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1. Uvod

Kokosja jaja su zahvaljujuci svojoj nutritivnoj i tehnoloskoj vrijednosti jedna od najvaznijih
namirnica danasnjice. Osim njihove primjene kao sirovine u proizvodnji razli¢itih namirnica
svoju primjenu su pronasle u farmaceutskoj i biotehnoloskoj industriji (Miguel i sur., 2005).
Medutim, sektori poput valionica, ku¢anstava i razli¢itih industrija koriste bjelanjak i Zumanjak
dok ljuska jaja zaostaje kao nejestivi otpad koji sadrzi brojne bioloski vazne spojeve visoke
ekonomske vrijednosti, pri ¢emu se u ljusku jaja ubrajaju: kalcificirani matriks, membrana i

prianjajudi sloj bjelanjka (Strelec i sur., 2021; Alparce i sur., 2018).

Ljuska jaja koja zaostaje kao otpad najve¢im je dijelom izgradena od minerala i to 94 %
kalcijeva karbonata, 1 % magnezijeva karbonata i 1 % kalcijeva fosfata, dok ostatak od 4 % Cini
organska tvar koja ukljucuje spojeve ugradene u kalcificirani matriks i membranu ljuske jaja
(Mittal i sur., 2016). Membrana ljuske jaja je izgradena od najmanje 60 % proteina, pri cemu
se u proteinskoj frakciji nalazi znacajna koli¢ina kolagena tipa I, V i X. Vecina polisaharida
prisutnih u membrani nalazi se vezana na proteine i ubraja se u skupinu glikozaminoglikana, a
osim hijaluronske kiseline ¢iji je sadrzaj oko 10 %, prisutni su keratan sulfat, kondroitin sulfat i
heparan sulfat. Glikozaminoglikani su heteropolisaharidi anionske prirode izgradeni od
izmjeni¢no vezanih molekula heksozamina i uronske kiseline ili galaktoze u slu¢aju kondroitin

sulfata. U ljudskom organizmu imaju brojne uloge te su temeljne komponente vezivnog tkiva

(Nakano i sur., 2001).

Zbog brojnih primjena u farmaceutskoj i biomedicinskoj industriji glikozaminoglikani se uz
kolagen smatraju najvrjednijim komponentama membrane ljuske jaja. Buduci da je vecina
istrazivanja vezanih uz ekstrakciju glikozaminoglikana bazirana na koriStenje fermentacije ili
enzimske digestije koje zahtijevaju dugotrajne postupke (Alparce i sur., 2018), ovime
diplomskim radom ispitana je mogucénost optimizacije jednostavne i ekonomi¢ne metode
ekstrakcije pomocu 0,5 M otopine sumporne kiseline pri éemu je istrazen utjecaj vremena
ekstrakcije i omjera mase membrane i volumena otapala na prinos glikozaminoglikana, pri
¢emu je u ekstraktima odreden udio D-glukuronske kiseline i ukupnih Secera. Istrazivanje je
provedeno na sirovim membranama i membranama proizvedenim obradom ljuske kloridnom,
octenom i o-fosfornom kiselinom te je analiziran utjecaj kiselina primijenjenih tijekom

proizvodnje membrane na udio ekstrahirane D-glukuronske kiseline i ukupnih Secera.
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2. Teorijski dio

2.1. LJUSKA JAJA

Agencija za zastitu okoliSa ljusku jaja stavlja na 15. mjesto liste najveéih onecdiséenja
prehrambene industrije (Waheed i sur., 2020). Prema podacima Organizacije za hranu i
poljoprivredu o ukupno proizvedenoj koli¢ini kokosjih jaja i ¢injenici da masa ljuske jaja Cini
izmedu 10 i 11 % mase jaja procjenjuje se da je 2018. godine na podrucju Europske unije i
Velike Britanije nastalo vise od 777 000 t ljuske jaja koja se prema propisima Europske unije
smatra opasnim otpadom (Ar i sur., 1979; Strelec i sur., 2021). Zbrinjavanje ovog otpada
industriji predstavlja financijski i ekoloski izazov, pri ¢emu osim nedostatka prikladnih
odlagaliSta postoji rizik od Sirenja patogena i neugodnih mirisa te privlaéenja insekata i
glodavaca neovisno o prethodnoj obradi ljuske (Walton i sur., 1973; Mignardi i sur., 2020).
Pogleda li se kemijski sastav ljuske jaja postaje jasna njezina vrijednost kao sirovine za
proizvodnju razlicitih proizvoda dodane vrijednosti, Sto bi dovelo do smanjenja koli¢ine otpada
te potencijalno unosnog toka prihoda. Primjenom osnovnih tehnologija prerade ljuska jaja
postaje ucinkovito gnojivo u poljoprivredi, dodatak hrani za Zivotinje ili digestat u bioplinskim
postrojenjima, dok se razvojem novih naprednih tehnologija istrazuje njezin potencijal kao
sirovine u proizvodnji dodataka prehrani te farmaceutskih i veterinarsko-medicinskih
proizvoda poput dodataka kalcija, kolagena i hijaluronske kiseline (Strelec i sur., 2021;

Schaafasma i sur., 2000; Nuhu i sur., 2012).

2.1.1. Struktura i sastav ljuske jaja

Ljuska jaja je visoko uredena mineralizirana struktura u kojoj se razlikuju tri strukturne
komponente: kalcificirani matriks, membrana (tzv. ovojnica) ljuske i prianjajudi sloj bjelanjka
koji zaostaje nakon izdvajanja tekuéih komponenti: Zumanjka i bjelanjka. Kalcificirani matriks
¢ini od 70 do 80 % mase ljuske jaja, dok membrana i prianjajuci sloj bjelanjka svaki ¢ine od 10

do 15 % mase ljuske jaja (Slika 1) (Strelec i sur., 2021).

Ljuska jaja, ukljuc¢uju¢i membranu i prianjajudi sloj bjelanjka, sadrzi 78,81-83,51 g suhe tvari
na 100 g ljuske jaja (Zajec, 2020), a najvec¢im se dijelom sastoji od kalcijeva karbonata koji Cini
94 % mase ljuske jaja na bazi suhe tvari i 4 % organske tvari u Sto se ubrajaju polisaharidi i

proteini ugradeni u kalcificirani matriks i membrana ljuske (Ar i sur., 1979).



