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1. Uvod

Globalnim rastom ljudske populacije javlja se potreba za rapidnim razvojem industrijske
proizvodnje, dok problem predstavlja okolisni ¢imbenik zagadivanja i veéa potrosnja prirodnih
izvora. Takav nacin industrijske proizvodnje u pravilu nije odrZiv te se zbog toga pokusavaju
pronadi novija i kvalitetnija rjeSenja. Jedno od takvih rjeSenja pronadeno je u zelenoj kemiji
(Kudlak i sur., 2015). Zadada zelene kemije je dizajnirati ili kreirati procese i produkte kojima
se smanjuje primjena Stetnih tvari po ljudsko zdravlje i okoli$ te se istodobno povecava
iskoristenje ekstrakcijskih procesa (Chemat i sur., 2012). Takoder, raste svijest o tome kako je
vazno zastititi okolis te se iz tog razloga javljaju nove tehnologije kojima se iskoristavaju
sirovine koje su se dosada smatrale otpadom. Otpad, odnosno nusproizvodi iz svih grana
industrije predstavljaju izvor funkcionalnih i pozeljnih spojeva ¢ime potencijalno raste i
proizvodnja funkcionalne hrane (Wijngaard i sur., 2012). Prerada nusproizvoda prehrambene
industrije utjece na otkrivanje novih tehnologija ili na poboljSanje postojecih tehnologija
prerade koje potom omogucuju Sto efikasniju proizvodnju. Iz tog razloga krenule su se
upotrebljavati razne metode ekstrakcije kojima se mogu dobiti ciljani kemijski spojevi, a danas
se poseban naglasak stavlja na zelene tehnike ekstrakcije zbog iznimne ucinkovitosti u

dobivanju ciljanih komponenti, s ciljem o€uvanja okolisa (Wijngaard i sur., 2012).

Citrusno voce pripada u najvaznije prehrambene proizvode Sirom svijeta, a stvaranje otpada
citrusnog vodéa pridonosi oneciséenju okolisa. Uobicajeno, takav otpad se spaljuje ili
upotrebljava kao sirovina za proizvodnju sto¢ne hrane, ali sve se veéa paznja pridodaje
iskoriStenju nusproizvoda ekoloski-prihvatljivim postupcima kako bi se dobili visokovrijedni
proizvodi. U nusproizvod citrusnog voca ubrajamo pulpu, sjemenke i koru. Sjemenke i kora
izvor su mnogih korisnih bioaktivnih spojeva, antioksidansa od kojih je najvaznije spomenuti
flavonoide (Moulehi i sur., 2012). Takoder, citrusno voc¢e poznato je po svojim pozitivnim i
blagotvornim ucincima po ljudsko zdravlje koje pridonose vitamin C, fenolne i organske
kiseline, pektini te flavonoidi (Sharma i sur., 2018). Najvedi dio nusproizvoda agruma zauzima
kora. Kora predstavlja resurs bioaktivnih spojeva te se u njoj nalazi veéa koncentracija
flavonoida u odnosu na sjemenke (Lachos-Perez i sur., 2018). Uvelike je vazno pronaci
odgovarajucu i najefikasniju metodu ekstrakcije pojedinih bioaktivnih spojeva te optimirati

proces kako bi se omogudila proizvodnja na industrijskoj razini (Joki¢ i sur., 2019).

Cilj ovog rada bio je ekstrakcija bioaktivnih spojeva primjenom visokonaponskog elektricnog

praznjenja (VNEP) iz kore mandarine (Citrus unshiu Marc.) sorte Okitsu pri razli¢itim procesnim
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uvjetima: omjer tekuée/kruto, frekvencija, vrijeme. Provedena je kvalitativna i kvantitativna
analiza dobivenih ekstrakata. Identifikacija i kvantifikacija fenolnih spojeva odnosno
flavonoida koji se nalaze u pripremljenim uzorcima provedena je primjenom tekuéinske
kromatografije visoke djelotvornosti s detektorom niza dioda (HPLC-DAD) te se u ovom radu
spektofotometrijskim metodama odredivao ukupni udio fenola i antiradikalna aktivnost u
nastalim ekstraktima. Optimiranje ekstrakcijskog procesa primijenjeno je metodom odzivnih
povrsina (RSM). Naglasak ovog eksperimentalnog rada je stavljen na dobivanje ekstrakata
bogatih bioaktivnim komponentama (bioflavonoida) iz nusproizvoda kore mandarine koje se
dalje mogu primijeniti u proizvodnji vrijednih i nutritivno bogatih prehrambenih i drugih

proizvoda.
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2. Teorijski dio

2.1. MANDARINA —-SORTA OKITSU

Mandarina je biljka koja pripada rodu Citrus iz porodice Rutaceae. Uzgaja se u mediteranskim
zemljama, Japanu, Brazilu, SAD-u i mnogim drugim zemljama koje imaju blage zime te
umjerena ljeta (Batinovi¢, 2011). Plod mandarine poznat je po svjezoj i okrepljuju¢oj aromi te
znacajnoj koli¢ini vitamina C. Medutim, uz bogatstvo vitamina C, plod mandarine sadrzi i
mnoge druge poZeljne komponente poput flavonoida, fenolnih kiselina, pigmenata, pektinskih
tvari, Secerai lipida (Ledesma-Escobar i sur., 2019). U Republici Hrvatskoj mandarina se uzgaja
u dolini Neretve gdje prevladavaju pogodni uvjeti za plantazno uzgajanje agruma. Ukupno 80
% proizvodnje mandarine nalazi se u donjem toku rijeke Neretve. Mandarina sorte Okitsu
pripada u skupinu ranih sorti te dozrijeva u listopadu. Plod ove sorte mandarine je velik,
plosnat, bez fizickih nedostataka $to je od iznimne vaznosti za krajnjeg kupca. Kora ove sorte
mandarine je vrlo glatka, a meso je so¢no, bez sjemenki i narancasto-Zute boje. Neke od
najzastupljenijih sorta mandarina na podrucju Republike Hrvatske su: Wakiyama, Chahara,

Okitsu, Kawano, Wase, Owari, Zorica, Kuno, Seto, Saigon i Ichumare (Popovié i Vego, 2010).

2.1.1. Prerada mandarina

Mandarina je zapravo izrazito popularno citrusno voce Cija se proizvodnja neprestano
povedéava u cijelom svijetu te agrumi pripadaju medu najznacajnije plodove prehrambene
industrije (Kolarevié, 2020). Mandarine se u prehrambenoj industriji najvise koriste za preradu
u svjezi sok ili kao dodaci arome. Takoder, sok mandarine moze se koristiti kao pojacivac boje
soka od narance (Marti i sur., 2011). Ne ¢udi zapravo da se tijekom prerade citrusnog voca
stvara golema koli¢ina nusproizvoda jer je prinos dobivenog soka nizi od polovine ukupne
mase voca. Kao nusproizvod zaostaju kora, pulpa, sjemenke i vlaknaste membrane te se oni
bacaju kao otpad ili se koriste kao materijal za Zivotinjsku hranu, proizvodnju goriva i sli¢cno
(Cheigh i sur., 2012). Tradicionalno, nastali otpad se spaljuje, ali to uzrokuje povisenje
koncentracije ugljikova dioksida (CO,) i drugih stakleni¢kih plinova u atmosferi. No, danas su
razvijeni mnogi drugi ekoloski prihvatljivi postupci za dobivanje novih proizvoda. Preradom
citrusnog voca zaostaje visSe vrsti otpada: otpad koji je nastao prilikom proizvodnje sokova,
voce odbaceno zbog komercijalnih razloga (osStec¢eno voce) i voée odbaceno radi regulacija
odredenih proizvodnjom (Kose i Bayraktar, 2018). Kora agruma bogata je vitaminima,

polifenolima, flavonoidima, Secerima, etericnim uljima i organskim kiselinama. Najznacajniji
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bioaktivni spojevi su polifenoli zbog pozitivnih uc¢inaka na ljudsko zdravlje (Sharma i sur.,2017).
Kora €ini najvecu koli¢inu nusproizvoda citrusa, a ona se moze koristiti u razli¢ite svrhe zbog
velikog sadrzaja bioaktivnih spojeva. |z otpadne kore agruma proizvode se mnogi proizvodi
dobiveni iz flaveda (epikarpa) u koje se ubrajaju mirisne svijece, aromati¢na ulja, osvjezivaci
zraka i higijenski proizvodi (Samponi i sapuni) te proizvodi dobiveni od albeda (mezokarpa) u
koje ubrajamo kekse, biskvite, pektine, cokolade, marmelade, ocat i razne dodatke u prehrani
(Mahato i sur., 2019). Poznata je i primjena fenolnih spojeva (flavonoida i fenolnih kiselina) u
farmaceutskoj industriji zbog svojih protuupalnih, antialergijskih, antikancerogenih i
antioksidacijskih svojstva te se provode brojna istrazivanja vezana za njihovu primjenu u

proizvodniji lijekova (Mahato i sur., 2019).

2.1.2. Grada mandarine

Sve vrste citrusnog vocéa imaju podjednaku opéu gradu i izgled, te Slika 1 prikazuje gradu

citrusnog voda.

Epikarp ili flavedo

Endokarp

™ \Mezokarp ili albedo

Slika 1 Prikaz grade citrusnog voca (lzvor: Jasi¢, 2010)

Citrusno voce obavijeno je kutikulom koja sadrzi prirodne voskove i polimerizirane materijale.
Taj gornji sloj sluZi kao zastita od insekata i mikroorganizama. Takoder, zasluZzna je za regulaciju
plinova (izmjena kisika i ugljikova dioksida) te smanjuje gubitak vode. Vanjski dio kore naziva
se epikarp ili flavedo. Flavedo sadrzi pigmente kore i eteri¢na ulja (Berk, 2016). Boja kore

mijenja se ovisno o stupnju zrelosti ploda. Eteri¢na ulja nalaze se u uljnim Zlijezdama te sluze
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kao zaStita od pregrijavanja kada je plod izlozen suncu i zasluzna su za prepoznatljiv miris
(Ferenci¢ i sur., 2016). Ispod epikarpa nalazi se mezokarp ili albedo. Albedo predstavlja
mekano, bijelo tkivo ¢ija debljina oscilira ovisno o vrsti agruma. Mezokarp je bogat pektinskim
tvarima te zauzima vedinski dio kore agruma. Najzastupljeniji dio voca citrusa zauzima
endokarp. To je socno meso koje se nalazi ispod kore (Berk, 2016). Mesnati dio sastoji se od 9
do 14 kriski, karakteristi€ne je narancasto-Zute boje te se unutar mesnatog dijela mogu nadi

sjemenke (Ferencic¢ i sur., 2016).

2.2. KEMIJSKI SASTAV KORE MANDARINE

Razli¢it kemijski sastav citrusnog voéa ukazuje na raznolikost pojedinih vrsta agruma. Takoder,
kemijski sastav pojedinih komponenti ukazuje genetsko podrijetlo i vrijeme branja voca.
Prema sastavu flavonoida moguce je odrediti pojedine karakteristike svake vrste agruma.
Hesperidin predstavlja glavni funkcionalni i najzastupljeniji bioflavonoid u citrusnom vocu.
Brojna istrazivanja pokazala su kako hesperidin posjeduje antioksidacijsko, antialergensko i
protuupalno djelovanje te inhibicijsko djelovanje na stanice raka kod ljudi. Kora agruma
predstavlja nusproizvod bogat Seéerima, vlaknima, organskim kiselinama, mineralima,
etericnim uljima, lipidima, vitaminima i polifenolima (Mahato i sur., 2019). Kemijski sastav
varira u pojedinim dijelovima agruma. U albedu se nalazi oko 70 do 80 % vode te on sadrzi
spojeve poput celuloze, Skroba, pektinskih tvari, Secera, kiselina i flavonoida. Flavedo
predstavlja bogat izvor eteriénih ulja i pigmenata. U endokarpu se nalazi sok koji predstavlja
glavni proizvod agruma. Sok agruma bogat je vodom i brojnim otopljenim tvarima poput
ugljikohidrata, kiselina, dusi¢nih spojeva, lipida, minerala, glikozida, vitamina i topljivih

pigmenata (Berk, 2016).

2.2.1. Fenolni spojevi

Mandarina, kao i ostalo citrusno voée, ima iznimnu nutritivnu vaznost zbog svojeg kemijskog
sastava. Flavonoidi predstavljaju najvecu skupinu fenolnih spojeva te je mogudée pronaci
brojne flavonoide u samoj pulpi i kori citrusnog voéa. No, najznacajnije koli¢ine fenolnih
spojeva pojavljuju se u kori koja zaostaje kao nusproizvod. Vanjski dio kore ili epikarp bogat je
fenolnim spojevima, ali moguce ih je pronadi i u mezokarpu kore (Ledesma-Escobar i sur.,
2019). Takoder, fenolni spojevi sluze za zastitu unutarnjeg soc¢nog tkiva od mikrobnih infekcija

te negativnog UV i IR zracenja (Mahato i sur., 2019). Prisutni su razni nacini klasifikacije
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fenolnih spojeva. Fenolne spojeve moZzemo klasificirati prema strukturi, bioloSkoj aktivnosti ili
na temelju broja ugljikovih atoma prisutnih u njihovoj strukturi. Prema strukturi fenolni se

spojevi dijele na dvije skupine:
1. Flavonoidi (flavon, izoflavon, flavonol, flavonon, flavanol i antocijan)

2. Neflavonoidi (hidroksibenzojeva i hidroksicimetna kiselina — fenolne kiseline, lignan,

tanin, stilben).

