraja se u tehnike zelene ekstrakcije zbog prirodnog
podrijetla enzima i upotrebe vode umjesto opasnih otapala. Ova tehnika koristi se kada su
spojevi biljne matrice sa¢uvani vodikovim ili hidrofobnim vezama u mrezi polisaharid-lignin i

nisu dostupni za uklanjanje pomocu otapala u tradicionalnom procesu ekstrakcije. Cimbenici
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koji utjeCu na ekstrakciju su sadrzaj vlage, veliCina Cestica materijala, kemijski sastav biljne
matrice, vrsta i doza enzima, koli¢ina otapala, vrijeme i temperatura (Garcia i Raghavan, 2022).
Enzimski potpomognuta ekstrakcija uglavnhom se provodi putem dva mehanizma: vodenom
ekstrakcijom uz pomo¢ enzima i hladnim preSanjem uz pomo¢ enzima. Vodena ekstrakcija
potpomognuta enzimima uglavnom se Koristi za ekstrakciju ulja iz sjemenki. Kod enzimski
potpomognutog hladnog presanja dolazi do hidrolize stani¢ne stijenke zbog aktivnosti enzima
(Dhua i sur., 2022).

Zuorro i sur. (2011.) prouc€avali su enzimski potpomognutu ekstrakciju likopena iz frakcije kore
otpada od prerade rajéice i otkrili da se prinos likopena moze znatno poboljsati upotrebom
mjeSovitih enzimskih pripravaka s celulolitiCkim i pektinolitickim djelovanjem. Konkretno,
prethodna obrada ljuske raj¢ice s pripravkom koji je sadrzavao celulazu 1 pektinazu u omjeru
50:50 rezultirala je 8 do 18 puta ve¢im prinosom ekstrakcije. Ova €injenica, zajedno s relativno
niskom cijenom komercijalnih enzimskih pripravaka za hranu daje snaznu potporu mogucoj
implementaciji procesa na industrijskoj razini (Zuorro i sur., 2011).

Medutim, enzimski potpomognuta ekstrakcija bioaktivnih spojeva ima potencijalna
komercijalna i tehnicka ograni¢enja; enzimi su relativno skupi za obradu velikih koli¢ina
sirovina, raspolozivi enzimski pripravci ne mogu u potpunosti hidrolizirati stani¢ne stijenke
biljaka te ekstrakciju potpomognutu enzimima nije uvijek moguce primijeniti u industrijskim
razmjerima jer se enzimi ponasaju drugacije u razli¢itim okoli$nim uvjetima (ovisno o postotku
otopljenog kisika, temperaturi i dostupnosti hranjivih tvari).

Medutim, ako bi se navedena ograni¢enja mogla prevladati, tada bi ekstrakcija temeljena na
enzimima mogla pruziti priliku ne samo za povecanje prinosa ekstrakcije, nego i za poboljsanje
kvalitete proizvoda koristenjem blazih uvjeta obrade kao $to je niza temperatura ekstrakcije
(Strati i sur., 2014).
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4.4.2.5. Ekstrakcija primjenom pulsirajuceg elektri¢nog polja

Ekstrakcija primjenom pulsirajuceg elektricnog polja vrlo je obecavajuca tehnika u razvoju za
ekstrakciju bioaktivnih spojeva iz otpada hrane i nusproizvoda koristenjem elektri¢nog polja.
Materijal koji se tretira postavlja se izmedu dvije elektrode. Dovedeni napon stvara elektri¢no
polje. Intenzitet ovog elektri¢nog polja osim 0 dovedenom naponu ovisi i 0 razmaku izmedu
dviju elektroda. Kada su biljne stanice izloZene elektricnom polju citoplazmatske membrane se
oStecuju 1 stvaraju se privremene (reverzibilne) ili trajne (ireverzibilne) pore. Ovaj fenomen,
poznat kao elektroporacija, drasticno povecava propusnost stanicne membrane Cime se
povecava lakocéa ekstrakcije. Umjereno elektriéno polje (0,5 i 1 kV/cm elektricnog polja
tijekom 10* — 102s) dovodi do osteéenja staniéne membrane uz minimalno poveéanje
temperature. Zbog toga je ovaj postupak prikladan za ekstrakciju spojeva osjetljivih na toplinu.
Opcenito, pulsirajuce elektricno polje koristi se kao predtretman za poboljSanje procesa
ekstrakcije. Velik broj prehrambenih industrija usvojio je ovu tehniku za predobradu matrica
hrane i povecanje prinosa ekstrakcije. Prednosti ekstrakcije primjenom pulsirajuceg elektri¢nog
polja su niska potreba za energijom 1 to §to ne utjece na cjelokupnu strukturu stanice zbog
selektivne ekstrakcije unutarstani¢nih spojeva. Zato su ckstrakti ¢is¢i te nema potrebe za
dodatnim koracima procis¢avanja $to dovodi do smanjenja ukupnih operativnih troskova (Dhua
i sur., 2022).