2. Teorijski dio

prianjajuci sloj bjelanjka membrana jaja
~10-15% ~10-15%

/

/

kalcificirani matriks
~T70-80%

Slika 1 Struktura i raspon udjela pojedinih strukturnih komponenti ljuske jaja (Strelec i sur., 2021)

Kalcificirani matriks (tzv. "prava ljuska jaja") je prirodna porozna biokeramika koja nastaje
spontanim taloZenjem kalcijeva karbonata na proteinska vlakna vanjske membrane. U
strukturi kalcificiranog matriksa razlikuju se tri sloja: mamilarni sloj, palisadni sloj i prijelazni
okomiti kristalni sloj, pri ¢emu su vlakna vanjske membrane ¢vrsto vezana u mamilarni sloj
kalcificiranog matriksa (Hincke i sur., 2012; Mensah i sur., 2021). Priblizno 96 % kalcificiranog
matriksa Cine kalcijev karbonat, magnezijev karbonat i kalcijev fosfat. Kalcit, najstabilniji
polimorf kalcijeva karbonata pri sobnoj temperaturi, je najzastupljenija komponenta i €ini oko
94 % mase (Mittal i sur, 2016). Navedeni minerali uklopljeni su u okolinu od organskih
materijala koji Cine oko 4 % kalcificiranog matriksa, pri cemu se ugljikohidratna komponenta
primarno nalazi u sklopu glikoproteina i proteoglikana te sadrzZi uronske i sijalinske kiseline

(Nakano i sur., 2003; Mann i Mann, 2015).

Membrana jaja je porozno vlaknasto tkivo smjeSteno izmedu kalcificiranog matriksa i
prianjajuéeg sloja bjelanjka te ¢ini oko 3,3 % mase ljuske jaja na bazi suhe tvari (Zajec, 2020).
Strukturno se razlikuju tri sloja cija ukupna debljina iznosi oko 70 um: vanjska membrana,
unutarnja membrana i grani¢na membrana (Yi i sur., 2003.). Vanjska i unutarnja membrana
predstavljaju platformu za mineralizaciju ljuske i izgradene su od slojeva proteinskih vlakana
koji tvore polupropusnu trodimenzionalnu mrezu uklopljenu u glikozilirani omota¢, dok
grani¢na membrana stupa u dodir s bjelanjkom te je nevlaknaste guste strukture (Balaz, 2014;
Mensah i sur., 2021). Pogleda li se kemijski sastav membrane jaja podaci u dostupnoj literaturi
variraju kako slijedi: prema Mittal i sur. (2016) udio proteina u membrani iznosi 60 %, prema

Baldz (2014) proteini i glikozaminoglikani (GAG) ¢ine od 80 do 85 % membrane, dok Lien i sur.
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(2022) navode udio proteina od 80 do 90 % koji ukljucuje znacajnu koli¢inu u vodi topljivog
kolagena i 472 razliCita proteina i proteoglikana povezana disulfidnim vezama preko lizinskih
ostataka, poput: ovotransferina, lizil oksidaze i lizozima (Gautron i sur., 2001; Akagawa i sur.,
1999; Hincke i sur., 2000). Prema Balaz (2014) kolagen ¢ini 10 % ukupnih proteina membrane,
dok Mittal i sur. (2016) navode da kolagenska vlakna ¢ine 35 % proteinske frakcije, pri ¢emu
unutarnja membrana sadrzi sva tri tipa kolagena (tip I, V i X), dok vanjska membrana sadrZi
uglavnom kolagen tip | i X (Carrino i sur, 1996). Membrana jaja sadrzi najmanje 11 %
polisaharida, od kojih veéina pripada u skupinu GAG (Alparce i sur., 2018). Prema Mittal i sur.
(2016) glukozamin €ini 10 %, kondroitin sulfat 9 %, a hijaluronska kiselina 5 % membrane jaja,
dok Long i sur. (2005) navode da je udio hijaluronske kiseline do 10 %, a heksozamin i
kondroitin sulfat svaki ¢ine oko 5 % membrane jaja. Uz proteine i GAG membrana jaja sadrZi
oko 2 % Secera (galaktoza, manoza, glukoza i fruktoza) i 3 % lipida te male ali znacajne koli¢ine
uronske i sijalinske kiseline (King'ori, 2011; Nakano i sur sur., 2003; Han i sur., 2023; Balch i

Cooke, 1970).

2.2. GLIKOZAMINOGLIKANI

Glikozaminoglikani (mukopolisaharidi) su linearne, negativno nabijene polisaharidne molekule
koje se svrstavaju u skupinu glikana. Strukturnu okosnicu molekule GAG cini razli¢it broj
ponavljajuéih disaharidnih jedinica izgradenih od izmjeni¢nih molekula uronske kiseline i
heksozamina (Casale i Crane, 2022). Uronske kiseline su D-glukoronska kiselina (D-GIcA) i L-
iduronska kiselina (L-IdoA), a heksozamin moze biti baziran na glukozi (N-acetil-D-glukozamin)
ili galaktozi (N-acetil-B-D-galaktozamin). Iz razlike u vrsti uronske kiseline i vezanog
heksozamina u okosnici razlikuju se Cetiri glavne kategorije GAG: heparin i heparan sulfat,
kondroitin sulfat i dermatan sulfat, keratan sulfat i hijaluronska kiselina (Neves i sur., 2020).

Na Slici 2 prikazana je struktura ponavljajuce disaharidne jedinice navedenih GAG.
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Slika 2 Struktura ponavljajuce disaharidne jedinice GAG
Znacenje kratica: IdoA - L-iduronska kiselin, GIcA - D-glukoronska kiselina, GlcN- D-glukozamin, GlcNac - N-
acetil-D-glukozamin, GalNac - N-acetil-galaktozamin, Gal - galaktoza
(preuzeto i prilagodeno od Neves i sur., 2020)
Heparin i heparan sulfat su visoko sulfatirani GAG koji u svojoj ponavljajuéoj disaharidnoj
jedinici sadrze isti heksozamin (D-glukozamin), ali se razlikuju u udjelu vezane uronske kiseline,

u heparinu udio L-IdoA je oko 90 %, dok u heparan sulfatu prevladava D-GlIcA (Gandhi i
Mancera, 2008).

Kondroitin sulfat i dermatan sulfat su galaktozaminoglikani, odnosno sadrze N-acetil-B-D-
galaktozamin na koji se B-(1->3) glikozidnom vezom veZe D-GIcA u sluéaju kondroitin sulfata,

odnosno L-ldoA kod dermatan sulfata (Gandhi i Mancera, 2008).