Ovisno o dijelu biljke, razlikuju se udjeli fenolnih spojeva (Martic¢ i Oguié, 2018). Citrusno voce
sadrzi mnogo raznih flavonoida, drugim rijeCima glikozida. Kod citrusnih glikozida,
funkcionalna skupina je OH skupina te je glikozidna veza esterska i ona nastaje izmedu
anomernog ugljika Secera i funkcionalne skupine na aglikonu. Molekula glikozida podijeljena
je na dva dijela. Prvi dio molekule pripada Secerima koji mogu biti monosaharidi, disaharidi ili
oligosaharidi. Seéerni dio molekule naziva glikon, ali ukoliko molekula sadrii $ecer glukozu
tada se glikozid zove glukozid. Drugi dio molekule moZe sadrzavati alkohole, amine ili fenole
te se drugi dio molekule naziva se aglikon. Glikozidi su zastupljeni u niZzim koli¢inama. No,
predstavljaju spojeve od iznimnog financijskog i istrazivackog interesa (Berk, 2016). Flavonoidi
posjeduju antioksidacijsko i antikancerogeno svojstvo te posjeduju protuupalnu aktivnost i
sposobnost antiperoksidacije lipida (Mahato i sur., 2019). Antioksidacijsko svojstvo povezano
je uz mogucénost fenolnih spojeva da vezu slobodne radikale i prekidaju lanéane reakcije
radikala (Nayak i sur., 2015). U ljudskom tijelu odvijaju se brojni oksidacijski procesi te je
oksidativni stres zasluzan za proces starenja, razvoj bolesti i unistenje stanica. Prehrambeni
antioksidansi predstavljaju sastojke hrane koji imaju moguénost zaustavljanja osteéenja
stanica uzrokovanih oksidativnim reakcijama. Kljuéni flavonoidi u kori mandarine su
hesperidin, narirutin, naringin i eriocitrin. Manje zastupljeniji flavonoidi su: apigenin,
naringenin, hesperitin i luteolin (Mahato i sur., 2019). Hesperidin pripada u skupinu flavonskih
glikozida, a graden je od flavanonskog aglikona povezanog s rutinozom. Glikozidni dio
hesperidina izgraden je od disaharida koji sadrzi ramnozu i glukozu. Glukoza se veie za
aglikonski dio, dok se rutinoza veZe na glukozni dio molekule (Garg i sur., 2001). Na Slici 2
prikazana je kemijska struktura hesperidina. Njega je mogude detektirati u agrumima poput
naranci, limuna i mandarina. Ubraja se u jedne od najvaznijih bioflavonoida koji se pronalaze
u biljkama roda Citrus. Brojna istrazivanja potvrdila su kako hesperidin posjeduje protuupalna

i antioksidativna svojstva, ali novija istraZivanja usmjerena su prema njegovom
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antikancerogenom djelovanju (Roohbakhsh i sur., 2015). Hesperidin nastaje reakcijom alkalne

hidrolize floroglucinola i hesperetinske kiseline (Devi i sur., 2015).

Slika 2 Kemijska struktura hesperidina (lzvor: Autor)

Flavonoid narirutin (naringenin-7-O-rutinozid) je glikozid koji se sastoji od flavona naringenina
i disaharida rutinoze. Narirutin posjeduje brojna pozitivna svojstva. Najistaknutija su
protuupalna, antialergijska i antioksidacijska svojstva. Takoder, istrazuje se djelovanje
narirutrina u lije€enju protiv bronhijalne astme te njegova primjena u ublaZivanju osteéenja
jetre nastalog zbog konzumacije alkohola. NajviSe koncentracije narirutina pronalaze se u soku
narance, ali ostalo citrusno voce sadrzi znacajne koncentracije narirutrina u svom kemijskom
sastavu. Na Slici 3 prikazana je kemijska struktura narirutrina.
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Slika 3 Kemijska struktura narirutina (lzvor: Autor)

Naringin pripada u flavonoide gorkog okusa te se koncentracija naringina smanjuje
dozrijevanjem citrusog voca. Na Slici 4 prikazana je kemijska struktura naringina. Aglikon
naringina je naringenin te je neohesperidoza njegov glikon. Enzimskom hidrolizom naringina

moguce je ukloniti njegov gorak okus (Berk, 2016). Sve veca paZnja pridodaje se djelovanju
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naringina u lije¢enju dijabetesa, odnosno na njegovo antihiperglikemijsko djelovanje, dok su

zabiljeZzena i dobra antioksidacijska i protuupalna svojstva.

OH
HO,, OH

OH

Slika 4 Kemijska struktura naringina (lzvor: Autor)

U proizvodima citrusnog voca takoder su prisutne znacajne koli¢ine fenolnih kiselina koje
predstavljaju aromatske, sekundarne biljne metabolite. U kori citrusa nalaze se sljedeée
fenolne kiseline: kofeinska, sinapinska, p-kumarinska, p-cimentna, hidroksicimetna,
vanilinska, ferulinska, klorogenska kiselina i mnoge druge (Mahato i sur., 2019). Fenolne
kiseline javljaju se u vezanom obliku. One su vezane pomocu esterskih veza za celulozu,
proteine, lignine i ostale druge strukturne biljne komponente (Mahato i sur., 2019). Takoder,
vezu se i na flavonoide, manje organske spojeve ili terpene. Manji dio fenolnih kiselina javlja
se kao slobodne kiseline. Fenolne kiseline vazne su u zastiti od oksidativnih razaranja i u zastiti

od bolesti (Mahato i sur., 2019).

2.2.2. Ostali spojevi prisutni u kori mandarine

Citrusno voce puno je razlic¢itih pigmenata, a specifi¢na Zuto-narancasta boja soka i endokarpa
dolazi iz karotenoida, najvise B-karotena i ksantofila (Mahato i sur., 2019). Najznacajniji
pigmenti su: klorofil (zelena boja), ksantofil (Zuta i narancasta boja), karoten (narancasta boja)
i likopen (crvena boja). Pigmenti se nalaze u plastidima, klorofil se nalazi u kloroplastima, a
ostali pigmenti u kromoplastima. Nezrelo voée zelene je boje, ali dozrijevanjem koncentracija
klorofila se smanjuje, kloroplasti prelaze u kromoplaste te zatim kora citrusnog vocéa poprima

svoju karakteristi¢nu boju (Berk, 2016).
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Askorbinska kiselina ili vitamin C prisutan je u svjezem voéu i povréu te predstavlja jedan od
najispitivanijih i najznacajnijih vitamina. Takoder, vitamin C pripada medu najdjelotvornije
antioksidanse i sudjeluje u brojnim bioloskim procesima (Drake, 2009). Vitamin C vazan je za
oporavak tkiva i jatanje imunoloskog sustava. Citrusno voce sadrzi velike koli¢ine vitamina C i
nize koli¢ine pro-vitamina A i B kompleksa (Mahato i sur., 2019). Topiv je u vodi pa se moze
konzumirati oralno kao dodatak prehrani, a vaZzan je i u sprje¢avanju bolesti koje ukljucuju
mehanizme bioloske oksidacije, poput raka i kardiovaskularnih bolesti (Berk, 2016).
Nusproizvod citrusnog voca bogat je dijetalnim vlaknima koja se dijele na topiva i netopiva. U
topiva vlakna ubraja se pektin, a u netopiva ubrajaju se celuloza, lignin i hemiceluloza. Od
pektinskih tvari agruma najistaknutiji su pektinska i pektininska kiselina, pektin te protopektin
(Mahato i sur, 2019). Pektinske tvari vazine su sastavnice citrusnog voca zato Sto veZu stanice
albeda i omoguduju rast stanica stanicnih stjenki u fiziologiji biljke te sluze kao stabilizator
citrusnih sokova. Otpadna kora citrusnog voca najznacajniji je materijal za dobivanje pektina
koji se kasnije mozZe upotrebljavati u proizvodnji marmelada i dZzemova. Konzumacijom
pektinskih tvari u ljudskoj prehrani smanjuje se razina kolesterola u krvi te je smanjen rizik od
nastanka koronarne bolesti (Berk, 2016).

Seceri u citrusnom vocu zasluzni su za sladak okus i nositelji su energije. Na $ecere otpada vedi
dio topljivih krutih tvari agruma. Polovinu ukupnih Seera zauzima saharoza, a ostatak
zauzimaju reducirajuéi Seceri poput glukoze i fruktoze (Berk, 2016). Ukupna koli¢ina Seéera
zastupljenih u citrusnom vocu ovisi klimi, temperaturi te sadrzaju tla (Mahato i sur., 2019).
Etericna ulja nalaze se u Zlijezdama epikarpa kore citrusnog voca. Preciznije, komponente
eteriénih ulja sintetiziraju se u epitelnim stanicama epikarpa gdje su okruzene uljnim
Zlijezdama. Kod nezrelog voca agruma broj uljnih Zlijezda je malen, ali zrenjem povecava se
broj Zlijezda. Ona prema kemijskom smislu nisu ulja zato Sto nisu sastavljena od triglicerda,
vec predstavljaju smjesu terpena i spojeva slicnih terpenima. Nazivamo ih uljima jer posjeduju
hidrofobni/lipofilni karakter. Primarna funkcija eteri¢nih ulja je zastita vo¢a od insekata.
Takoder, eteri¢na ulja posjeduju antimikrobna svojstva te se iz tog razloga primjenjuju u
farmaceutskoj industriji. Eteri¢na ulja mandarine sadrzavaju mnogobrojne razli¢ite kemijske
spojeve u svom sastavu. Eteri¢na ulja su hlapive komponente, a hlapljive komponente
eteri¢nih ulja kore agruma su terpeni te njihovi derivati (Berk, 2016).

Alkoholi i aldehidi nalaze se u ulju citrusnog voéa, ali u niskim udjelima. Radi hidrolize estera

nazocni su slobodni alkoholi. Linalool predstavlja jednu od vaznijih komponenti arome u kori
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citrusa (Berk, 2016). Osim u kori citrusa, linalool doprinosi okusu i aromi mnogih drugih
namirnica poput rajcice, grozdu i vinu, mangu, ulju limuna i limete, mrkvi te bosiljku. Takoder,
mnoga istrazivanja ukazuju kako je linalool najvaznija komponenta koja pridonosi okusu soka
od narance.

Citrusno voce pripada kiselom vocu te je sok citrusnog voéa prepun organskim kiselinama.
Najznacajnije kiseline su limunska i jabuéna, a ostale manje zastupljenije kiseline su mlijecna,

vinska, benzojeva, oksalna i mravlja (Mahato i sur., 2019).

