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Abstract: The peels of Citrus reticulata Blanco mandarin cultivars of different Croatian varieties (Zorica
rana, Chahara, Okitsu, Kuno) were extracted using 15 different choline chloride-based deep eutectic
solvents (DESs) at 50 °C for 30 min and with 20% water addition. The extracts were analyzed by
high performance liquid chromatography with diode array detection (HPLC-DAD) to determine the
most suitable DES for the extraction of hesperidin in the samples. The screening results indicated that
choline chloride: acetamide (1:2) provided the most efficient hesperidin extraction (112.14 mg/g of
plant), while choline chloride:citric acid (1:1) solvent showed the lowest hesperidin yield (1.44 mg/g
of plant). The Box—Behnken design was employed to optimize extraction parameters for each variety
of mandarin peel, including extraction time, temperature and water content on hesperidin extraction.
The results indicated that hesperidin content in mandarin peels was completely variety-dependent.
Being a novel and efficient green media for hesperidin extraction, deep eutectic solvents could also
serve as promising solvent systems for the production of extracts rich in bicactive compounds.

Keywords: by-product; deep eutectic solvents; hesperidin; mandarin peel; optimization

1. Introduction

Citrus fruits are one of the most important crops with worldwide production, while citrus
by-products represent a problem regarding their disposal due to the environmental risk. Traditionally,
the waste was either burned, causing an increase in carbon dioxide and other greenhouse gasses, or
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Kore mandarina su nusproizvodi prerade citrusa
->u vecini slucajeva se bacaju (50% s.t.)

->potencijalni ekoloski problemi i trosak

Bogate su bioaktivnim spojevima->u teoriji bi se
mogle koristiti kao obnovljivi izvor prirodnih
antioksidanasa->odgovarajuce metode
ekstrakcije (ekstrakcija eutektickim otapalima)



Ekstrakcija

-jedna od temeljnih separacijskih tehnika; na principu molekulske difuzije

-ekstrakcija otapalima je konvencionalna metoda, naj¢eSée upotrebljavana
tehnika->degradacija Zeljenih komponenti (visoke temperature, dugo vrijeme
ekstrakcije)->koristenje novih i inovativnih metoda (ekstrakcija superkritiénim
teku¢inama, mikrovalovima, eutektickim otapalima...)

-prednosti koristenja eutektickih otapala: biokompatibilna su, netoksi¢na,
biorazgradiva su, jeftina za pripremu



Visoko tlacnha tekucinska
kromatografija (HPLC)

-separacija i kvantifikacija komponenti koje su otopljene u zadanom otapalu

-vrlo efikasna metoda idealna u analizi termolabilnih i neisparljivih spojeva

Otpad




Box-Behnken, centralno
kompozitni i dr.
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Donori vodika
Akceptori vodika amidi
kvarterne amonijeve
ili metalne soli

alkoholi
sederi

Kelo Zorica rana | strakcija hesperidina iz
kora mandarina koristenjem
eutektickih otapala

Chahara

Temperatura ekstrakcije-30,50,70°C
Vrijeme ekstrakcije-30,60,90 min

Udio vode-10,20,30 %




Odredivanje hesperidina na HPLC
sustavu

e |zokratno eluiranje (voda kao faza A, acetonitril kao faza B);
sobna temperatura; vrijeme=10min; protok 1ml/min; UV
detektor




Aproksimacija eksperimentalnih podataka
matematickim modelom
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a)HPLC kromatogram standarda naringina i hesperidina (ubacen je i UV
spektar standarda hesperidina); b) kromatogram hesperidina u uzorcima kora

mandarina
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Usporedna analiza dobivenih prinosa hesperidina koristenjem razliCitih
eutektickih otapala na bazi kolin klorida
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Analiza varijance (ANOVA) promatranih odziva

Izvor varijabilnosti Suma Stupnjevi Varijanca-MS F-vrijednost
kvadratnih slobode (n-1)
odstupanja (SS)
| e
“ 6,870 x 107 9 7,633 x 106 5,11
m 1,047 x 107 7 1,495 x 108
6,597 x 10° 3 1,495 x 105 2,27 0,2221
3,869 x 106 4 2,199 x 106
[ CGhakara |
“ 9,149 x 106 9 1,017 x 108 5,10
m 1,395x 10¢ 7 1,993 x 10°
9,823 x 10° 3 3,274 x 10° 3,17 0,1468
4,125x 10° 4 1,031 x 10°
“ 3,386 x 107 9 3,762 x 106 4,17
m 6,309 x 106 7 9,013 x 10°
4,913 x 106 3 1,638 x 106 4,69 0,0847
1,396 x 108 4 3,490 x 10°
T
“ 6,218 x 107 9 6,906 x 106 7,34
m 6,588 x 10° 7 9,411x 10°
1,438 x 10° 3 4,792 x 10° 0,37 0,7785
5,150 x 10° 4 1,287 x 10°




rocijenjeni koeficijenti polinoma jednadzbe drugog reda za udio hesperidina

Koeficijent Standardna F-vrijednost p-vrijednost
pogreska

Odsjecak 8516,50 546,82
-372,55 432,30 0,74 0,4173
X, 1636,34 432,30 14,33 0,0068
-472,18 595,88 0,63 0,4541
[ x2z] -1910,59 595,88 10,28 0,0149
- x2 ] -1723,12 595,88 8,36 0,0233
XX, ] 1255,52 611,37 4,22 0,0791
R2=0,8703
Odsjecak 5377,49 199,63
77,22 157,82 0,24 0,6396
X 372,92 157,82 5,58 0,0501
X, ] -883,39 157,82 31,33 0,0008
X,2 -169,29 217,54 0,61 0,4619
- x2] -2,00 217,54 8,417 x 10° 0,9929
D 12183 217,54 031 0,5929
XX, -149,61 223,20 0,45 0,5241
-223,26 223,20 1,00 0,0399
| XX -561,93 223,20 2,30 0,1731
R2=0,8677