Hijaluronska kiselina pripadnik je skupine glukozaminoglikana, poznata i pod nazivom
hijaluronan. Sastoji se od ponavljajucih disaharidnih jedinica izgradenih od D-glukozamina i D-
GlcA spojenih B-(1->4) glikozidnom vezom, pri ¢emu se disaharidne jedinice u linearnom lancu

vezu B-(1->3) glikozidnom vezom (Gandhi i Mancera, 2008).

Keratan-sulfat je jedini GAG koji ne sadrzZi uronsku kiselinu ve¢ se sastoji od ponavljajucih
disaharidnih jedinica D-galaktoze vezane B-(1->4) glikozidnom vezom za N-acetil-D-

glukozamin (Caterson i Melrose, 2018).
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Osim prema vrsti jedinice heksozamina, heksoze ili uronske kiseline koju sadrze, ove bioloski
vazne molekule razlikuju i prema geometriji glikozidne veze izmedu tih jedinica te stupnju i
mjestu sulfatacije. Sulfatirani GAG ukljuc€uju kondroitin sulfat, dermatan sulfat, keratan sulfat,
heparin i heparan sulfat dok nesulfatiranim GAG pripada hijaluronska kiselina (Gandhi i
Mancera, 2008). Sulfatne i karboksilne skupine GAG daju visoku gusto¢u negativnog naboja,
zbog toga u otopinama ove molekule poprimaju proSirenu konformaciju u obliku spiralnog
Stapica koja pridonosi visokoj viskoznosti i niskoj kompresibilnosti otopine (Gandhi i Mancera,
2008). Tako, otopine kondroitin sulfata pokazuju svojstva viskozne tekuéine, dok otopine
hijaluronske kiseline zbog vece molekularne mase pokazuju svojstva viskoelasti¢nih polimera
gdje povecanje brzine smicanja dovodi do nize viskoznosti i veée elasti¢nosti (Horkay i sur.,

2021).

U organizmu GAG se prvenstveno nalaze kovalentno vezani za specificne proteine tvoreci
proteoglikane i glikoproteine (Liu i sur., 2014; Horkay i sur., 2021), a iznimka je hijaluronska
kiselina koja je pomocu specifi¢nih veznih domena sposobna ostvariti interakciju s drugim
molekulama (Neves i sur., 2020). BioloSka funkcija GAG odredena je njihovom molekularnom
masom i stupnjem sulfatacije (Kjellen i Lindahl, 1992), a ovisno o proteinu na koji su vezani
sudjeluju u razli¢itim bioloskim procesima poput obrane od patogena, koagulaciji i stani¢noj
adheziji (Gottschalk i Elling, 2021). Bioloske funkcije hijaluronske kiseline podrazumijevaju
odrzavanje viskoelasti¢nosti sinovijalne tekucine i hrskavice, hidrataciju tkiva i transport vode
(Necas i sur.,2008), stoga su razvijeni brojni medicinski pripravci na bazi hijaluronske kiseline
koji se koriste u lije¢enju artritisa i oftamolos$koj kirurgiji ili u kozmetickoj industriji. S druge
strane, heparin sulfat, kondroitin sulfat i dermatan sulfat posjeduju antikoagulacijska svojstva,
a u medicini se ve¢ dugi niz godina primjenjuju antitrombocitni lijekovi na bazi heparin sulfata

(Gottschalk i Elling, 2021).

2.2.1. Ekstrakcija glikozaminoglikana

Zbog rastucéeg interesa industrije za proizvodnju glikozaminoglikana, a posebno hijaluronske
kiseline, na trZistu se stvara potreba za novim izvorom koji ée osigurati visoke prinose
(Sadhasivam i sur., 2013). Kemijski sastav membrane jaja sli¢an je sastavu ekstracelularnog
matriksa u ljudskom tijelu, stoga ovaj otpad predstavlja vrijednu sirovinu za ekstrakciju GAG i

kolagena. Nadalje, u kalcificiranom matriksu i membrani jaja su prisutne sve Cetiri skupine
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GAG, pri ¢emu je udio nesulfatiranih GAG znatno veci od udjela sulfatiranih. Hijaluronska
kiselina visoke molekularne mase je najzastupljeniji GAG membrane jaja s udjelom do 10 %, a
slijede ju kondroitin sulfat, keratan sulfat i heparan sulfat (Liu i sur., 2016; Liu i sur 2014; Long

i sur., 2005; Lien i sur., 2022).

Industrijska proizvodnja GAG najéesce podrazumijeva razli¢ite tehnike razgradnje i izolacije iz
kompleksa prisutnih animalnim tkivima (Gottschalk i Elling, 2021). Ekstrakciju je moguce
provesti kemijskom ili enzimskom hidrolizom uz primjenu deterdZenata, enzima i otapala.
Vazino je napomenuti da metoda ekstrakcije moZze utjecati na stupanj kontaminacije i
karakteristike molekula GAG, odnosno njihovu strukturu i stupanj sulfatizacije (Abdallah i sur.,

2020).

Enzimske metode ekstrakcije uklju¢uju opSirne pred-tretmane sirovine kiselinama u svrhu
uklanjanja lipida, a nakon enzimske digestije slijedi ispiranje i izdvajanje GAG naj¢esée pomodu
ionoizmjenjivacke kromatografije (Graciela i sur., 2023; Alparce i sur., 2018). Kako bi se
izolirale neoste¢ene molekule GAG, razgradnja tkiva i proteinske frakcije najc¢esée se provodi

hidrolitickim enzimima poput: papaina, tripsina i pepsina (Abdallaha i sur., 2020).