2.3. ZELENE TEHNIKE EKSTRAKCUE

Zelena ekstrakcija definirana je kao: ,,Zelena ekstrakcija temelji se na otkrivanju i osmisljavanju
ekstrakcijskih procesa koji ¢ée umanijiti uporabu energije, omoguditi koristenje alternativnih
otapala i obnovljivih prirodnih produkata te da ¢e pruziti siguran, visoko kvalitetan ekstrakt.”
(Chemat i sur., 2012). Tradicionalne metode ekstrakcije su neekonomicne zato Sto zahtijevaju
duze vrijeme ekstrakcije, visSe organskih otapala, Sto ima negativan utjecaj na ljudsko zdravlje
i okoli$ (Ramos i sur., 2002). Jos jedan nedostatak tradicionalnih metoda ekstrakcije je taj da
one koriste manje selektivna otapala za ciljane komponente pa se javlja tendencija za
koncentriranjem i prociS¢avanjem dobivenih ekstrakata (Mustafa i Turner, 2011). S vremenom
su se pokusali reducirati ti problemi koji nastaju primjenom tradicionalnih tehnika ekstrakcije,
poput velikog utroSka energije i uporaba Stetnih otapala uz mali prinos produkta (Mustafa i
Turner, 2011). Zadaca zelene kemije je zamjena tradicionalnih metoda ekstrakcije sa zelenim
i inovativnim metodama ekstrakcije koje se prikazuje kao potencijalno rjeSenje u suzbijanju
navedenih problema. Opisano je Sest principa zelene ekstrakcije prirodnih produkata koji su
navedeni u Tablici 1. Principi su opisani kao inovativne upute s potencijalnom primjenom na
istrazivackoj i industrijskoj razini (Chemat i sur., 2012). Ocuvanje bioloske raznolikosti je od
velike vaZnosti te se pojavljuju nove tehnologije u uzgoju biljaka poput ,plant miling”
tehnologije. To je primjer nove tehnologije koja opisuje proizvodniju i izolaciju Zeljenih tvari iz
biljke, a da se pritom biljka ne unisti. Uporaba zelenih otapala, najéeSce vode te otapala iz
prirodnih izvora, istice se kao povoljna alternativa Stetnog utjecaja organskih otapala na okolis.
Ekstrakcija kemijskih spojeva poput lipida, vitamina, Secera, eteri¢nih ulja, pigmenata,
bjelancevina i slicnih molekula zahtijeva uporabu otapala poput heksana, toluena, acetona,
kloroforma i drugih organskih otapala, a upravo su ta otapala svrstana kao otapala Stetna po

ljudsko zdravlje i okolis. Takoder, organska otapala su zapaljiva, hlapljiva ili toksicna pa su
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Cesto razlog zagadenja okolisa i efekta staklenika. Zbog njihovih nepovoljnih utjecaja, ta
otapala zahtijevaju zamjenu zelenim otapalima iz sigurnosnih, ekonomskih i ekoloskih
aspekata. Prednost zelenih otapala je visoka mo¢ otapanja, netoksi¢nost, biorazgradivost i
nezapaljivost. Tradicionalni postupci ekstrakcije zahtijevaju veliku potrosnju energije pa je
nuzno pronadi postupke kojima bi se smanjio utrosSak energije ili smanijilo vrijeme ekstrakcije.
Minimiziranjem potros$nje energije i njezinim ponovnim koriStenjem te primjenom inovativnih
tehnologija, smanjuje se Stetan utjecaj na okolis, stoga postupak ekstrakcije postaje jeftiniji i
sigurniji. Neki nacini smanjivanja potrosSnje energije su optimizacija postojeéih procesa,
primjena inovativne tehnologije i ponovna uporaba energije oslobodene tijekom procesa
ekstrakcije. Proizvodnja nusproizvoda umjesto otpada, kako bi se ukljucila bio- i agro-
industrijska prerada, obuhvaéa proizvodnju ciljanih produkata iz odredenog izvora koji tada
imaju moguénost daljnje prerade. Provodenjem manjeg broja operacija te kontroliranih i
sigurnih procesa dovodi do smanjenja troskova. Poznato je kako proces ekstrakcije ukljucuje
lanac procesa te se dokazalo kako uporaba superkriti¢nih fluida smanjuje broj pojedinacnih
koraka u provodenju ekstrakcijskog postupka. Posvelivanje proizvodnji biorazgradivog i
stabilnog ekstrakta bez konzervansa odnosi se na ispunjenje odredenih propisa i zahtjeva
trzista kako bi se postigao odredeni kriterij kvalitete. Ekstrakti moraju biti proizvedeni iz to¢no
deklariranih sirovina kako bi se potvrdila njihovo podrijetlo te ne smiju sadrZavati ostatke

pesticida, teskih metala, mikotoksina i slicno (Chemat i sur., 2012).

Tablica 1 Principi zelene ekstrakcije

Broj Princip

1. | Otkrivanje novih izvora biljnih materijala i koristenje obnovljivih izvora.

2. | Koristenje alternativnih otapala, naj¢esée vode te otapala iz prirodnih izvora.

Minimiziranje potrosSnje energije njezinim ponovnim koristenjem i primjena
inovativnih tehnologija.

Proizvodnja nusproizvoda umjesto otpada kako bi se ukljucila bio- i agro-
industrijska prerada.

5. | Provodenje manjeg broja operacija te kontroliranih i sigurnih procesa.

6. | Dobivanje biorazgradivog i stabilnog ekstrakta bez konzervansa.
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Zelene tehnike ekstrakcije sigurnije su za ¢ovjeka i okoli$ te su ucinkovitije od tradicionalnih
tehnika ekstrakcije. Suvremene (zelene) tehnike ekstrakcije upotrebljavaju netoksi¢na otapala
poput vode, CO; i etanola. Neke od tehnika su ekstrakcija potpomognuta mikrovalovima (engl.
Microwave Assisted Extraction; MAE), ekstrakcija potpomognuta ultrazvukom (engl.
Ultrasound-Assisted Extraction; UAE), ubrzana ekstrakcija otapalima (engl. Accelerated
Solvent Extraction; ASE), ekstrakcija superkriticnim CO; (SO-CO,) i ekstrakcija subkriticnom
vodom (engl. Subcritical Water Extraction; SWE) (Bubalo i sur., 2018), a u nastavku ¢emo se

dotaknuti one tehnike ekstrakcije koja je koriStena u ovom radu

2.3.1. Ekstrakcija potpomognuta visokonaponskim elektricnim praznjenjem

Visokonaponsko elektricno praznjenje (VNEP; engl. High Voltage Electrical Discharge) pripada
u netermicku metodu koja svoju primjenu pronalazi u procesima kod kojih visoka temperatura
nije poZeljna (Mandal i sur., 2018). Takoder, predstavlja inovativnhu metodu ekstrakcije
bioaktivnih spojeva koja u odnosu na tradicionalne metode ekstrakcije, zahtijeva kraée vrijeme
provedbe procesa, doprinosi vecem iskoristenju i pridaje kvaliteti nastalih produkata
(ekstrakata) te omoguduje kontrolu Maillardovih reakcija koje se odvijaju u produktima
(Barisi¢isur., 2019). VNEP metoda upotrebljava se za ocuvanje mikrobioloske sigurnosti hrane
zato $to se njenom primjenom osigurava inaktivacija mikroorganizamai enzima te je prikladna
za produljenje roka trajanja proizvoda. Takoder, visokonaponskim elektriénim praznjenjem
uklanjaju se toksini iz hrane te se primjenjuje za sterilizaciju ambalaze i dezinfekciju vode
(Grgi¢, 2019). VNEP metoda primjenu pronalazi kod pasterizacije vo¢nih sokova s ciljem
oc€uvanja sadrzaja vrijednih bioaktivnih spojeva i odrzavanja mikrobne sigurnosti. Takoder,
uporabom ovakvog nacina ekstrakcije zabiljezeno je poveéanje koncentracije fenolnih spojeva
u nastalim ekstraktima (Herceg i sur., 2016). Zbog svojih dobrih svojstva visokonaponsko
elektricno praznjenje Siroko je primjenjivano u prehrambenoj industriji, a njegovo najvaznije
svojstvo je mogucnost provedbe procesa na nizim temperaturama te je zbog toga pogodna za
provodenje ekstrakcije termolabilnih bioaktivnih komponenti. U sustave za ekstrakciju
potpomognutu visokonaponskim elektricnim prainjenjem ubrajamo cirkulirajuée,
kontinuirane i diskontinuirane sustave te se ekstrakcija moZze provoditi u plinovitom il
tekuéem mediju (Li i sur, 2019). Kod visokonaponskog elektricnog praznjenja energija se
razvija izmedu dvije elektrode koje su potopljene u vodenoj otopini. VNEP metoda koja se

odvija u vodenim sustavima ukljucuje dvije faze: fazu praZnjenja elektricne struje i fazu
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praznjenja elektricnog luka. Faza prainjenja elektriéne struje obiljeZzena je razvojem malog
broja mjehuriéa i aktivnih radikala te slabijim udarcima valova, a u fazi praznjenja elektricnog
luka razvija se veci broj mjehurica i slobodnih, aktivnih radikala te su udarci valova intenzivniji
(Zongming i sur., 2019). Ova metoda temelji se na pojavi elektri¢nog izboja u vodenoj otopini
te se tom pojavom omogucava osteéenje strukture stanica i fragmentacija Cestica pri ¢emu se
postize kvalitetnija ekstrakcija bioaktivnih komponenata unutar stanice (Rajha i sur., 2015).
Visokonaponsko elektricno praznjenje usmjereno je na djelomicno ionizirani plin koji nema
termodinamicku ravnotezu izmedu visokoenergetskih elektrona i glavnog dijela atoma plina
ili molekula te se kao rezultat njihova djelovanja oslobada veliki sadrzaj kineticke energije na
nizim temperaturama. Odvija se emisija energetski nabijenih Cestica - protona i fotona te se
zbog toga kidaju kovalentne veze i ubrzavaju kemijske reakcije (Barisi¢ i sur., 2019). Pojavom
elektricnog izboja izaziva se nekoliko sekundarnih fenomena: intenzivho mijeSanje i
turbulencija tekucine, pojava emisije UV svjetla visokog intenziteta, proizvodnja kavitacijskih
mjehuri¢a i udarnih valova te razvitak vodikovog peroksida koji su prikazani na Slici 5

(Boussetta i Vorobiev, 2014).

TURBULENCUA | INTENZIVNO MUESANJE

VISOKO INTENZIVNG UV SVIETLO
-y MNAKUPLJAMNIE H202

L | 1| ELEKTRICNO PRAZNJENJE

L KAVITACHA
MNASTANAK FRAGMEMNATA
' UDARNI VALOWI

Slika 5 Visokonaponsko elektric(nompraznjenje izmedu dvije elektrode u otopini (Izvor: Rajha
i sur., 2015)

Preciznije, prema Boussetta i Vorobiev (2014) kod visokonaponskog elektri¢cnog praznjenja u
ionskim otopinama odvija se elektricno praznjenje kada su izlazni napon te njegova pulsna

frekvencija dovoljno jaki. Elektricno praznjenje desSava se izmedu dvije elektrode Sto za
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posljedicu ima stvaranje plazme. Stvaranje plazme izaziva efikasnu raspodjelu fluida, otopine
ili suspenzije kojom je okruZzena ¢ime se stvaraju udarni valovi koji se potom radijalno Sire
medijem, uzrokuju turbulencije i intenzivno mijeSanje sadrzaja reaktora. Prilikom udara
udarnih valova o stijenke reaktora nastaju refrakcijski valovi koji su zasluzni za stvaranje
kavitacijskih mjehuri¢a. Takoder, plazma emitira visoko UV zracenje koje dovodi do
fotodisocijacije vode i nastanka hidroksilnih radikala. Svi sekundarni fenomeni uzrokuju
razaranje tretiranog materijala ma mikroskopskoj razini. Turbulencija ubrzava proces
ekstrakcije bioaktivnih molekula iz stanice bioloskog materijala, a intenzivho mijeSanje
sadrZaja reaktora doprinosi brzem prijenosu mase. Nastanak udarnih i refrakcijskih valova
poboljSavaju mehanicko razaranje stanicne membrane. UV zracenje djeluje mutageno na
stanice tretiranog materijala te hidroksilni radikali izazivaju oksidacijski stres stanica.
Parametri kljucni za ekstrakciju potpomognutu visokonaponskim elektri¢cnim praznjenjem su:
napon, frekvencija i jakost elektricnog polja, elektroprovodljivost medija, vrijeme,
koncentracija otopine (omjer tekucée/kruto), odabir otapala te protok protjecanja otopine
(Grgi¢, 2019). Duze vrijeme trajanja procesa visokonaponskog elektricnog praznjenja uzrokuje
kvalitetnije razaranje stanica tretiranog materijala i bolju izolaciju spojeva, ali predugo trajanje
procesa moze imati negativan utjecaj zbog pojave radikala koji nastaju kao posljedica UV
zra€enja iniciranog elektricnim praznjenjem (Rajha i sur., 2015). Takoder, prilikom duzeg
trajanja procesa moze dodi do migracije metalnih iona iz elektroda bez obzira sSto su izgradene
od nehrdajuceg Celika. Nastali metalni ioni mogu utjecati na elektroprovodivost otopine, a
time mogu prouzroditi pogresnu pretpostavku o stupnju oStecenja tretiranog bioloSkog
materijala. Vedi stupanj osteé¢enja bioloskog materijala omogucuje vediizlazak unutarstaniénih
komponenti koje potom mijenjaju ionski sastav otopine i ujedno djeluju na njenu
elektroprovodljivost (Boussetta i Vorobiev, 2014). Koncentracija otopine, odnosno omjer
tekuce/kruto utjece na nacin da veda koli¢ina tekuceg dijela (otapala) u odnosu na kruti dio
(uzorak) osigurava bolju difuziju bioaktivnih komponenti iz tretiranog materijala. Poboljsana
je molekularna difuzija izmedu dvije faze, a time je uspjesnija ekstrakcija (Xu i sur., 2017).
Vazan utjecaj na proces ekstrakcije potpomognute visokonaponskim elektri¢nim praznjenjem
ima izbor otapala. Voda predstavlja izvor dobrog, lako dostupnog i ekonomiénog otapala te
koja otapa vecinu organskih spojeva, ali flavonoidi su slabije topivi u vodi pa se njihova
topljivost poboljSava uz dodatak nekog organskog otapala (Cui i sur., 2018). Primjena

visokonaponskog elektricnog praznjenja, odnosno hladne plazme predstavlja inovativnu,
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ekonomski i ekoloski prihvatljivu tehnologiju s velikim potencijalom primjene u prehrambenoj

industriji (Pankaj i Keener, 2018). U dosadasnjim istraZivanjima ova tehnologija upotrebljavala

se za ostvarivanje vecéeg prinosa polifenolnih spojeva u razli¢itim prehrambenim proizvodima

te se nije upotrebljavala komercijalno u velikim mjerama, ali svoju uporabu pronalazi u obradi

hrane (Thirumdas i sur., 2014). Primjena VNEP metode pokazala je pozitivne ucinke u obradi

voénih sokova zbog koje se uspjela zadrzati ili poboljsati ukupna kvaliteta tretiranih sokova

(Pankaj i Keener, 2018).