X, :vrijeme ekstrakcije,X,:temperatura ekstrakcije,X:udio vode; utjecaj faktora je statisticki znacajan za p< 0,05




rocijenjeni koeficijenti polinoma jednadzbe drugog reda za udio hesperidina

Koeficijent Standardna F-vrijednost p-vrijednost
pogreska

i

Odsjeak 7615,8 424,57
477,83 335,65 2,03 0,1976
1119,15 335,65 11,12 0,0125
429,21 335,65 1,64 0,2417
X,2 564,54 335,65 1,49 0,2623
X2 -1152,90 462,66 6,21 0,0415
X2 -1450,46 462,66 9,83 0,0165
X,X, -548,54 474,68 1,34 0,2858
X,Xs -909,23 474,68 3,67 0,0970
XX, -107,13 474,68 9,83 0,0165
- Zoricarana
8534,27 433,84
X, 576,94 342,98 2,83 0,4173
X, 1623,64 342,98 22,41 0,0068
X, -1520,90 342,98 19,66 0,1666
-211,43 472,76 0,20 0,4541
X2z -187,53 472,76 0,16 0,0149
[ Xz -1623,41 472,76 11,92 0,0233
-485,39 485,04 1,00 0,0791
-1218,10 485,04 6,31 0,3468
XX -187,53 485,04 1,16 0,1731

X,:vrijeme ekstrakcije,X,:temperatura ekstrakcije,X;:udio vode; utjecaj faktora je statisticki znacajan za p<0,05




Graficka usporedba stvarnih i oCekivanih vrijednosti ekstrahirane koli¢ine
esperidina iz svake sorte mandarina: a) Okitsu, b) Chahara, c) Kuno, d) Zorica

Hesperidin (mglg)

Hesperidin (mg/g)
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Eksperimentalna matrica i vrijednost promatranog odziva

| | odtsu | Chahara | Kuno | Zoricarana

V(rrliﬁ:;e Tc(eorg)p ' I:OZA()) Hesperidin (mg/100 g)

90 30 20 202274 515866  6617,40 782331
2 [N 30 20 620053  4617,60  4551,48  4906,07
P 50 30 550138  4417,85 688287 617424
. w 50 30 444475 342060 600690  4099,36
e 50 20 976596  5507,70  7492,07 899814
e 50 20 849048 528490 720411 972507
60 70 30 521936  4519,89 684410  6179,43
w0 50 20 779107 537230 860640  8892,70
e 50 20 917764 580085 763982 835292
0 e 30 10 269143 486357 296668 620,44
30 50 10 696446 630561 563357 684531
0 e 70 10 704741 684300 477236 1020257
e 30 30 4572,07 478818 546693 427291
e 50 20 735735 492,68  7137,02 670254
L w 70 20 857706 549556  8405,48  10393,76
L w 50 10 837419 620142 839451  9642,82
30 70 20 773368 555296 853371 941810




3D DIJAGRAMI UTJECAJA ISPITIVANIH VARIJABLI NA PRINOS HESPERIDINA
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3D DIJAGRAMI UTIJECAJA ISPITIVANIH VARIJABLI NA PRINOS HESPERIDINA
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3D DIJAGRAMI UTIJECAJA ISPITIVANIH VARIJABLI NA PRINOS HESPERIDINA
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3D DIJAGRAMI UTIJECAJA ISPITIVANIH VARIJABLI NA PRINOS HESPERIDINA
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ekstrakcija hesperidina postignuta koristenjem eutektickog otapala kolin
klorid:acetamid (1:2), dok je najmanje efikasno otapalo bilo kolin
klorid:limunska kiselina (1:1);

@Nakon primjene 15 razlicitih eutektickih otapala uoceno je da je najefikasnija

Dobiveni rezultati takoder ukazuju na bitan znacaj sorte mandarine na koli¢inu
ekstrahiranog hesperidina. Najveca koliCina hesperidina je dobivena iz sorte
Zorica rana, nakon koje slijedi sorta Okitsu;

ANOVA je pokazala kako je temperatura ekstrakcije statisticki znacajan

@ parametar (osim u slucaju sorte Chahara). Poveéanje temperature rezultira
povecanim prinosom hesperidina. Sto se ti¢e udjela vode, kod sorti Chahara i
Zorica rana parametar udjela vode bitno utjece na prinos hesperidina;

Ovo istrazivanje moze biti vrlo korisno u svrhu dobivanja vrijednih bioaktivnih
spojeva koristenjem novih metoda ekstrakcije. Takoder, moze uvelike pridonijeti
smanjenju kolic¢ine otpada koji nastaje obradom agruma te daje moguénost
iskoriStenja nusproizvoda prehrambene industrije. Na taj nacin bi se mogao
zaokruziti proces proizvodnje hrane te bi se djelomi¢no skinuo financijski i
ekoloski teret u mnogobrojnim granama prehrambene industrije;

Prisutnost nepoznatih spojeva dobivenih HPLC analizom pruza dobar temelj za
bududa istrazivanja na temu ekstrakcije i separacije bioaktivnih komponenti
prisutnih u korama citrusnog voca.
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