Kemijska ekstrakcija je jednostavna i ekonomi¢na metoda koja podrazumijeva koriStenje
otapala poput razrijedenih otopina kiselina ili luzina, otopina soli ili taloZzenje u otopini
alkohola centrifugiranjem (Ogawa, 2021), a temelji se na izolaciji proteoglikana solubilizacijom
komponenti staniénog matriksa (Chascalli sur., 1994) i uglavhom se koristi za ekstrakciju
hijaluronske kiseline (Abdallaha i sur., 2020). Kratkotrajna obrada hijaluronske kiseline kiselim
ili alkalnim otopinama dovodi do postupnog kidanja lanca s reduciraju¢eg kraja te B-
eliminacije karakteristicne za polisaharide koji sadrze uronske kiseline (Kiss, 1974). Prema
Tokita i Okamoto (1995) hidroliza hijaluronske kiseline u kiselom mediju odvija se nasumicnim
cijepanjem lanca i pridrzava se kinetike prvog reda. Na Slici 3 prikazani su moguc¢i mehanizmi
kiselinski katalizirane hidrolize hijaluronske kiseline, pri ¢emu je vazno napomenuti da se
reakcija prvenstveno odvija na molekuli D-GIcA zbog njezine nukleofilne prirode. Aktivna
mjesta hidrolize su C1, C4 i karbonilni ugljik, pri cemu hidroliza na C1 i C4 rezultira kidanjem
lanca, a reakcija na C1 atomu mozZe rezultirati i otvaranjem ciklicke strukture. Autori
naglasavaju da prema rezultatima C-NMR u ovome istraZivanju ne dolazi do otvaranja

poluacetalne ciklicke strukture.
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Slika 3 Moguci mehanizmi hidrolize hijaluronske kiseline u kiselom mediju (Tokita i Okamoto, 1995)

Prema Cifonell (1960) N-sulfatne skupine glikozaminoglikana su potpuno hidrolizirane nakon
30 minuta u 0,5 M sumpornoj kiselini pri 100 °C, dok je za potpunu hidrolizu N-acetilnih
skupina pri istim uvjetima potrebno 4-5 h (Conrad, 1980). Pri navedenim uvjetima potpuna
hidroliza glikozidnih veza N-acetiliranih amino Secera odvija se za 4 do 6 h, dok se veze
uronskih kiselina i N-nesupstituiranih amino Secera hidroliziraju znatno sporije (Shively i
Conrad, 1970). Odnosno, hidroliza GAG rezultira mjeSavinom monosaharida i oligosaharida uz
povedéanje udjela heksozaminskih ostataka koji su N-nesupstituirani s produljenjem vremena

hidrolize (Conrad, 1980).

S druge strane, alkalna hidroliza hijaluronske kiseline zbog elektrofilnosti molekule zapodinje
na N-acetil-D-glukozaminu i cjelokupna reakcija se odvija u dvije faze. Prva faza ukljucuje
cijepanja veze izmedu C1 i C2 atoma, dok u drugoj fazi dolazi do cijepanja glikozidne veze sto

rezultira kidanjem polisaharidnog lanca (Tokita i Okamoto, 1995).
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3.1. ZADATAK

Cilj ovog diplomskog rada bio je ispitati moguénost optimizacije ekstrakcije GAG iz membrana
jaja, uz dva razlic¢ita uvjeta ekstrakcije. Prvi uvjet ekstrakcije ukljucuje 3 razli¢ita odnosa mase
membrana jaja i volumena ekstrakcijskog otapala (0,5 M H2S04): 6,25, 12,5 i 25 mg ESM/mL.
Drugi uvjet je vrijeme ekstrakcije, pri ¢emu se ekstrakcija provodila: 1, 2, 3, 4, 5i 6 h. Koli¢ina
ekstrahiranih GAG kvantificirana je karbazol metodom uz D-GIcA kao standard za pripravu
bazdarnih dijagrama, dok je metodom fenol: sulfatna kiselina odreden prinos ukupnih Secera.
Na osnovi dobivenih rezultata definirani su optimalni uvjeti ekstrakcije GAG iz 4 tipa

membrana jaja koje se razlikuju prema metodi odvajanja membrane od ljuske jaja.

3.2. MATERUAL | METODE

3.2.1. Uzorci

Prilikom izrade ovoga rada koriStene su membrane proizvedene obradom ljuske jaja
razrijedenim otopinama kloridne kiseline, octene kiseline i o-fosforne kiseline (Strelec i sur.,
2023a, 2023b), a dobavljene od strane ImoLipWaste projekta. Sirove membrane proizvedene
su iz ljuske jaja koja je zaostala kao otpad i skladistena pri - 20° C do postupka izolacije

membrane. Svi uzorci pripremljenih membrana skladiSteni su na + 4° C do analize.

3.2.2. Kemikalije

Tijekom izrade diplomskog rada za pripremu 0,5 M otopine sumporne kiseline koristene kao
ekstrakcijsko otapalo, pripremu 0,025 M otopine natrijev-tetraborat dekahidrata u sumpornoj
kiselini za provedbu karbazol metode, te za provedbu metode za odredivanje ukupnih Secera
(fenol: sumporna kiselina) koristena je sumporna kiselina (95-97 %) od proizvodaca KEFO
d.o.o. (Slovenija). Za provedbu karbazol metode koristen je natrijev-tetraborat dekahidrat od
proizvodaca Acros Organics (SAD), karbazol (96 %) od proizvodaca Acros Organics (Kina) i
apsolutni etanol (99,98 %) od proizvodaca Gram-Mol d.o.o. (Republika Hrvatska). Fenol (99 %)
koristen za odredivanje ukupnih 3ecera dobavljen je od proizvodaca Lachner (Ceska

Republika).

Prilikom izrade bazdarnih dijagrama koristena je D(+)-glukuronska kiselina (99 %) dobavljena

od tvrtke Acros Organics (Slovacka).
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3.2.3. lzolacija sirovih membrana

Po 15 g odmrznutih ljuski jaja odvagano je u Sest uskih visokih ¢asa volumena 600 mL u koje
je menzurom dodano po 300 mL destilirane vode te su ¢ase postavljene na orbitalnu tresilicu
Phoenix Instrument RS-0S20 pri 250 okretaja/min, tijekom 10 minuta. Tekudina je odvojena
dekantiranjem i odbacena, a ispiranje prianjajuéeg sloja bjelanjka s ljuske jaja je ponovljeno
jo$ dva puta. Membrane su potom pomodéu pincete odvojene od kalcificiranog matriksa i
stavljene na suSenje u termostatski inkubator Heraeus B5090e (Heraeus, Njemacka) tijekom
72 h. Nakon suSenja membrane su usitnjene na Bosch TSM6A013B mlincu za kavu i

pohranjene na +4° C do analize.