Prednosti ekstrakcije potpomognute visokonaponskim elektriénim praznjenjem su sljedeée:

Zahtjeva manju uporabu otapala u usporedbi s tradicionalnim metodama ekstrakcije.

Provedba procesa ekstrakcije odvija se na niZim temperaturama uz neprimjetno

povisenje temperature suspenzije/otopine nakon ekstrakcije (Parniakov i sur., 2014).

Tretiranje ispitivanog materijala visokonaponskim elektricnim praznjenjem moze
rezultirati poveéanjem prinosa ciljanih komponenti s uporabom kraéeg vremena
provedbe procesa ekstrakcije i uz smanjen utroSak energije u usporedbi s

tradicionalnim metodama ekstrakcije (Boussetta i Vorobiev, 2014).

Ucinkovitost razaranja stanica je velika i mjeri se pomocu vrijednosti
elektroprovodljivosti (z [uS/cm]) koja sluZi za procjenu stanicne dezintegracije

(Boussetta i Vorobiev, 2014).

Nedostaci ekstrakcije potpomognute visokonaponskim elektriénim praznjenjem su:

Visokonaponsko elektricno praznjenje djeluje na stani¢ne zidove i membrane zato $to
je ova metoda neselektivna te se desava isticanje raznih unutarstani¢nih komponenti

(Boussetta, 2009).

Radi elektricnog praznjenja visokog napona nastaje veliki broj slobodnih radikala koji
uzrokuju oksidativno razaranje stani¢nih membrana i oksidaciju ciljanih komponenti

zbog ¢ega je smanjen njihov prinos (Li i sur., 2019).

Dosadasnja istraZivanja provedena su u laboratorijskim mjerilima te pilot

postrojenjima, a ne na industrijskoj razini (Boussetta i sur., 2012).
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2.4. OPTIMIRANIJE PROCESA EKSTRAKCUE

Optimizacija se odnosi na unaprjedenje sustava ili procesa radi kojeg ¢e se ostvariti
maksimalno iskoriStenje uz minimalne financijske troskove. Pojam optimizacije Cesto se
upotrebljava u analiti¢koj kemiji zbog otkrivanja uvjeta u kojima se ostvaruju najbolji mogudi
prinosi te se optimizacija tradicionalno provodi radi promatranja utjecaja promjene jednog
parametra u vremenu na neki eksperimentalni prinos (Aladi¢, 2015). Takoder, optimizacija
predstavlja neizostavan korak u svakom industrijskom procesu i analitickim tehnikama, a
zahtjeva namjeStanje procesa preko skupa odabranih parametara i postivanje svih relativnih
procesnih ogranienja kako bi se postigla maksimalna ucinkovitost primjenom minimalnog
eksperimentalnog i financijskog napora (Banga i Seider, 1996). U industrijskom smislu
optimizacija se odnosi na otkrivanje inovativnih procesa ili poboljSanje postojeéih kojima ¢e se
omoguciti povecanje iskoristenja, smanjenje vremena i ukupnih troSkova proizvodnje.
Uporaba inovativnih tehnika ekstrakcije ima cilj ostvariti bolju kvalitetu i bolja fizikalno-
kemijska svojstva proizvoda te umanijiti energetske potrebe i vrijeme trajanja procesa (Aydar,
2019). Stvarnu sliku o utjecaju procesnih parametara na promatrani proces nije moguce
ostvariti promatranjem i mjerenjem samo jednog parametra zato Sto vecina tehnoloskih
procesa ovisi o velikom broju procesnih parametara. Pristup optimizaciji na takav nacin
zahtijevao bih utrosak velike koli¢ine vremena i ogroman broj eksperimenta. No, u danasnje
vrijeme vrsi se optimizacija pomoc¢u multivarijantne statisticke tehnike (Liyana-Pathirana,
2005). Metoda odzivnih povrsSina (engl. Response Surface Methodology — RSM) pripada u
najéesce upotrebljavane postupke statisti¢ki planiranih eksperimenata. RSM pripada u skup
statistickih i empirijskih tehnika kojima se modeliraju te analiziraju utjecaji nezavisnih varijabli
na promatrani odziv regresijskom analizom s ciljem poboljSanja, razvoja i optimiranja procesa
(Aladi¢, 2015). Odnosno, RSM tehnika temelji se na ujednacavanju polinomnih jednadzbi s
dobivenim eksperimentalnim podacima iz pomno planiranih eksperimenata te je vazno opisati

ponasanje skupa podataka kako bi se omogucilo statisti¢ko predvidanje (Bas i Boyaci, 2007).
Osnovni koraci za uporabu RSM metode kao tehnike za optimizaciju procesnih uvjeta su:

e (Qdredivanje nezavisnih varijabli s definiranim rasponom ispitivanih parametara koje

iznimno utje€u na proces,
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e QOdabir plana i provedba eksperimenta prema predloZzenoj shemi kombinacije

parametara,

e Aproksimacija eksperimentalnih podataka matematickim modelom primjenom

matematicko-statistickih metoda,
e QOdredivanje optimalnih vrijednosti ispitivanih varijabli (Bezerra i sur., 2008).

Osnovni cilj primjene ove metode je utvrditi odnos izmedu utjecajnih/nezavisnih varijabli sa
zavisnom varijablom (odzivom) te utvrditi na koji nacin ulazni parametri utjeCu na odziv.
Takoder, potrebno je odrediti prikladan dizajn eksperimenata pomodu kojeg ¢e se utvrditi
eksperimenti koje je nuzno izvrsiti. lzvrSavanjem eksperimenata prema svim mogudim
kombinacijama definiranim pomoc¢u dizajna eksperimenata dobiva se kontinuirana ploha koja

povezuje visine izmjerenih vrijednosti i naziva se odzivna ploha, prikaz na Slici 6 (Aladi¢, 2015).

Slika 6 Trodimenzionalni prikaz odzivne plohe (lzvor: Bezzera i sur., 2008)

Prema Aladi¢ (2015) odabir dizajna eksperimenata ovisi o o¢ekivanoj odzivnoj funkciji. Kada
eksperimentalni podaci ne stvaraju krivulje, kada ih je moguée aproksimirati linearnom
funkcijom, tada se koristi dizajn eksperimenata za modele prvog reda. Aproksimacijska

funkcija za modele prvog reda je (1) :

Y=BFo+Br1*xx1 +Baxxp+ - Pixx;+e& (1)
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Aproksimacija eksperimentalnih podataka koji se ne mogu opisati linearnom fukcijom

upotrebljava eksperimentalni dizajn za kvadratni odziv povrsine, dizajn za modele drugog reda

(2):
Y =Bo+ iy Bixxi + oy Bu * xF + Nicj Dima Bij * Xi ¥ X + € (2)
gdje su:
Y — modelom predvidena odzivna funkcija
B0 — konstanta jednadZbe odzivnog polinoma
Bi — koeficijent linearnog ¢lana jednadzbe odzivnog polinoma
8ii — koeficijent kvadratnog ¢lana jednadZzbe odzivnog polinoma
8; — koeficijent ¢lana interakcije jednadzbe odzivnog polinoma
Xjj — ispitivane nezavisne varijable

Koeficijenti odzivnog modela (funkcije) utvrduju se metodom najmanjih kvadrata, a potom se
vrSi analiza i test adekvatnosti odzivnog modela uporabom analize varijance (ANOVA) ili

studentovog t-testa kojima se istaknu faktori koji najznacajnije utjecu na proces.

Iznimnu vaznost ima odabir plana pokusa koji ée najbolje opisati promatranu pojavu te se on
odreduje prema tome kakva se odzivna funkcija ocekuje. Za modele prvog reda koristi se plan
pokusa samo kada se eksperimentalne vrijednosti medusobno zavisnih varijabli mogu
aproksimirati linearnom funkcijom (Myers i Montgomery, 1995). No, za aproksimaciju

nelinearnih eksperimentalnih podataka upotrebljava se plan pokusa za modele drugog reda:
e centralno kompozitni plan pokusa
e trofaktorijalni plan pokusa na tri razine

e Box-Behnkenov plan pokusa (Bezerra i sur, 2008).
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2.4.1. Box — Behnken eksperimentalni dizajn

Box — Behnkenov plan pokusa (engl. Box — Behnken design — BBD) jedan je od najcesce
upotrebljavanih planova pokusa u prehrambenoj industriji (Aydar, 2019). On propisuje kako
odabrati toc¢ke eksperimenata u slucaju ispitivanja nekoliko faktora, parametra procesa na tri
razine te je njime omoguceno ispitivanje veéeg broja varijabli uz vrlo preciznu procjenu
koeficijenata matematickih modela drugog i prvog reda (Ferreira i sur., 2007). Ovakav
eksperimentalni dizajn uobicajeno se sastoji od 17 provedenih eksperimenata, ukljucujuci 3
do 5 ponavljanja u centralnoj tocki koja koriste za procjenu statisticke pogreske (Aydar, 2019).
Graficki prikaz Box - Behnkenova eksperimentalnog dizajna nalazi se na Slici 7. Broj potrebnih

eksperimenata za razvoj Box — Behnekenova eksperimentalnog dizajna definira se izrazom (3):
N =2%k—-1)+C, (3)

gdje je:

k - broj faktora, nezavisnih varijabli

Co — broj centralnih tocaka

-
L

\‘ X, Xy

Slika 7 Box-Behnken plan pokusa (lzvor: Bezzera i sur., 2008)

22



3. EKSPERIMENTALNI DIO



3. Eksperimentalni dio

3.1. ZADATAK

Zadatak diplomskog rada odvijao se u sljedeéih nekoliko koraka:

Ekstrakcija bioaktivnih spojeva primjenom visokonaponskog elektricnog praznjenja iz
kore mandarine (Citrus unshiu Marc.) sorte Okitsu pri razli¢itim procesnim uvjetima:
omjeru tekuce/kruto (1:200, 1:300, 1:400 mL/g), frekvenciji (40, 70, 100 Hz) i vremenu
ekstrakcije (5, 10, 15 min);

Identifikacija i kvantifikacija fenolnih spojeva i flavonoida koji su prisutni u dobivenim
ekstraktima primjenom tekucinske kromatografije visoke djelotvornosti s detektorom

niza dioda (HPLC-DAD);

Matematicko modeliranje i optimizacija procesa pomoc¢u metode odzivnih povrsina

(RSM) za prinos ekstrakcije i dva najzastupljenija bioflavonoida u ekstraktima;

Odredivanje ukupnih fenola i antiradikalne aktivnosti u dobivenim ekstraktima

primjenom spektofotometrijskih metoda;

Primjenom programa Design-Expert® provesti statisticku analizu varijance (ANOVA) i
numeri¢ku optimizaciju o utjecaju procesnih parametara na proces ekstrakcije

potpomognute visokonaponskim elektri¢nim praznjenjem.

3.2. MATERUALII METODE

Za ovo istrazivanje prikupljene su kore mandarine, sorte Okitsu s obiteljske farme Dalibor

Ujevi¢ (Opuzen, Hrvatska). Uzorci su prikupljeni u listopadu 2020. godine. Prije susenja, uzorci

kora mandarina su oprane vodovodnom vodom te su naknadno tri puta isprane u destiliranoj

vodi.

Popis kemikalija koristenih u radu:

Milli-Q voda (provodnost < 0,055 uS/cm);
Folin-Ciocalteu reagens (Merck, Njemacka);
Otopina Na>COs3 (20%-tna; Merck, Njemacka);

2,2-difenil-1-pikrilhidrazil radikal (DPPH*®; TCI, Japan).
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e Standardi: hesperidin, narirutin, naringin, kaempferol-3-O-rutinozid, klorogenska
kiselina, kriptoklorogenska, neoklorogenska kiselina (Dr. Ehrenstorfer GmbH,
Njemacka);

e Otapala visoke Cistoc¢e: metanol (J. T. Baker, Poljska).
Popis uredaja koristenih u radu:
e Uredaj za ultra-duboko smrzavanje (Thermo Fisher Scientific; TSE400VGP-ULTS, SAD);
e Liofilizator (Christ, Alpha LSCplus, Njemacka);
e Univerzalni mlin (IKA M 20 univerzalni mlin, Njemacka);

e Uredaj za visokonaponsko elektricno praznjenje (VNEP, SFE Systems Ltd., Osijek,
Hrvatska);

e Spektrofotometar (Spectronic Helios Gamma UV-Vis spektrofotometar; Thermo Fisher
Scientific, SAD);

e Tekucinska kromatografija visoke djelotvornosti s detektorom niza dioda (Agilent 1260
Infinity 1l; Analytical Instruments, CA, SAD).