Jayathunge 1 sur. (2017), istrazivali su utjecaj predtretmana pulsiraju¢im elektri¢nim poljem
umjerenog intenziteta na povecanje biodostupnosti likopena u plodu rajéice te kombinirani
uc¢inak blanSiranja, ultrazvu¢ne obrade i obrade pulsiraju¢im elektricnim poljem visokog
intenziteta na daljnje poboljSanje biodostupnosti likopena nakon cijedenja soka. Zakljuéili su
da je samo tretman blansiranja prac¢en pulsnim elektricnim poljem visokog intenziteta pokazao
znacajno otpustanje trans-(4,01 + 0,48) i cis-(5,04 £ 0,26 Ig/g) likopena ¢ime se postiglo 15,6%
ukupne biodostupnosti likopena. Stoga su zakljucili da je obrada prethodno blansiranog soka iz
obradene rajcice koristenjem pulsnog elektri¢nog polja visokog intenziteta najbolji pristup za
postizanje najvecée nutritivne vrijednosti (Jayathunge i sur., 2017).

Na Slici 8. nalazi se shematski prikaz razli¢itih tehnika za ekstrakciju bioaktivnih spojeva iz

otpada hrane i njihovih u¢inaka na zdravlje ljudi.
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Slika 8. Shematski prikaz razli¢itih tehnika za ekstrakciju bioaktivnih spojeva iz otpada hrane

i njihovih u¢inaka na zdravlje ljudi (preuzeto iz Kumar i sur., 2017).
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5. ZAKLJUCCI

Otpad od hrane nastaje u svim fazama zivotnog ciklusa hrane - tijekom poljoprivredne
proizvodnje, industrijske proizvodnje, prerade i distribucije. Osim §to se na taj nacin
neracionalno tro$e brojni resursi ulozeni u proizvodnju hrane, nastanak otpada je i znacajan
ekoloski problem. Stoga se koriStenje otpada od hrane kao sekundarne sirovine za ekstrakciju
spojeva s moguénoséu primjene u farmaceutskoj, prehrambenoj i kozmeti¢koj industriji
istrazuje sve vise.

Tijekom industrijske prerade rajCice stvaraju se velike koli¢ine otpada koji se sastoji od kore,
sjemenki, vlaknastih dijelova i ostataka pulpe. lako ovaj otpad nema komercijalnu vrijednost,
on je bogat izvor hranjivih tvari i visoko bioloski aktivnih spojeva koji se mogu koristiti kao
nutraceutici u funkcionalnoj hrani, i dodacima prehrani te koristiti kao prirodni aditivi.
Najzastupljeniji bioaktivni spojevi prisutni u rajéicama i njihovim industrijskim
nusproizvodima su karotenoidi, a posebno likopen i beta karoten, fenoli, flavonoidi, steroli te
tokoferoli. Ovi spojevi posjeduju iznimnu antioksidativnu aktivnost, stoga se mogu koristiti kao
prirodni antioksidansi za formulaciju funkcionalne hrane ili mogu posluziti kao aditivi u
prehrambenim proizvodima za produljenje njihovog roka trajanja.