3.2.4. Ekstrakcija glikozaminoglikana iz membrane ljuske jaja

Ekstrakcija GAG iz membrana jaja 0,5 M sumpornom kiselinom provodila se pri tri razliCita
omjera mase uzorka i volumena otapala: 6,25 mg/mL, 12,5 mg/mL i 25 mg/mL. U visoke
staklene epruvete sa plasti¢nim ¢epom izvagano je 25, 50 i 100 mg uzorka membrana i dodano
je po 4 mL 0,5 M sumporne kiseline. Epruvete su postavljene u kipuéu vodenu kupelj na
odredeno vrijeme (1, 2, 3, 4, 5ili 6 h) uz povremeno mijesanje. Nakon zavrsSetka vremena
ekstrakcije zaostali netopljivi materijal je uklonjen centrifugiranjem (Centric 150, Tehtnica,
Slovenija) pri 5000 obrtaja/minuti tijekom 5 minuta na sobnoj temperaturi, a ekstrakt je
odvojen dekantiranjem. U svrhu bistrenja ekstrakta centrifugiranje (Centric 150, Tehtnica,
Slovenija) je ponovljeno pri 9000 obrtaja/minuti tijekom 5 minuta na sobnoj temperaturi te je

ekstrakt GAG odvojen dekantiranjem i koriSten za daljnje analize.

3.2.5. Odredivanje koncentracije D-glukuronske kiseline

Breen i sur. (1970) kao uspjesnu metodu kvantifikacije polisaharida, GAG i proteoglikana
nakon procesa ekstrakcije navode karbazol metodu, odnosno Discheovu modifikaciju
karbazolovog postupka koji se moze provoditi i uz prisutnost borata i/ili sulfamata (Galambos,
1967), pri cemu se provodi kvantifikacija uronske kiseline i heksozamina. Vazno je napomenuti
da se GAG mogu kvantificirati karbazol metodom samo u sluc¢aju da su potpuno hidrolizirani u

nesulfatnu uronsku kiselinu i glikozamin (Frazier i sur., 2008).

Sam postupak kvantifikacije modificiranom karbazol metodom ukljucuje dva koraka: hidroliza

GAG do uronske kiseline pomocu 0,025 M otopine natrijevog tetraborata dekahidrata u
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koncentriranoj sumpornoj kiselini i bojenje uronske kiseline 0,0125 % karbazol reagensom u
apsolutnom etanolu. Oba koraka zahtijevaju zagrijavanje u vodenoj kupelji pri 100° C (Bitter i

Muir; 1962).

Koncentracija D-GIcA u ekstraktima odredena je karbazol metodom, a provedena je u 3
paralele za sve uzorke na slijedeci nacin: u visoke staklene epruvete sa plasti¢nim ¢epom
otpipetirano je 500 uL ohladenog ekstrakta ili destilirane vode (slijepa proba) i dodano je 2,5
mL 0,025 M otopine natrijevog tetraborata dekahidrata u koncentriranoj sumpornoj kiselini.
Smjesa je dobro promijesana na vortex mijeSalici i termostatirana 10 minuta u kipucoj vodenoj
kupelj. Nakon 10 minuta uzorak je u ledenoj kupelji ohladen na sobnu temperaturu i dodano
je 100 plL 0,0125 % karbazol reagensa. Uzorak je ponovno promijeSan na vortex mijesalici i
termostatiran 15 minuta u kipucéoj vodenoj kupelji. Po isteku termostatiranja uzorci su u
ledenoj kupelji ohladeni na sobnu temperaturu i izmjerena im je apsorbancija pri valnoj duljini

530 nm na Lasany, LI-285 jednozraénom UV/VIS spektrofotometru.

Za izradu baZdarnog dijagrama pripremljena je otopina D—GIcA u destiliranoj vodi
koncentracije 0,1 mg/mL iz koje su pripremljena razrjedenja koncentracija 20, 40, 60, 80 i 100
ug/mL. Iz izmjerenih vrijednosti apsorbancije dobivena je jednadzba bazdarnog pravca (Prilog

1)

y =0,0128x
Gdje je:
Y —intenzitet apsorbancije pri 530 nm

X — koncentracija glukuronske kiseline u ug/mL
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3.2.6. Odredivanje koncentracije ukupnih Secera

Odredivanje koncentracije ukupnih Seéera provedeno je kolorimetrijskom fenol: sulfatna
kiselina metodom, pri ¢emu koncentrirana sumporna kiselina razgraduje polisaharide,
oligosaharide i disaharide do monosaharida. Nadalje, u prisutnosti koncentrirane sumporne
kiseline i topline nastale dodatkom kiseline u vodeni medij ugljikohidratima se uklanja -OH
skupina pri ¢emu nastaju derivati furana koji reagiraju s fenolom, a nastali spojevi daju stabilno

zlatno-Zuto obojenje (Nielsen, 2010).

Postupak odredivanja ukupnih Secera je proveden na slijededi nacin: u staklene epruvete s
Cepom je otpipetirano 50 pL ekstrakta, 500 uL 4 %-tne otopine fenola i 2,5 mL koncentrirane
sumporne kiseline. Uzorak je kratko promijeSan na vortex mijesalici te je izmjeren intenzitet
apsorbancije pri 490 nm na Lasany, LI-285 jednozracnom UV/VIS spektrofotometru uz slijepu
probu za ¢iju pripremu se umjesto uzorka dodalo otapalo koriSteno u ekstrakciji, odnosno 0,5
M sumporna kiselina. Mjerenja koncentracije ukupnih Seéera provedena su u tri paralele za
sve uzorke, a intenzitet apsorbancije je preracunat u masenu koncentraciju na temelju

bazdarnog dijagrama pripremljenog s poznatim koncentracijama D-GIcA kao standarda.