3.2.1. Priprema uzorka za ekstrakciju

Oprane svjeze kore mandarina sorte Okitsu su zamrznute u uredaju za ultra-duboko

smrzavanje (Slika 8) na -80 °C kroz 24 sata.

Slika 8 Uredaj za ultra duboko smrzavanje (Thermo scientific; TSE4A00VGP-ULTS)

(Izvor: Katalog opreme Prehrambeno-tehnoloskog fakulteta Osijek, 2021.)
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Naknadno, tako zamrznute podvrgnute su suSenju zamrzavanjem (proces liofilizacije) u
uredaju prikazanom na Slici 9. Temperatura u kondenzatoru za vrijeme procesa sublimacije
iznosila je oko -50 °C, dok je tlak u komori iznosio 0,25 mbar. Tijekom procesa desorpcije,
maksimalna temperatura u komori bila je 30 °C. Proces susenja ukupno je trajao 36 h. Na Slici

10 prikazani su uzorci kore mandarine nakon procesa susenja.

Slika 9 Liofilizator (Christ, Alpha LSCplus, Njemacka)

(Izvor: Katalog opreme Prehrambeno-tehnoloskog fakulteta Osijek, 2021.)

Slika 10 Prikaz postupka liofilizacije kora mandarina te uzorakanakon susenja (lzvor: Autor)

Nakon susenja, uzorci su stavljeni u eksikator, zatim samljeveni u mlinu (IKA M 20 univerzalni
mlin) te prosijani kroz sito veli¢ine otvora od 2 mm. Prikaz uzorka nakon mljevenja nalazi se

na Slici 11.
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Slika 11 Prikaz uzorka nakon mljevenja u univerzalnom mlinu (IKA M 20 univerzalni mlin)
(Izvor: autor)

3.2.2. Ekstrakcija fenolnih spojeva iz kore mandarine primjenom VNEP-a

Ekstrakcija bioaktivnih spojeva iz kore mandarine sorte Okitsu primjenom viskokonaponskog
elektricnog praznjenja izvedena je na uredaju za visokonaponsko elektri¢no praznjenje (SFE

Systems Ltd., Prehrambeno-tehnoloski fakultet Osijek; Slika 12). Uredaj se sastoji od:

e Visokonaponskog generatora (on predstavlja izvor visokog napona istosmjerne struje
od 30 kV i maksimalan iznos struje je 10 mA, a maksimalna snaga generatora iznosi 120

W)

e Spremnika energije/kondenzatora (u njemu se skladisti energija koja se prazni u obliku

izboja)

e Visokonaponske sklopke (ona osigurava praznjenje spremnika energije u odredenim

intervalima, te frekvencija moze graniciti od 10 Hz do 100 Hz)

e Komore s magnetnom mijeSalicom (u kojoj se uzorak tretira te su u njega uronjene

elektrode na razmaku od 1 cm)
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e Upravljackog sklopa, automatike (kojom se osigurava rad na uredaju bez nadzora i

ru¢nog upravljanja)

e Upravljaca (koji osigurava upravljanje uredajem sa sigurne udaljenosti te se na njemu
nalaze tipke za pokretanje/zaustavljanje, namjestanje frekvencije i vremena trajanja

ekstrakcije)

Slika 12 Uredaj za VNEP (SFE Systems Ltd., lijevo) te prikaz elektri¢nog praznjenja u vidu
izboja (desno) (Izvor: Autor)

Proces ekstrakcije provodio se na nacin da je odvagano sveukupno 1 g uzorka usitnjene kore
mandarine sorte Okitsu te je na suhi materijal dodan razli¢it omjer Milli-Q vode kako bi se
dobile suspenzije razli¢itih koncentracija. Tako pripremljeni uzorci tretirani su u VNEP uredaju
u kojemu se provodila ekstrakcija pri zadanim uvjetima prema Box-Behnken
eksperimentalnom dizajnu kako je prikazano u Tablici 2. Nakon procesa ekstrakcije uzorci su

filtrirani i cuvani na temperaturi od 4°C za daljnje analize.
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Tablica 2 Procesni uvjeti ekstrakcije bioaktivnih spojeva visokonaponskim elektri¢nim

praznjenjem prema Box — Behnken eksperimentalnom dizajnu

Rb. Omijer tekuée/kruto [mL/g] Frekvencija [Hz] Vrijeme [min]
1. 200 40 10
2. 200 70 5
3. 400 40 10
4. 300 70 10
5. 300 70 10
6. 300 100 5
7. 400 70 5
8. 300 40 5
9. 300 70 10
10. 300 70 10
11. 200 70 15
12. 400 100 10
13. 200 100 10
14. 300 40 15
15. 300 100 15
16. 300 70 10
17. 400 70 15

3.2.3. Odredivanje flavonoida primjenom HPLC-DAD tehnikom

Identifikacija te kvantitativna i kvalitativna analiza flavonoida u ekstraktima uzorka provedena

je uporabom tekucéinske kromatografije visoke djelotvornosti s detektorom niza dioda (HPLC-

DAD) pri sljede¢im uvjetima:

Mobilna faza: A— 1% CH3COOH (octena kiselina), B — metanol
Kolona: COSMOSIL 5C18-MS-11 (4,6 x 250 mm, 5 um)

Eluiranje: 0-5 min, 20 % B; 5-15 min, 40-60 % B; 15-35 min, 80 % B; 35-40 min, 60 % B;
40-50 min, 20 % B at 25+0.8 °C kroz 50 min

Injektivni volumen: 20 pL
Brzina protoka: 1 ml/min
Vrijeme analize: 60 min

Valna duljina detektora: 210, 230, 250, 275, 300, 320, 360 nm

Sustav uredaja za semipreparativnu tekuéinsku kromatografiju (HPLC) sastoji se od kvartarne

pumpe G7111B, peénice G7116A (temperaturni raspon od 10 do 85 °C), DAD detektora

G7115A, autosamplera G7129A (kapacitet 36 viala) i sakupljaca frakcija G1364E. Upravljanje
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sustavom i obrada podataka vrsi se pomoéu racunalnog programa ChemStation. Uredaj za

tekudinsku kromatografiju visoke djelotvornosti prikazan je na Slici 13.

Slika 13 Fotografija uredaja HPLC-DAD (lzvor: Autor)

Kvalitativna analiza provedena je komparacijom retencijskog vremena (vrijeme izmedu
injektiranja uzorka i nastanka odziva na detektoru) fenolnih spojeva u uzorku s retencijskim
vremenom poslije injektiranja standarda specifiénog fenolnog spoja poznate koncentracije.
Kvantitativna analiza pojedinih komponenti u uzorcima provedena je mjerenjem povrsine
ispod pikova na osnovi ranije konstruirane kalibracijske krivulje za svaki fenolni spoj koji je
analiziran. Rezultati dobiveni HPLC analizom, radi jednostavnosti, izraZeni su kao mg
komponente po gramu materijala, odnosno mg/g.

Pripremljene su otopine standarda sljedeéih fenolnih spojeva: klorogenska kiselina (10-1000
pug/mL, narirutin (10-150 pg/mL), hesperidin (1-1500 pg/mL), rutin (10-500 pg/mL),
kaempferol 3-O-rutinozid (10-1000 pg/mL), pri koncentracijama navedenima za svaku
komponentu. Uz navedene komponente, pripremljeni su standardi kriptoklorogenske (10-
1000 pg/mL) i neoklorogenske kiseline (10-100 pg/mL).

Linearnom regresijom dobivenih jednadzbi pravca za svaku komponentu izracunat je
koeficijent determinacije koji iznosi za klorogensku kiselinu (R?=0,99912), narirutin
(R?>=0,99888), hesperidin (R?=0,99720), rutin (R?=0,99842), kaempferol-3-O-rutinozid
(R?=0,99996), kriptoklorogensku (R?=0,99954) i neoklorogensku kiselinu (R?=0,99887) pri
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koncentracijama navedenima za svaku komponentu. R? vi$i od vrijednosti 0,995 potvrduje da
je metoda linearna u cijelom podrudju ispitivanih koncentracija.

Odgovarajuéa retencijska vremena za ispitane komponente utvrdena su: klorogenska kiselina
(12,333 min), narirutin (18,363 min), hesperidin (18,838 min), rutin (19,034 min), kaempferol-
3-0O-rutinozid (20,324 min), kriptoklorogenska (12,800 min) i neoklorogensku kiselinu (6,052

min).

3.2.4. Odredivanje antiradikalne aktivnosti

Za odredivanje antiradikalne aktivnosti primijenjena je DPPH metoda. U 1,2 ml razrijedenog
ekstrakta koncentracije 1 mg/ml dodalo se 0,5 ml svjeZe pripremljene otopine DPPH
koncentracije 0,2 mM. Tako pripremljeni uzorci ostaju se u mraku 30 minuta, a nakon isteka
vremena mjerena je apsorbancija pri vajnoj duljini od A=517 nm. Mjerenja su provedena u tri
paralele te su rezultati izrazeni kao % aktivnosti vezanja DPPH (% DPPH). Mo¢ vezanja
slobodnih radikala izradunata je kao omjer smanjenja apsorbancije otopine DPPH nakon
dodatka otopine uzorka i apsorbancije otopine DPPH u koju nije dodan uzorak, prema

jednadzbi (4):

%DPPH activity = Apeei* A8)=4s o 40 (4)

ApPPH
gdje su:
AprrH — kontrola apsorbancije, predstavlja apsorbanciju pripremljene otopine DPPH
Ag — apsorbancija uzorka

As — apsorbancija uzorka pomijeSanog s DPPH otopinom

3.2.5. Odredivanje ukupnih fenola

Ukupni udio fenola (engl. Total Phenol Content; TPC) u dobivenim ekstraktima odreden je
metodom po Folin-Ciocalteu spektrofotometrijski na spektrofotometru prikazanom na Slici
14. U Eppendorf epruvete dodano je 20 uL uzorka koji je razrijeden na 10 mg/ml i 100 pL Folin-
Ciocalteu reagensa, zatim se dodalo 300 puL 20%-tne otopine natrijeva karbonata i 1580 uL
Milli-Q vode. Slijepa proba priprema se tako da se dodalo 100 uL Folin-Ciocalteu reagensa, 300
pL 20%-tne otopine natrijeva karbonata i 1600 pL Milli-Q vode. Zatim se termostatiralo uzorke

30 minuta na temperaturi od 40 °C te je nakon mjerena apsorbancija spektrofotometrom na
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valnoj duljini od A=765 nm u tri paralele. Rezultati su izracunati prema kalibracijskoj krivulji
masenog udjela galne kiseline i odgovaraju¢ih absorbancija te su isti izraZeni kao mg
ekvivalenta galne kiseline (GAE) po gramu biljnoga materijala. Radi jednostavnosti, dalje e se

u tekstu rezultati izrazavati skraceno kao mg GAE/g.

Slika 14 Spektrofotometar (Spectronic Helios Gamma UV-Vis spektrofotometar; Thermo
Fisher Scientific) (Izvor: autor)

3.2.6. Optimiranje procesa ekstrakcije bioaktivnih spojeva iz kore mandarine

Proces ekstrakcije bioaktivnih spojeva iz kore mandarine provodio se primjenom VNEP-a kojim
se omogucilo kvalitetnije iskoristenje kore mandarine koja u industriji zaostaje kao otpad i
predstavlja ekonomski trosak. Modeliranje i optimizacija procesa ekstrakcije potpomognute
VNEP-om provedena je uporabom metode odzivnih povrSina te je upotrebljavan Box-
Behnkenov plan pokusa za procjenu utjecaja procesnih parametara tijekom ekstrakcije
primjenom VNEP metode na kvalitetu nastalih ekstrakata, to jest na udio hesperidina,
narirutina, udio ukupnih fenola i antiradikalnu aktivnost. Takoder, promatran je utjecaj
procesnih parametara na prinos ekstrakcije. U procesu ekstrakcije VNEP metodom odabrane
su tri razli¢ite nezavisne varijable: omjer tekucée/kruto (X1, mL/g), frekvencija (X2, Hz) i vrijeme
ekstrakcije (X3, min). Provedeno je 17 eksperimenata prema Box-Behnken eksperimentalnom
planu pokusa te su dobiveni rezultati eksperimenata aproksimirani matematickim modelima
odzivnih povrsina, odnosno polinomom drugog reda. Pomoéu tih podataka pokazuje se
adekvatnost modela za pojedini proces i kreiraju 3D prikazi utjecaja odredenih procesnih

parametara na proces ekstrakcije primjenom VNEP-a. Statisticka analiza varijance (ANOVA) i
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numericka optimizacija o utjecaju procesnih parametara na ekstrakcijski proces provedena je

primjenom programskog paketa Design Expert®.
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4. Rezultati i rasprava

4.1. ISKORISTENJE EKSTRAKCIJE 1 UDIO BIOFLAVONOIDA U DOBIVENIM

EKSTRAKTIMA PRIMJENOM VNEP METODE
U ovom radu provedeno je istraZivanje o utjecaju VNEP metodena ekstrakciju bioaktivnih
spojeva iz kore mandarine sorte Okitsu. Promatrao se utjecaj promjene procesnih parametara
ekstrakcije VNEP, primarno omjera tekucée/kruto (1:200, 1:300, 1:400 mL/g), frekvencije (40,
70, 100 Hz) i vremena ekstrakcije (5, 10, 15 min), na iskoriStenje ekstrakcije i na
ekstraktibilnost fenolnih komponenti. Zanimljivo je napomenuti da je proces liofilizacije
(dehidratacija s prethodnim zamrzavanjem) za susenje svjeze kore mandarine primijenjen za
$to bolje ocuvanje fenolnih spojeva pod blazim uvjetima procesiranja namirnica. Liofilizacija
pripada u nedestruktivne metode susSenja namirnica. To je jedinstveni postupak susenja
namirnice u zamrznutom stanju koji se sastoji od nekoliko znacajnih koraka koji objedinjuju
procese zamrzavanja i dehidratacije (Lovri¢, 2003).