Bioaktivni spojevi mogu se izdvojiti iz otpada raj¢ice konvencionalnim ili nekonvencionalnim
tehnikama ekstrakcije. Zelene ekstrakcijske tehnike smanjuju upotrebu toksi¢nih otapala,
skracuju vrijeme trajanja ekstrakcije i poboljSavaju ucinkovitost ekstrakcijskog procesa.
Nadalje, koristenje zelenih tehnika odrziva je opcija za ekstrakciju bioaktivnih spojeva jer je
moguce raditi sa ,,zelenim* otapalima kao $to je voda, a u nekim sluc¢ajevima cak i bez otapala.
Kombinacija vise od jedne tehnike zelene ekstrakcije daje bolje rezultate u smislu prinosa
ekstrakcije 1 CistoCe ekstrakta. NajceSce koriStene tehnike zelene ekstrakcije su ekstrakcija
potpomognuta mikrovalovima i ultrazvukom, zbog njihovih brojnih prednosti kao Sto je
ucinkovito razbijanje stani¢ne stijenke u kracem vremenu te istrazen i razvijen proces kako na

laboratorijskoj tako i na industrijskoj razini.
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7. SAZETAK/SUMMARY

7.1. SAZETAK

Tijekom uzgoja i industrijske prerade rajcice stvaraju se velike koli¢ine otpada koji se sastoji
od kore, sjemenki i ostataka pulpe. Ovaj otpad bogat je bioaktivnim spojevima kao §to su
karotenoidi (posebno likopen i beta karoten), polifenoli i pektini koji pokazuju niz pozitivnih
ucinaka na zdravlje ljudi pa se stoga mogu koristiti kao nutraceutici i/ili prirodni aditivi u
farmaceutskoj ili prehrambenoj industriji za pobolj$anje organoleptickih svojstava i kvalitete
hrane. Antioksidativna svojstva, protuupalno djelovanje i kemoprevencija najvazniji su bioloski
ucinci polifenola i karotenoida pri cemu beta-karoten dodatno posjeduje i aktivnost provitamina
A. Djelovanje pektina povezuje se s pozitivnim ucincima na zdravlje probavnog sustava te
prevencijom ateroskleroze i pretilosti, stoga je potraznja za navedenim spojevima u
konstantnom porastu. Razvojem i optimizacijom odrzivih procesa ekstrakcije polifenola,
karotenoida i pektina iz komine rajéice smanjio bi se trosak i ekoloSki otisak proizvodnje
raj¢ice, ali i spomenutih bioaktivnih sastavnica. Ekstrakcijske tehnike koje se u tom smislu
najvise istrazuju su konvencionalna ekstrakcija vru¢om razrijedenom kiselinom za pektin, dok
se za ekstrakciju polifenola i karotenoida naj¢esc¢e primjenjuju zelene ekstrakcijske tehnike kao
Sto su ekstrakcija potpomognuta mikrovalovima te ekstrakcija potpomognuta ultrazvukom
(koje karakteriziraju veci prinosi uz primjenu netoksi¢nih otapala). Uvodenje i optimizacija
navedenih procesa na industrijsku razinu i pojednostavljivanje zakonske regulative vezane uz
nutraceutike i novu hranu dobivenu iz sekundarnih sirovina rezultirali bi znacajnim
ekonomsko-ekoloskim benefitima i znacajno doprinijeli implementaciji principa kruzne

ekonomije u sektoru proizvodnje hrane i dodataka prehrani.

7.2. SUMMARY

During the cultivation and industrial processing of tomatoes, large amounts of waste consisting
of peel, seeds and pulp remains are generated. This waste is rich in bioactive compounds such
as carotenoids (especially lycopene and beta carotene), polyphenols and pectins that show a

number of positive effects on human health and can therefore be used as nutraceuticals and/or
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natural additives in the pharmaceutical or food industry to improve organoleptic properties and
food quality. Antioxidant properties, anti-inflammatory action and chemoprevention are the
most important biological effects of polyphenols and carotenoids, with beta-carotene also
possessing provitamin A activity.

The activity of pectin is associated with positive effects on health of digestive system and
prevention of atherosclerosis and obesity Therefore, the demand for these compounds is
constantly increasing. The development and optimization of sustainable processes for the
extraction of polyphenols, carotenoids and pectin from tomato pomace would reduce the cost
and ecological footprint of tomato production, as well as the aforementioned bioactive
components. The most researched extraction techniques in this regard are conventional
extraction with hot dilute acid for pectin, while for the extraction of polyphenols and
carotenoids, green extraction techniques such as microwave-assisted extraction and ultrasound-
assisted extraction (which are characterized by higher yields using non-toxic solvents) are most
often used. The introduction and optimization of mentioned processes at the industrial level and
the simplification of the legal regulations related to nutraceuticals and new food obtained from
secondary raw materials would result in significant economic and environmental benefits and
significantly contribute to the implementation of the principles of the circular economy in the

sector of food production and nutritional supplements.
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