Za izradu baZzdarnog dijagrama pripremljena je otopina D-GIcA koncentracije 10 mg/mL. Iz
pripremljene otopine napravljena su razrjedenja koncentracija 100, 200, 300, 400 i 500 pg/mL
te je postupak proveden prema gore navedenom protokolu (Prilog 2). Jednadzba bazdarnog
pravca glasi:

y = 0,0024x
Gdje je:
y — apsorbancija pri 490 nm

x — koncentracija D-GIcA (ug/mL)

3.2.7. Analiza podataka

Za izraCun srednjih vrijednosti i standardne devijacije te izradu grafova koristen je program
Excel (Microsoft, SAD). Provedena je i statisticka analiza podataka usporedbom prosjecnog
prinosa D-GIcA i ukupnih Secera izmedu razli¢itih membrana, primjenom t-testa za zavisne
uzorke sa statistickom znacajnosti (p<0,05) u programu Statistica 13.3 (TIBCO Software Inc.,

USA ).
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4. Rezultati i rasprava

Optimizacija jeftinih i jednostavnih metoda ekstrakcije GAG klju¢na je za osiguranje ekonomski
isplative i ucinkovite oporabe membrane ljuske jaja. U okviru ovog diplomskog rada
provedena je ekstrakcija GAG otopinom sumporne kiseline iz Cetiri tipa membrana jaja koji su
na Slikama 4 - 13 ovisno o nacinu izolacije oznacene kao: ESM-sirove, ESM-HCI, ESM-HAc i
ESM-H3PO4. Cilj istrazivanja bio je: a) odrediti optimalno vrijeme ekstrakcije i omjer mase
membrane i volumena otapala, i potom pri odredenim optimalnim uvjetima ekstrakcije b)
analizirati utjecaj 5 % kloridne, 10 % octene i 15 % o-fosforne kiseline koristenih tijekom

pripreme membrana na prinos D-GIcA i ukupnih Secera.

4.1. UTJECAJ RAZLICITIH UVJETA KISELINSKE EKSTRAKCIJE MEMBRANA JAJA
NA PRINOS GLUKURONSKE KISELINE

Glikozaminoglikani su ravnolancéani polisaharidi izgradeni od izmjeni¢no vezanih molekula

uronskih kiselina (D-GIcA i IdoA) i heksozamina, stoga se odredivanjem koncentracije D-GIcA

moze dobiti uvid u koncentraciju GAG prisutnih u dobivenom ekstraktu (Balch i Cooke, 1970;

Nakano i sur., 2003).
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Slika 4 Utjecaj vremena ekstrakcije i omjera mase sirovih membrana i volumena otapala na udio
ekstrahirane D-GIcA (%)
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Udio glukuronske kiseline [%]
o
S

1 2 3 4 5 6
Vrijeme ekstrakcije [h]

M6.25mg ESM/mL  ®W12.5mg ESM/mL  ®25 mg ESM/mL

Slika 5 Utjecaj vremena ekstrakcije i omjera mase membrana i volumena otapala na udio
ekstrahirane GIcA (%) iz membrana dobivenih obradom ljuske jaja 5 % kloridnom kiselinom

Udio glukuronske kiseline [%]

1 2 3 4 5 6
Vrijeme ekstrakcije [h]

W6.25mg ESM/mL  M12.5 mg ESM/mL W25 mg ESM/mL

Slika 6 Utjecaj vremena ekstrakcije i omjera mase membrana i volumena otapala na udio
ekstrahirane GIcA (%) iz membrana dobivenih obradom ljuske jaja 10 % octenom kiselinom
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Udio glukuronske kiseline [%]
(=]
S

1 2 3 4 5 6
Vrijeme ekstrakcije [h]

M6.25mg ESM/mL  ®12.5mg ESM/mL B 25 mg ESM/mL

Slika 7 Utjecaj vremena ekstrakcije i omjera mase membrana i volumena otapala na udio
ekstrahirane GlcA (%) iz membrana dobivenih obradom ljuske jaja 15 % o-fosfornom kiselinom
Rezultati istrazivanja pokazuju da se najveci prinosi D-GIcA u slu¢aju sirovih membrana postizu
nakon 5 ili 6 h ekstrakcije pri omjeru 12,5 ili 25 mg ESM/mL (Slika 4). S druge strane, u slucaju
membrana proizvedenih obradom ljuske jaja 5 % kloridnom (Slika 5), 10 % octenom (Slika 6)
i 15 % o-fosfornom (Slika 7) kiselinom najveci se prinosi postizu nakon 6 h ekstrakcije, pri ¢emu
se kao najbolji omjer mase membrane i volumena otapala za membrane dobivene obradom
ljuske jaja kloridnom i octenom kiselinom pokazao omjer od 12,5 mg ESM/mL, a za membrane
dobivene obradom o-fosfornom kiselinom od 6,25 mg ESM/mL. Prosjecni prinosi D-GIcA
zabiljeZzeni u ovome radu pri optimalnim uvjetima iznose 0,327 £ 0,012 % za sirove membrane
i 0,331 + 0,017 %, 0,388 + 0,011% i 0,326 + 0,025 % za membrane dobivene obradom

kloridnom, octenom i fosfornom kiselinom.

Udio uronskih kiselina u ekstraktu dobivenom nakon 3 h ekstrakcije membrana jaja uz 0,5 M
sumpornu kiselinu kao otapalo odredili su Baker i Balch (1962) i Balch i Cooke (1970) pri ¢emu
navode da membrane jaja ne sadrze uronske kiseline ili je njihov udio neznatan. S druge
strane, Nakano i sur. (2003) navode da membrana sadrzi mali ali znac¢ajan udio uronskih
kiselina, a nakon proteolize vanjske i unutarnje membrane papainom njihov prinos je iznosio

0,13+0,1%i0,115 + 0,18 %, Sto je nize od koli¢ine odredene u ovom diplomskom radu. Nize
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koncentracije uronskih kiselina mogudée je odrediti ukoliko GAG nisu u potpunosti hidrolizirani

ili ukoliko je uronska kiselina dekarboksilirana.

Medutim, znatno veci prinosi GAG od postignutih u ovome diplomskom radu zabiljezeni su u
ekstraktima dobivenih enzimskom hidrolizom membrane pomocu keratinaze, pepsina,
papaina i tripsina. Najveci prinosi GAG i sulfatiranih GAG postignuti su uz primjenu keratinaze
i iznose 6,4 % i 0,7 % (Lien i sur, 2022), dok je nakon tretmana pepsinom (Arsal Coculova,
2018) papainom i tripsinom (Urgeova i Vulganova, 2016) prinos ne$to maniji i iznosi 5 %, 3,9
% i 4,5 %. NiZi prinosi D-GIcA zabiljeZzeni u ovom diplomskom radu i prinosi uronske kiseline
koji navode Nakano i sur. (2003) ukazuju da ekstrakcija GAG bez primjene enzima poput
keratinaze, pepsina, papaina i tripsina dovodi do smanjenog prinosa tijekom ekstrakcije,
odnosno da ekstrakcija GAG sumpornom kiselinom bez primjene enzimske obrade moZda nije
dovoljna za cjelokupnu ekstrakciju uronske kiseline. Ovi rezultati su dijelom u skladu s Alparce
i sur. (2018) koji izvjeStavaju da su prinosi hijaluronske kiseline zabiljeZzeni nakon digestije
membrane jaja papainom pri 60 °C veéi od prinosa dobivenih istih ekstrakcijom pomocu

otopine natrijeva klorida pri optimalnim uvjetima.