Tablica 3 Iskoristenje (izrazeno kao mg/g liofiliziranih kora mandarina) u dobivenim

ekstraktima pri razli¢itim procesnim uvjetima ekstrakcije primjenom VNEP iz kore mandarine
sorte Okitsu

Rb. Omijer tekuée/kruto Frekvencija Vrije_me IskoriStenje
(mL/g) (Hz) (min) (mg/g)
1 200 40 10 416,80
2 200 70 5 430,00
3 400 40 10 389,00
4 300 70 10 453,00
5 300 70 10 432,00
6 300 100 5 427,20
7 400 70 5 391,50
8 300 40 5 426,10
9 300 70 10 432,31
10 300 70 10 424,80
11 200 70 15 441,20
12 400 100 10 359,50
13 200 100 10 418,40
14 300 40 15 456,00
15 300 100 15 463,20
16 300 70 10 422,40
17 400 70 15 424,01

Prema rezultatima prikazanim u Tablici 3, uocava se kako se prinosekstrakcije krece u rasponu

od 463,20 do 359,50 mg/g liofiliziranih kora mandarina. Najvece iskoriStenje ostvareno je u
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eksperimentu broj 15, dok je najmanje iskoristenje ostvareno u eksperimentu broj 12. Proces
ekstrakcije primjenom visokonaponskog elektricnog praznjenja u eksperimentu broj 15
odvijao se pri procesnim uvjetima: omjeru tekucée/kruto 1:300 mL/g, frekvenciji 100 Hz i
vremenu od 15 minuta. Ekstrakcija u eksperimentu broj 12 provedena je pri procesnim
uvjetima: omjeru tekuce/kruto 1:400 mL/g, frekvenciji 100 Hz i vr.emenu od 10 minuta.
Tablica 4 SadrZaj hesperidina, narirutina, rutina, kriptoklorogenske kiseline, kaemferol-3-

rutinozida i neoklorogenske kiseline identificiran u dobivenim ekstraktima pri razli¢itim
procesnim parametrima ekstrakcije primjenom VNEP iz kore mandarine sorte Okitsu

Rb. Hesperidin Narirutin Rutin Kri!)to!(lorogenska Kaerr:tfienllei-:-o- Nt.aok’orogenska

(mg/g) (mg/g) (mg/g) kiselina (mg/g) i/ kiselina (mg/g)
1 58,51 12,77 2,49 1,05 0,59 0,68
2 59,96 13,55 2,25 0,98 0,59 0,68
3 64,74 13,72 4,35 0,75 0,56 0,53
4 59,46 13,95 4,33 0,93 0,66 0,72
5 67,07 14,20 4,62 0,79 0,61 0,64
6 70,62 14,53 2,55 0,81 0,57 0,64
7 69,76 14,74 2,66 0,84 0,36 0,60
8 55,88 7,47 1,37 0,43 0,23 0,33
9 59,16 12,87 4,19 0,39 0,60 0,54
10 67,08 14,67 4,78 0,85 0,63 0,68
11 59,22 17,39 5,10 1,10 0,90 1,10
12 72,91 12,19 5,25 0,86 0,44 0,66
13 50,52 13,51 4,00 0,85 0,72 0,62
14 62,90 14,40 5,05 0,76 0,51 0,72
15 58,71 13,76 4,56 0,69 0,49 0,71
16 64,50 14,54 4,92 0,65 0,89 0,68
17 68,32 14,58 5,13 0,67 0,61 0,61

U Tablici 4 prikazane su vrijednosti pojedinih bioflavonoida koji su ekstrahirani iz kore
mandarine primjenom tehnike VNEP. Identifikacija i kvantitativna analiza flavonoida u
ekstraktima uzorka provedena je uporabom tekudinske kromatografije visoke djelotvornosti s
detektorom niza dioda (HPLC-DAD). Detektirana je prisutnost hesperidina, narirutina, rutina,
kriptoklorogenske kiseline, kaemferol-3-rutinozida i neoklorogenske kiseline Ciji su rezultati

izrazeni kao mg/g .

Uoceno je kako je dominantna komponenta u dobivenim VNEP ekstraktima hesperidin.

Koncentracija hesperidina odredena je u rasponu od 50,52 mg/g do 72,91 mg/g. Najveca
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koncentracija odredena je u eksperimentu broj 12 (primijenjeni procesni parametri: omjer
tekuce/kruto 1:400 mL/g, frekvencija 100 Hz i u vremenu od 10 minuta), dok je najniza
koncentracija zabiljeZzena u eksperimentu broj 13 (primijenjeni procesni parametri: omjer

tekuce/kruto 1:200 mL/g, frekvencija 100 Hz i vrijeme od 10 minuta).

Koncentracija narirutina odredena je u rasponu od 7,47 mg/g do 17,39 mg/g predstavljajuci
drugu najzastupljeniju komponentu ekstrahiranu primjenom VNEP iz kore mandarine sorte
Okitsu. Najvisa koncentracija uocena je u eksperimentu broj 11 (ekstrakcija provedena pri
procesnim parametrima: omjer tekuée/kruto 1:200 mL/g, frekvencija 70 Hz i vrijeme od 15
minuta), dok je najniza koncentracija zabiljeZzena u eksperimentu broj 8 (ekstrakcija provedena
pri procesnim parametrima: omjer tekuée/kruto 1:300 mL/g, frekvencija 40 Hz i vrijeme od 5

minuta).

Koncentracija rutina odredena je u rasponu od 1,37 mg/g do 5,25 mg/g. Najvisa koncentracija
zabiljezena je u eksperimentu broj 12 (ekstrakcija provedena pri procesnim parametrima:
omjer tekuée/kruto 1:400 mL/g, frekvencija 100 Hz i vrijeme od 10 minuta), dok je najniza
koncentracija zabiljezena u eksperimentu broj 8 (ekstrakcija provedena pri procesnim

parametrima: omjer tekuce/kruto 1:300 mL/g, frekvencija 40 Hz i vrijeme od 5 minuta).

U ekstraktima je takoder potvrdena i prisutnost kriptoklorogenske kiseline u rasponu od 0,39
mg/g do 1,10 mg/g. Najvisa koncentracija zabiljeZzena je u eksperimentu broj 11 (ekstrakcija
provedena pri procesnim parametrima: omjer tekuée/kruto 1:200 mL/g, frekvencija 70 Hz i
vrijeme od 15 minuta), dok je najniza koncentracija zabiljezena u eksperimentu broj 9
(ekstrakcija provedena pri procesnim parametrima: omjer tekuce/kruto 1:300 mlL/g,
frekvencija 70 Hz i vrijeme od 10 minuta). Neoklorogenska kiselina je takoder detektirana u
rasponu od 0,33 mg/g do 1,10 mg/g. Najvisa koncentracija zabiljeZzena je u eksperimentu broj
11 (ekstrakcija provedena pri procesnim parametrima: omjer tekuée/kruto 1:200 mlL/g,
frekvencija 70 Hz i vrijeme od 15 minuta) dok je najniza koncentracija zabiljezena u
eksperimentu broj 8 (ekstrakcija provedena pri procesnim parametrima: omjer tekucée/kruto

1:300 mL/g, frekvencija 40 Hz i vrijeme od 5 minuta).

Koncentracija kaemferol-3-rutinozida odredena je u rasponu od 0,23 mg/g do 0,90 mg/g.
Najvisa koncentracija zabiljezena je u eksperimentu broj 11 (ekstrakcija provedena pri
procesnim parametrima: omjer tekuée/kruto 1:200 mL/g, frekvencija 70 Hz i vrijeme od 15

minuta) dok je najniza koncentracija zabiljezena u eksperimentu broj 8 (ekstrakcija provedena
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pri procesnim parametrima: omjer tekuée/kruto 1:300 mL/g, frekvencija 40 Hz i vrijeme od 5

minuta).

U Tablici 5 prikazani su dobiveni rezultati ukupnih fenola (mg GAE/g biljnog materijala) i
antiradikalne aktivnosti (izraZzenih kao % DPPH) primjenom VNEP tehnike iz kore mandarine
sorte Okitsu pri razli¢itim procesnim parametrima ekstrakcije. Udio ukupnih fenola odredivao
se metodom po Folin-Ciocalteu, dok se antiradikalna aktivnost mjerila DPPH metodom. Obje
metode se temelje na spektrofotometrijskim mjerenjima. Metoda po Folin-Ciocalteu zasniva
se na oksidaciji fenolnih grupa iz uzorka dodatkom Folin-Ciocalteu reagensa uslijed Cega
nastaje obojani produkt. Folin-Ciocalteu reagens je smjesa fosfovolframove i fofomolibdene
kiseline prema kemijskom sastavu. Fenolne grupe oksidiraju se do kinona pomocu
molibdenofosfatnih i volframfosfatnih aniona koji se reduciraju Sto rezultira plavim
obojenjem. Nereducirani Folin-Ciocalteu reagens je Zute boje, a reducirani je plave boje.
Mjerenjem apsorbancije kod 765 nm odreduje se intenzitet obojenja u odnosu na slijepu
probu te se mjerenje vrsi pomocu spektrofotometra u tri paralele (Blainski i sur., 2013). DPPH
metoda smatra se najboljom, standardnom i jednostavhom metodom za odredivanje
antiradikalne aktivnosti Cistih spojeva. Metoda je temeljena na redukciji iona DPPH iz DPPHe
radikala u DPPH2 prilikom hvatanja protona (H) iz antioksidansa, ¢ime ljubi¢asto obojenje
prelazi u Zuto. Promjena intenziteta boje pracena je spektrofotometrijski gdje se mijeri
apsorbancija na valnoj duljini od A=517 nm (Mishra i sur., 2012). Ova metoda moze se
upotrebljavati za odredivanje antioksidansa u vocu, povrcu, Zitaricama, vinima te uljima.
Reakcija uzorka s DPPH moZe se provoditi u vodi ili metanolu ¢ime je olakSana ekstrakcija
spojeva nositelja antiradikalne aktivnosti (Kedare i Singh, 2011). Jedna od prednosti ove
metode je da ukoliko se izdvoji dovoljno vremena, DPPH ce reagirati sa cijelim uzorkom. No,
treba uzeti u obzir da DPPH reagira sporo cak i sa slabim antioksidansima (Prakash, 2001).
Antioksidans (AH) u reakciji s radikalom donira jedan atom vodika te kao produkt nastane
DPPH-H i stabilni fenoksi radikal (Ae). Ukoliko DPPH radikal reagira sa spojem koji donira atom
vodika javlja se gubitak ljubicaste boje otopine zato S$to se stvara reducirani oblik

difenilpikrilhidrazin koji je Zute boje (Kedare i Singh, 2011).
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Tablica 5 Izmjerene vrijednosti ukupnih fenola (mg GAE/g) i antiradikalna aktivnost (izrazena
kao % DPPH) u dobivenim ekstraktima pri razli¢itim procesnih parametara ekstrakcije
primjenom visokonaponskog elektriénog praznjenja iz kore mandarine sorte Okitsu

L5 (mg GAEL;;l:)’i)Irj‘rI\chan?llalterijala) RRELA
1 134,44 92,22
2 166,23 91,97
3 176,49 94,93
4 173,15 92,68
5 179,31 92,30
6 170,59 92,09
7 275,46 92,85
8 274,18 91,80
9 176,23 92,50
10 161,36 90,99
11 96,23 93,91
12 270,85 91,75
13 138,28 92,30
14 115,21 87,06
15 193,92 91,97
16 204,95 92,18
17 232,13 92,90

Uoceno je kako je najvisa antiradikalna aktivnost zabiljezena u eksperimentu broj 3 s uvjetima
ekstrakcije: omjer tekuce/kruto 1:400 mL/g, frekvencija 40 Hz i vrijeme 10 minuta. Pri
navedenim uvjetima antiradikalna aktivnost je iznosila 94,93 %. Najniza antiradikalna
aktivnost zabiljezena je u eksperimentu broj 14 s procesnim uvjetima ekstrakcije: omjer

tekuée/kruto 1:300 mL/g, frekvencija 40 Hz i vrijeme 15 minuta te je iznosila 87,06 %.