Osim omjera mase membrana i volumena otapala na udio ekstrahirane GIcA (%) iz membrana
jaja, na Slikama 4-7 moze se uociti i znacajan utjecaj vremena ekstrakcije na prinos GAG.
Znacajniji porast prinosa D-GIcA zabiljeZzen je izmedu 4 i 5 h ekstrakcije kod membrana
proizvedenih obradom ljuske jaja kloridnom, octenom i o-fosfornom kiselinom pri svim
omjerima mase membrane i volumena otapala, medutim pri omjerima 6,25 mg ESM/mL i 25
mg ESM/mL nakon 5 h nije ustanovljen znacajan porast prinosa. Prema dobivenim rezultatima
vrijeme ekstrakcije je utjecalo na udio ekstrahirane D-GIcA u svim uzorcima membrana, pri
¢emu se s produljenjem vremena ekstrakcije povecava prinos Sto je u skladu s istrazivanjem
Khanmohammadi i sur. (2014), koji su ekstrahirali hijaluronsku kiselinu iz ljuske jaja otopinom
octene kiseline, gdje navode da vrijeme ekstrakcije znac¢ajno utjece na prinos D-GIcA, dok

temperatura nema znacajni utjecaj na prinos.
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4. Rezultati i rasprava

4.2. UTJECAJ RAZLICITIH UVJETA KISELINSKE EKSTRAKCIJE MEMBRANA JAJA
NA PRINOS UKUPNIH SECERA

16

14 }

12

10 f

Udio ukupnih Secera [%]

1 2 3 4 5 6
Vrijeme ekstrakcije [h]

M6.25mg ESM/mL  ®12.5mg ESM/mL B 25 mg ESM/mL

Slika 8 Utjecaj vremena ekstrakcije i omjera mase sirovih membrana i volumena otapala na prinos
ukupnih Seéera (%)
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Udio ukupnih Secera [%]
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Vrijeme ekstrakcije [h]

W6.25mg ESM/mL  M12.5 mg ESM/mL  E25 mg ESM/mL

Slika 9 Utjecaj vremena ekstrakcije i omjera mase membrane i volumena otapala na prinos ukupnih
Secera (%) iz membrana dobivenih obradom ljuske jaja 5 % kloridnom kiselinom
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Slika 10 Utjecaj vremena ekstrakcije i omjera mase membrane i volumena otapala na prinos ukupnih
Secera (%) iz membrana dobivenih obradom ljuske jaja 10 % octenom kiselinom
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Slika 11 Utjecaj vremena ekstrakcije i omjera mase membrane i volumena otapala na prinos ukupnih
Secera (%) iz membrana dobivenih ljuske jaja 15 % o-fosfornom kiselinom

Najvedi prinos ukupnih Secera u ekstraktu sirovih membrana zabiljeZzen je nakon 5 h kiselinske
ekstrakcije pri omjeru mase membrana i volumena otapala od 12,5 mg ESM/mL (Slika 8), u
ekstraktima membrana dobivenih obradom ljuske jaja 5 % kloridnom (Slika 9) i 10 % octenom

(Slika 10) kiselinom nakon 6 h ekstrakcije pri omjeru 6,25 mg/mL, dok je kod membrana
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4. Rezultati i rasprava

dobivenih obradom ljuske jaja 15 % o-fosfornom kiselinom (Slika 11) pri istom omjeru najvedi
prinos ukupnih Secera zabiljeZzen nakon 5 h ekstrakcije. Prosjecne vrijednosti prinosa ukupnih
Seéera pri optimalnim uvjetima iznose 12,011 + 0,856 % za sirove membrane, 12,122 + 0,017
%, 11,746+ 0,432 %i11,186 + 0,508 % za membrane dobivene obradom kloridnom, octenom
i o-fosfornom kiselinom. Dobiveni rezultati su djelomi¢no u skladu s navodima Balch i Cooke
(1970) koji navode da je optimalno vrijeme ekstrakcije ukupnih neutralnih Seéera uz 0,5 M
sumpornu kiselinu kao otapalo 6 h, a Seceri ¢ine manje od 4 % membrane jaja pri emu vecina
pripada neutralnim Se¢erima. Nasuprot tomu prinosi dobiveni u ovome istrazivanju su znatno
visi i u skladu s istraZzivanjem koje su proveli Nys i Gautron (2007) gdje navode da polisaharidi
¢ine najmanje 11 % membrane jaja.

Vrijeme ekstrakcije utjecalo je na udio ekstrahiranih ukupnih Se¢era kod membrana dobivenih
obradom ljuske jaja kloridnom, octenom i o-fosfornom kiselinom pri ¢emu udio ekstrahiranih
Secera raste s vremenom ekstrakcije, dok u slu¢aju sirovih membrana vrijeme ekstrakcije nije
znacajno utjecalo na udio ekstrahiranih Seéera.

Kod membrana dobivenih obradom ljuske jaja octenom, kloridnom i o-fosfornom kiselinom
najveci prinosi ukupnih Seéera zabiljeZeni su u ekstraktima dobivenim pri omjeru mase
membrane i volumene otapala 6,25 mg ESM/mL, dok su kod sirovih membrana najvece
vrijednosti zabiljeZzene pri omjeru 12,5 mg ESM/mL. Dobiveni rezultati ukazuju da smanjenje
omjera mase membrane i volumena otapala dovodi do porasta prinosa ukupnih Secera u
slu¢éaju membrana dobivenih obradom ljuske jaja octenom, kloridnom i o-fosfornom

kiselinom, ali ne i kod sirovih membrana.
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4. Rezultati i rasprava

4.3. UTJECAJ NACINA PRIPREME MEMBRANA NA PRINOS
GLIKOZAMINOGLIKANA | UKUPNIH SECERA

Obradom ljuske jaja razrijedenim otopinama kiselina poput octene, kloride,
etilendiamintetraoctene, sumporne i o-fosforne kiseline kalcijev karbonat ljuske jaja se otapa
i prevodi u odgovarajuée kalcijeve soli, a po cjelokupnom otapanju kalcijeva karbonata
zaostaju membrane jaja. Unatoc€ visokim prinosima tijekom procesa proizvodnje membrana
jaja kiselinama moZe dodi do promjene njihova kemijskog sastava, odnosno do promjene
udjela organske komponente (Lien i sur., 2022; Liu i sur., 2014). Stoga je u ovome diplomskom
radu provedena usporedba prosjec¢nih vrijednosti prinosa D-GIcA (Slika 12) i ukupnih Secera
(Slika 13) dobivenih kiselinskom ekstrakcijom sirovih membrana i membrana dobivenih
obradom ljuske jaja pomoc¢u 5 % kloridne, 10 % octene i 15 % o-fosfornom kiselinom i to nakon

5 h kiselinske ekstrakcije pri ¢emu je omjer mase membrana i volumena otapala iznosio 25

mg/mL.
ESM-H3P04 - -

Q

£ ESM-HAc . =
]

E

Q

E

E

¥ ESM-HCI

>

Udio [g/100 g]

Slika 12 Usporedba udjela D-GIcA u membranama jaja pripremljenih razli¢itim nacinima obrade
ljuske jaja
Analiza udjela GIcA u membranama ekstrahiranim pri optimalnim uvjetima (Slika 12) pokazala
je da su prinosi u slucaju sirovih membrana, kao i onih pripremljenih kiselinskom obradom
ljuske jaja 5 % kloridnom kiselinom i 15 % o-fosfornom kiselinom podjednaki, te iznose 0,327

+ 0,012, 0,331 + 0,017 i 0,326 + 0,025 g na 100 g membrana (p<0,05), dok se u slucaju



4. Rezultati i rasprava

membrana pripravljenih kiselinskom obradom ljuske jaja 10 % octenom kiselinom moze

zamijetiti nesto visi prinos D-GIcA (p<0,05) u iznosu 0,388 + 0,011 g na 100 g membrane.

ESM-H3PO4 =
" .
S ESM-HAc bt
s ‘. |
E
(7] o
E
S
4 ESM-HCI
>

0 2 4 6 8 10 12 14

Udio [g/100 g]

Slika 13 Usporedba udjela ukupnih Se¢era u membranama jaja pripremljenih razli¢itim nacinima
obrade ljuske jaja

Usporedi li se koli¢ina ukupno ekstrahiranih Secera iz membrana jaja pri optimalnim uvjetima
(Slika 13), tada se moze zamijetiti da je najnizi prinos ukupnih Sec¢era dobiven u ekstraktu
membrana dobivenih obradom ljuske jaja 15 % o-fosfornom kiselinom i iznosi 11,186 + 0,508
g na 100 g membrane, dok izmedu uzoraka sirovih membrana i membrana dobivenih obradom
ljuske jaja 5 % kloridnom i 10 % octenom kiselinom nema statisticki znacajne razlike (p<0,05)
pri ¢emu udio ukupno ekstrahiranih Secera iznosi 12,011 + 0,856, 12,122 + 0,017 i 11,746 +

0,432 g na 100 g membrane.

lako u dostupnoj literaturi nema podataka o utjecaju obrade ljuske jaja razli¢itim kiselinama
na udio GAG i ukupnih Se¢era u membranama jaja dobiveni rezultati su djelomi¢no u skladu
sa Zajec (2020) i Torres-Mansilla i Delgado-Mejia (2017) koji navode da obrada ljuske jaja
kiselinama tijekom izolacije membrana jaja moZe dovesti do promjene u udjelu organske tvari
u membranama. Nadalje, Zajec (2020) navodi da obrada membrana jaja 15 % o-fosfornom
kiselinom ima vedi utjecaj na promjenu organskog sastava od 5 % kloridne i 10 % octene
kiseline Sto je u skladu s rezultatima dobivenim tijekom kvantifikacije ekstrahiranih ukupnih

Secera u ovome diplomskom radu.
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5. Zakljucci

Na osnovi rezultata istrazivanja provedenih u ovom diplomskom radu, mogu se izvesti sljedeci

zakljucci:

1. Optimalni uvjeti kiselinske ekstrakcije glikozaminoglikana iz membrana jaja su 5 h pri
omjeru 12,5 mg ESM/mL za sirove membrane, 6 h pri omjeru 12,5 mg ESM/mL za
membrane proizvedene obradom ljuske jaja 5 % kloridnom i 10 % octenom kiselinom

te 6,5 mg ESM/mL za membrane dobivene obradom 15 % o-fosfornom kiselinom.

2. Optimalni uvjeti kiselinske ekstrakcije ukupnih Secera iz membrana jaja su 5 h pri
omjeru 12,5 mg ESM/mL u sluéaju sirovih membrana, 6 h pri omjeru 6,25 mg ESM/mL
za membrane proizvedene obradom 5 % kloridnom i 10 % octenom kiselinom te 5 h
ekstrakcije pri istome omjeru za membrane proizvedene obradom ljuske jaja 15 % o-

fosfornom kiselinom.

3. Obrada ljuske jaja kiselinama tijekom proizvodnje membrana utjece na prinos D-GIcA
pri ¢emu u odnosu na sirove membrane obrada 5 % kloridnom i 15 % o-fosfornom
kiselinom ima manji utjecaj od 10 % octene kiseline ¢ijom se primjenom postiZze nesto

vedi prinos na D-GIcA.

4. Obrada ljuske jaja kiselinama tijekom proizvodnje membrana utjece na prinos ukupnih
Secera pri ¢emu u odnosu na sirove membrane obrada 15 % o-fosfornom kiselinom
dovodi do smanjenja prinosa na ukupnim Secerima, dok 5 % kloridna i 10 % octena

kiselina imaju neznatan utjeca;.
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Prilog 1 Ovisnost intenziteta apsorbancije (A= 530 nm) o koncentraciji D-glukuronske kiseline

(bazdarni dijagram za odredivanje D-GIcA)

34



7. Prilozi

1,2
1 L)
y = 0,0024x
°
0,8
o
E
c
& 0,6
=
<
0,4 @
~
0,2
0
0 50 100 150 200 250 300 350 400 450

glukuronska kiselina pg/mL

Prilog 2 Ovisnost intenziteta apsorbancije (A= 490 nm) o koncentraciji D-glukuronske kiseline

(bazdarni dijagram za odredivanje ukupnih Secera)
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