Najve¢i udio ukupnih fenola dobiven u eksperimentu broj 7 kod kojeg se ekstrakcija
bioaktivnih spojeva primjenom VNEP provodila pri sljedeé¢im uvjetima: omjer tekuce/kruto
1:400 mL/g, frekvencija 70 Hz i vremenu od 5 minuta, a udio fenola je odreden s vrijednosti
od 275,46 mg GAE/g. Najmaniji udio ukupnih fenolnih tvari dobiven je u eksperimentu broj 11
(uvjeti ektrakcije: omjer tekuce/kruto 1:200 mL/g, frekvencija 70 Hz i vrijeme od 15 minuta)

te je odreden udio fenola od 96,23 mg GAE/g.
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4.2. UTJECAJ PROCESNIH PARAMETARA | OPTIMIRANIJE PROCESA
PRIMJENOM METODE ODZIVNIH POVRSINA

Optimiranje procesa ekstrakcije i ispitivanje utjecaja procesnih parametara na ekstraktibilnost
pojedinih komponenti primjenom VNEP tehnike provedena je metodom odzivnih povrsina
(RSM metoda) te je primijenjen Box-Behnken plan pokusa. Promatran je utjecaj procesnih
parametara na iskoriStenje procesa ekstrakcije primjenom VNEP metode te na udio dva
najzastupljenija bioflavonoida u analiziranoj kori mandarine, hesperidina i narirutina, koje
ujedno predstavljaju zavisne varijable. U procesu ekstrakcije primjenom VNEP izabrane su tri
nezavisne varijable: omjer tekuée/kruto (X1, mL/g), frekvencija (X2, Hz) i vrijeme ekstrakcije (X3,
min). Provedeno je 17 eksperimenata prema Box-Behnken eksperimentalnom planu pokusa
te su dobiveni rezultati eksperimenata aproksimirani matemati¢ckim modelima odzivnih
povrsina. Pomocu tih podataka se pokazuje adekvatnost modela za pojedini proces i kreiraju
3D prikazi utjecaja odredenih procesnih parametara na proces ekstrakcije primjenom VNEP-
a. Statisticka analiza varijance (ANOVA) i numeri¢ka optimizacija o utjecaju procesnih
parametara na ekstrakcijski proces provedena je primjenom programskog paketa Design
Expert®. Analizom svakog pojedinog modela za zadane zavisne varijable uoceno je kako su svi
modeli opisani kvadratnom funkcijom bez dodatnih matematickih transformacija te su opisani
u Tablicama 6, 7, 8. Takoder, dobiveni rezultati ukazuju na znacajnost i primjenjivost

predloZzenog matemati¢ckog modela za ovaj ekstrakcijski postupak.

Znacajnost procesnih parametara odreduje se pomocu p-vrijednosti te p-vrijednosti manje od
0,05 upuéuju na znacajnost statistickih podataka. Takve vrijednosti ukazuju na znacajnu vezu

izmedu nezavisnih i zavisnih (odziva) varijabli.
p-vrijednost:

e vrlo znacajan podatak: p < 0,01

e znacajan podatak: 0,01 < p < 0,05

e neznacajan podatak: p > 0,05

Koeficijent determinacije R? indikator je povezanosti eksperimentalnih i predvidenih podataka
uporabom Box-Behnken modela. Model je prihvatljiv ako koeficijent determinacije iznosi vise

od 0,80 (Joglekar i May, 1987).
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Prema Tablici 6 uoleno je kako na iskoriStenje procesa ekstrakcije primjenom
visokonaponskog elektriécnog praZznjenja najvisSe utjeCu i imaju statisticki znacaj procesni
parametri omjer tekuce/kruto (X1) Cija p-vrijednost iznosi 0,0033 te vrijeme (X3) Cija p-
vrijednost iznosi 0,012. Takoder, uoceno je kako su kvadratne vrijednosti omjera tekuée/kruto
(iznos p-vrijednosti X7?: 0,0012) i vremena (iznos p-vrijednosti X3%: 0,015) statisti¢ki znacajni
podaci. Frekvencija (X2) nema statistic¢ki znacajan utjecaj na iskoriStenje procesa ekstrakcije.
Koeficijent determinacije za promatrani odziv iznosi R?=0,9110 $to ukazuje na prihvatljivost

modela i odgovara eksperimentalnim i modelom predvidenim podacima.

Tablica 6 Analiza varijance (ANOVA) za iskoristenje procesa ekstrakcije primjenom VNEP

lzvor Suma . Stupnjevi . .. pP-
varijabilnosti kvadratm_h slobode (df) Varijanca MS | f-vrijednost vrijednost
odstupanja
Model 9482,48 9 1053,61 7,96 0,0061
Xi— omjer 2534,36 1 2534,36 19,15 0,0033
tekuée/kruto
Xz - frekvencija 48,02 1 48,02 0,36 0,57
X3-vrijeme 1501,79 1 1501,79 11,35 0,012
XXz 241,80 1 241,80 1,83 0,22
X1X3 113,53 1 113,53 0,86 0,39
XoX3 9,30 1 9,30 0,071 0,79
X7 3593,08 1 3593,08 27,14 0,0012
X7 253,86 1 253,86 1,92 0,21
X372 1362,35 1 1362,35 10,29 0,015
OSTATAK 926,59 7 132,37
NEDOSTATAK
MODELA 345,56 3 115,19 0,79 0,56
POGRESKA 581,03 4 145,26
UKUPNO 10409,07 16
R? 0,9110

Na Slici 15 prikazan je 3D dijagram o utjecaju procesnih parametara Xz i X3 na zavisnu varijablu
(iskoristenje). Procesni parametar omjera tekuce/kruto (X1; mL/g) djeluje tako da se najbolje
iskoristenje (u jedinici mg/g biljnog materijala) postize u omjeru 1:300 mL/g zato Sto se
omogucuje bolje prodiranje otapala kroz biljni materijal, a ujedno je poboljSan proces
ekstrakcije. Povecanjem trajanja ekstrakcije, procesnog parametra vremena (X3 min)
omoguceno je bolje razaranje biljnog materijala kroz duze tretiranje uzorka, a ujedno i djeluje
na povecanje iskoristenja. Nadalje, veéi omjer tekuce/kruto (X1, mL/g) znaci nizu elektricnu

provodljivost pripremljene suspenzije. S obzirom da se praZnjenja odvijaju pri Sto nizoj
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vodljivosti medija, to bi moglo upucivati da je pri ve¢im omjerima tekuce/kruto bilo vise
praznjenja, a samim time da je doslo do veéeg oStecenja biljnih stanica i vece efikasnosti

ekstrakcije uslijed ¢esc¢ih izboja (BanoZi¢ i sur., 2021).

A) B)

i

Iskoristenje (ma/g)
Iskoristenje (mg/g)
Iskorigtenje (mg/q)

n

Vrijeme (min
4 ) 7 60
5 50
0 Frekvencija (Hz)

40 200 Omjer tekuce/kruto (mL/g) 5 200 Omijer tekuce/kruto (mL/g) 5 4

Slika 15 3D dijagrami utjecaja ispitivanih procesnih parametara na odziv iskoristenja
ekstrakcijskog procesa (lzvor: Autor)

Primjenom viSestruke nelinearne regresijske analize dobivenih podataka dobivene su
kvadratne polinomne jednadzbe pomodu kojih se opisuje model i omogucuje istrazivanje
utjecaja procesnih parametara (nezavisnih varijabli na odredeni odziv — zavisne varijable).
Poznato je kako apsolutna vrijednost nekog koeficijenta polinoma definira jacinu utjecaja toga
koeficijenta na odziv te podatak o negativnom ili pozitivnom predznaku pojedinih

koeficijenata upudéuje na smanjenje ili poviSenje vrijednosti odziva (Xu i sur., 2017).
Jednadzba modela za iskoristenje (5):

IskoriStenje = 432,90 — 17,80X; — 2,45X, + 13,70X; — 7,78X,X, + 5,33X, X5 +
1,53X,X; — 29,21X% — 7,76X% + 17,99X7% (5)

Prema Tablici 7 uoCeno je kako na odziv koncentracije hesperidina ekstrahiranog procesom
ekstrakcije primjenom VNEP najviSe utjeCe i ima statisticki znacaj procesni parametar omjera
tekuce/kruto (X3, mL/g) ¢ija p-vrijednost iznosi 0,0021. Takoder, uoceno je kako vrijeme i
frekvencija djeluju sinergisticki, cime se poveéava udio hesperidina te odgovarajucéi procesni
parametar X2X3 ima znacajan statisticki utjecaj (iznos p-vrijednosti za X2X3: 0,032). Koeficijent
determinacije za promatrani odziv iznosi R°=0,8442 $to ukazuje kako je model adekvatan za

postupak ekstrakcije i odgovara eksperimentalnim i modelom predvidenim podacima.
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Tablica 7 Analiza varijance (ANOVA) za predvidanje odziva koncentracije hesperidina

lzvor Suma . Stupnjevi . .. P-
varijabilnosti kvadratnl.h slobode (df) Varijanca MS | f-vrijednost vrijednost
odstupanja
Model 476,55 9 52,95 4,22 0,036
Xi— omjer 282,33 1 282,33 22,48 0,0021
tekuce/kruto
Xz - frekvencija 14,37 1 14,37 1,14 0,32
X3-vrijeme 6,26 1 6,26 0,50 0,50
XXz 65,18 1 65,18 5,19 0,057
X1X3 0,12 1 0,12 0,0098 0,92
X2X3 89,63 1 89,63 7,14 0,032
X/ 0,27 1 0,27 0,021 0,89
X7 17,46 1 17,46 1,39 0,28
X3? 1,56 1 1,56 0,12 0,73
OSTATAK 87,92 7 12,56
NEDOSTATAK
MODELA 26,16 3 8,72 0,56 0,67
POGRESKA 61,76 4 15,44
UKUPNO 564,46 16
R? 0,8442

Na Slici 16 prikazan je 3D dijagram utjecaja procesnih parametara na zavisnu varijablu
(hesperidin). Procesni parametar omjera tekuce/kruto (X1; mL/g) djeluje tako da se najvisi udio

hesperidina postiZze u omjeru 1:400 ml/g.

Prema radu Safranko i sur. (2021) ekstrakcija bioaktivnih spojeva, koji zaostaju u pogac¢i nakon
SC-CO; ekstrakcije, provodila se primjenom ekstrakcije vodom u subkriticnom stanju te je
uoceno kako na koncentraciju hesperidina utjeCe promjena procesnih parametara ekstrakcije:
temperature, vremena i omjer tekuée/kruto. Najvise koncentracije hesperidina dobivene su
provedbom ekstrakcije pri temperaturi od 175°C, vremenu od 5 min i omjeru tekuce/kruto
30ml/g. Povecanjem temperature ekstrakcije povecdava se topljivost flavonona zato sto se
istovremeno smanjuje polarnost vode, a time se povecava koncentracija ekstrahiranog
hesperidina i narirutina (Lachos-Perez i sur., 2018). No, ekstrakcija primjenom
visokonaponskog elektriénog praznjenja pripada u netermicku metodu koja svoju primjenu
pronalazi u procesima kod kojih visoka temperatura nije pozeljna (Mandal i sur., 2018).
Takoder, s povisSenjem omjera tekucée/kruto raste koncentracija ekstrahiranog hesperidina.
Udio vode jedan od bitnijih faktora koji utje¢u na njegovu ekstrakciju ¢ime je omogucen bolji

prijenos mase i proces ekstrakcije (Bi i sur., 2013). Prema radu Jokic¢ i sur. (2019), ekstrakcija
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hesperidina iz razli¢itih sorta mandarine provedena je uporabom eutekti¢kih otapala. U
konacnici, optimalni uvjeti za ekstrakciju hesperidina iz sorte Okitsu odredeni su u vremenu
od 90 min, pri temperaturi od 68,14 °Ci udjelu vode od 13,83 % primjenom eutekti¢nih otapala

s udjelom hesperidina od 187,56 mg/g biljnog materijala.

A) B)

Hesperidin (mg/g)
Hesperidin (mg/a)
Hesperidin (mg/g)

5 40 Frekvencija (Hz)

Slika 16 3D dijagrami utjecaja ispitivanih procesnih parametara na odziv hesperidina (lzvor:
Autor)

Jednadzba modela za hesperidin (6):

Hesperidin = 63,45 + 5,94X; + 1,34X, — 0,8847X; + 4,04X, X, — 0,175X, X5 —
4,73X,X5 + 0,2510X% — 2,04X2 + 0,5096X2 (6)

Prema Tablici 8 uoceno je kako na odziv koncentracije narirutina ekstrahiranog procesom
ekstrakcije primjenom VNEP najvise utje€e i ima statisticki znacaj procesni parametar vremena
(X3) Cija p-vrijednost iznosi 0,021. Takoder, uoceno je kako vrijeme i frekvencija djeluju
sinergisti¢ki ¢ime se povecava udio narirutina te procesni parametar X>X3 ima znacajan
statisticki utjecaj (iznos p-vrijednosti za X2X3: 0,013). Statisticki znacajan podatak je i kvadratna
vrijednost frekvencije (X2?) &ija p-vrijednost iznosi 0,017. Koeficijent determinacije za
promatrani odziv iznosi R?=0,8449 $to ukazuje na adekvatnost modela sa zadovoljavajuéim

poklapanjem eksperimentalnih i modelom predvidenih podataka.
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Tablica 8 Analiza varijance (ANOVA) za predvidanje odziva koncentracije narirutina

lzvor Suma . Stupnjevi . .. P-
varijabilnosti kvadratnl.h slobode (df) Varijanca MS | fvrijednost vrijednost
odstupanja
Model 51,8 9 5,76 4,24 0,035
Xi— omjer 0,4965 1 0,4965 0,3654 0,565
tekuce/kruto
X3 - frekvencija 3,96 1 3,96 2,91 0,132
X3-vrijeme 12,07 1 12,07 8,89 0,021
XXz 1,29 1 1,29 0,9476 0,363
X1X3 4 1 4 2,95 0,13
X2X3 14,81 1 14,81 10,9 0,013
X 2,47 1 2,47 1,82 0,22
X 13,08 1 13,08 9,63 0,017
X3? 0,2809 1 0,2809 0,2067 0,66
OSTATAK 9,51 7 1,36
NEDOSTATAK
MODELA 7,45 3 2,48 4,83 0,081
POGRESKA 2,06 4 0,5141
UKUPNO 61,31 16
R? 0,8449

Na Slici 17 prikazan je 3D dijagram utjecaja procesnih parametara na zavisnu varijablu
(narirutin). Procesni parametar vremena (X3; min) statisticki je znacajan i ima pozitivan ucinak
na ekstrakciju narirutina. Odnosno, uslijed duljeg izlaganja biljnog materijala VNEP dolazi do
olakSanijeg razaranja stani¢ne stijenke i lakSe ekstrakcije fenolnih komponenti. Prema
rezultatima ovog istrazivanja, najviSi udio narirutina dobiven je provedbom ekstrakcije u
zadanim vremenu od maksimalnih 15 min Sto upuduje na slaganje sa zakljuécima i

istrazivanjima prema radu Banozi¢ i sur. (2021).

A)

Narirutin (mg/g)
Narirutin (ma/g)

=
x . a

40 200 Omijer tekuce/kruto (mL/g) 0 i
! 9 5 200 Omier tekuée/kruto (ml/g) 5 40 Frekvencija (Hz)

Slika 17 3D dijagrami utjecaja ispitivanih procesnih parametara na odziv narirutina (lzvor:
autor)
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Jednadzba modela za narirutin (7):

Narirutin = 14,04 — 0,2491X, + 0,7034X, + 1,23X5 — 0,5674X,X, — 1,00X, X5 —
1,92X,X5 + 0,7659X% — 1,76X2 + 0,2583X2 (7)

96 | A) 3004 B)

9| 250 -

92 200

DPPH (%)

90 | = 150 ]

88 —

100

86 50 ]

Ukupni fenoli (mg GAE/g bilinog materijala)

Vrijeme (min) Vrijeme (min)

Slika 18 Utjecaj procesnog parametra vremena na antiradikalnu aktivnost (A) i ukupne fenole
(B) (Izvor: Autor)

Prema Slici 18 vidljivo je kako utjecaj vremena ima negativan utjecaj na antiradikalnu aktivnost
i udio ukupnih fenola u provedenim eksperimentima ekstrakcije potpomognute VNEP.
Poznato je kako elektriéno praznjenje (izboj) pozitivho utjece na ekstrakciju polifenola, ali se
elektriécnim praznjenjem omogucuje stvaranje hidroksilnih radikala prilikom fotodisocijacije
vode (otapala) te se takoder pojavom oksidativnih kemijskih reakcija, javlja i smanjenje udjela
ekstrahiranih polifenola (Bogomaz i sur., 1991). Smanjenja aktivnost slobodnih polifenola
uzrokovana je reakcijom hidroksilnih radikala s fenolima $to rezultira pojavom fenoksilnog
radikala koji moZe nastatiizravno djelovanjem UV svjetla generiranog elektri¢nim praznjenjem

u tekucini (Chen i sur., 2004).

Optimizacija ekstrakcijskog procesa predstavlja posljednji korak u metodi odzivnih povrsina.
Optimizacija procesa najcesée se provodi uporabom metode koja je utemeljena na principu
zeljene funkcije (engl. Desirability function — D). Promatrani odzivi (y) pretvaraju se u
pojedinacne Zeljene funkcije ¢ija vrijednost moze biti u rasponu od 0 do 1. Ukoliko je vrijednost
pojedine Zeljene funkcije 0, tada ta vrijednost predstavlja vrijednost koja nije odgovarajuéa za

promatrani odziv. No, ukoliko je vrijednost Zeljene funkcije 1, tada nam ta vrijednost
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predstavlja najbolju vrijednost za promatrani odziv. Cilj ovog rada bio je istrazivanje najboljih
i optimalnih procesnih parametara ekstrakcije potpomognute visokonaponskim elektri¢nim
praznjenjem za maksimalni odziv. Promatran je utjecaj procesnih parametara: omjer
tekuce/kruto, frekvencije i vremena na ostvarivanje maksimalne koncentracije dva
najzastupljenija bioflavonoida — hesperidina i narirutina te maksimalno iskoriStenje procesa

ekstrakcije.

U Tablici 9 prikazani su uvjeti ekstrakcije potpomognute visokonaponskim elektri¢nim
praznjenjem kojima se ostvaruje maksimalno iskoriStenje procesa i kojom su ispunjeni pozeljni
uvjeti optimizacije. Optimalno iskoriStenje procesa moguce je ostvariti pri procesnim
parametrima: omjer tekuée/kruto 285,93 mL/g, frekvenciji od 73,38 Hz i vremenu od 14,84
min te je u tim uvjetima ukupna Zeljena funkcija, D jednaka 1,000 (maksimalno). Pretpostavlja
se da ¢e predvideno maksimalno iskoristenje u tim uvjetima iznositi 463,13 mg/g biljnog
materijala.

Tablica 9 Optimalni uvjeti ekstrakcije potpomognute VNEP za postizanje maksimalnog
iskoriStenja procesa

Uvjeti Rezultat
Omijer tekucée/kruto (mL/g) 285,93
Frekvencija (Hz) 73,38
Vrijeme ekstrakcije (min) 14,84
(e biimog materiala) 463,13
Ukupna Zeljena funkcija (D) 1,000
Dobiveno eksperimentom 451,01 + 24,03

U Tablici 10 prikazani su uvjeti ekstrakcije potpomognute visokonaponskim elektri¢nim
praznjenjem u kojima se ostvaruje maksimalan udio hesperidina i kojom su ispunjeni poZeljni
uvjeti optimizacije. Ponovno, optimalni udio hesperidina moguce je ostvariti pri procesnim
uvjetima od: omjer tekuée/kruto 366,19 mL/g, frekvenciji od 97,56 Hz i vremenu od 5,10 min
Zeljena funkcija jednaka 1,000 (maksimalno). Pretpostavlja se da ¢e predvideni maksimalni

udio hesperidina u tim uvjetima iznositi 75,30 mg/g.
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Tablica 10 Optimalni uvjeti ekstrakcije potpomognute VNEP za postizanje maksimalnog
udjela hesperidina

Uvjeti Rezultat
Omijer tekuée/kruto (mL/g) 366,19
Frekvencija (Hz) 97,56
Vrijeme ekstrakcije (min) 5,10
Predwden|(Lr1ndg|?gf)1esper|d|na 7530
Ukupna Zeljena funkcija (D) 1,000
Dobiveno eksperimentom 73,16 £ 4,73

U konacnici, u Tablici 11 prikazani su optimalni uvjeti ekstrakcije za VNEP tehniku u kojima se
ostvaruje maksimalan udio narirutina i kojom su ispunjeni poZeljni uvjeti optimizacije. Pri
sljedeéim optimalnim procesnim parametrima (omjer tekuée/kruto 200 mL/g, frekvenciji od
70 Hz i vremenu od 15 min), ukupna Zeljena funkcija iznosila je 1,000 (maksimalno). Pri tim

uvjetima, predvideni maksimalni udio narirutina iznosi 17,55 mg/g.

Tablica 11 Optimalni uvjeti ekstrakcije potpomognute VNEP za postizanje maksimalnog
udjela narirutina

Uvjeti Rezultat
Omijer tekuée/kruto (mL/g) 200
Frekvencija (Hz) 70
Vrijeme ekstrakcije (min) 15

Predvideni udio narirutina

17,55
(mg/g)
Ukupna Zeljena funkcija (D) 1,000
Dobiveno eksperimentom 15,15+ 1,53
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Dobivene optimalne vrijednosti predvidene modelima dokazane su i potkrepljene
eksperimentalno ¢ime je dokazano kako su modeli prikladni za optimizaciju procesa
ekstrakcije potpomognute visokonaponskim elektriénim praznjenjem u rasponu pogreske od

t 10 % te su dobivene eksperimentalne vrijednosti izrazene kao srednja vrijednost *

standardna devijacija.
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Na osnovi rezultata istrazivanja provedenih u ovom radu, mogu se izvesti sljedeci zakljucci:

1. Provedbom ekstrakcije bioaktivnih komponenti pomodéu visokonaponskog elektricnog
praznjenja (VNEP) iz kore mandarine (Citrus unshiu Marc.) sorte Okitsu primjenom
razli¢itih procesnih parametara (omjeru tekuée/kruto (1:200, 1:300, 1:400 mL/g),
frekvenciji (40, 70, 100 Hz) i vremenu ekstrakcije (5, 10, 15 min)) dobiveni su ekstrakti
bogati polifenolnim komponentama te se odabrani proces ekstrakcije pokazao adekvatan

u provedenom istrazivanju.

2. lIdentifikacija i kvantifikacija fenolnih spojeva i flavonoida koji su prisutni u dobivenim
ekstraktima provedena je primjenom tekucinske kromatografije visoke djelotvornosti s
detektorom niza dioda (HPLC-DAD) te su identificirani polifenoli poput hesperidina,
narirutina, rutina, kriptoklorogenske kiseline, kaemferol-3-rutinozida i neoklorogenske
kiseline. Najzastupljeniji bioflavonoidi u dobivenim ekstraktima su hesperidin i narirutin.
Maksimalan udio hesperidina u dobivenim ekstraktima iznosi 72,91 mg/g biljnog
materijala, a maksimalan udio narirutina u dobivenim ekstraktima iznosi 17,39 mg/g
bilinog materijala. Takoder, provedena je analiza odredivanja antiradikalne aktivnosti i
ukupnih fenola dobivenih ekstrakata spektofotometrijskim metodama. Maksimalna
vrijednost antiradikalne aktivnosti iznosi 94,93 %, a maksimalna vrijednost ukupnih fenola

iznosi 275,46 mg GAE/g liofiliziranih kora mandarine.

3. Matematickim modeliranjem i optimizacijom procesa pomocu metode odzivnih povrsina
(RSM) provedena je analiza utjecaja pojedinih procesnih parametara na prinos ekstrakcije
(iskoristenje) i dva najzastupljenija bioflavonoida (hesperidina i narirutina) u dobivenim

ekstraktima.

4. RSM metodom odredeno da je maksimalno moguce iskoriStenje procesa pri danim
uvjetima ekstrakcije potpomognute visokonaponskim elektriénim praznjenjem ostvarivo
kod procesnih parametara: omjer tekuée/kruto 285,93 mL/g, frekvenciji od 73,38 Hz i u
vremenu od 14,84 min. Nadalje, maksimalan udio hesperidina moguce je ekstrahirati iz
kore mandarine sorte Okitsu pri procesnim uvjetima ekstrakcije: omjer tekuce/kruto
366,19 mL/g, frekvenciji od 97,56 Hz i u vremenu od 5,10 min. Maksimalan udio narirutina

moguce je ekstrahirati pri sljedeé¢im uvjetima ekstrakcije: omjer tekuce/kruto 200 mL/g,
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frekvenciji od 70 Hz i u vremenu od 15 min. Predvideni podaci eksperimentalno su

potvrdeni s rasponom pogreske od + 10 %.

RSM metoda pokazala se iznimno ucinkovita u optimizaciji procesa ekstrakcije polifenola

iz kore mandarine sorte Okitsu potpomognute visokonaponskim elektri¢nim praznjenjem.
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