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Sazetak

uporaba organskih otapala.

Kljucne rijeci

Konzumacija svjezih citrusa, ali i njihova prerada generiraju nusproizvode, kao sto su kora, sjemenke, pulpa, kao i otpadne
vode. Cilj ovog istrazivanja je valorizacija agroindustrijskih nusproizvoda (kore citrusa) kao vrijedne sirovine za ekstrakciju
polifenola primjenom inovativne netermalne metode ekstrakcije sa zelenim otapalom (voda). U ekstraktima je kvantificirano
i identificirano ukupno Sest fenolnih spojeva. Pri tome je promatran utjecaj vremena (od 5 do 15 min), frekvencije (od 40 do
100 Hz) i omjera kapljevito/kruto (od 200 do 400 mlg™") na efikasnost procesa ekstrakcije (iskoristenje) i udio dominantnih
fenolnih spojeva (hesperidina i narirutina). Uz pomo¢ metode odzivnih povrsina definirani su optimalni parametri promatranog
procesa ekstrakcije za svaki od istrazivanih odziva, i to za iskoristenje (285,93 mlg™', 73,38 Hz i 14,84 min), za hesperidin
(366,19 mlg™", 97,56 Hz i 5,1 min) te za narirutin (200 mlg™", 70 Hz i 15 min). Ekstrakcija potpomognuta visokonaponskim
elektricnim praznjenjem (HVED ekstrakcija) pokazala se pogodnom za ekstrakciju fenolnih spojeva, pri ¢emu je izbjegnuta

Kore citrusa, fenolni spojevi, visokonaponsko elektricno praznjenje, optimizacija

1. Uvod

Uzgoj mandarina vazna je poljoprivredna djelatnost u
Hrvatskoj, a osobito u podrucju doline Neretve. Povecan
uzgoj citrusa u Republici Hrvatskoj zapocinje prije 40-ak
godina uvodenjem sortne skupine mandarina Citrus unshiu
Marc., koje se odlikuju ve¢om otpornoséu na niske tempe-
rature." Prema podatcima Europske unije, u Hrvatskoj je u
rekordnoj sezoni 2014./2015. proizvedeno 64,700 t citru-
snog voca, od ¢ega su 64,400 t Cinile mandarine i manje
citrusno voce (klementina).? Od ostalih sortnih skupina,
sorte skupine Citrus Unshiu Marc razlikuju se i po znatno
vecem udjelu vode*? te cine vecinu uzgajanih mandarina
u Republici Hrvatskoj. Ipak, uzgoj mandarina biljezi pad
na podrucju Hrvatske i to od 14 % od 2010. do 2019.
godine.? Unato¢ padu u proizvodnji, uzgoj citrusa neza-
mjenjivo je vazan segment hrvatskog gospodarstva.

Najvedi dio citrusnog voca konzumira se svjez, a manji dio
preraden u sokovima, pekmezima i drugim konditorskim
proizvodima. Prema Panwaru i sur.* oko 75 % mandarina i
naranci se konzumira svjeze, dok se otprilike 25 % citrusa
preraduje u prehrambenoj ili drugim industrijama. Kon-
zumacijom svjezeg ploda nastaje kora kao nusproizvod,
dok preradom citrusa, osim kore, nastaju pulpa, sjemen-
ke i vlakna.>®.Takoder, citrusi spadaju u sezonsko voce sto
istodobno oznacava veliku koli¢inu nastalih nusproizvoda
u kratkom vremenskom roku.”® Koru citrusa karakterizi-
ra niska pH-vrijednosti i visoke koncentracije organskih
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spojeva, poput etericnih ulja (gdje je D-limonen primarni
sastojak) i fenolnih spojeva, koji Cesto iskazuju snazno an-
timikrobno djelovanje sto onemogucava biolosku obradu
takvih nusproizvoda.>”? Kora se sastoji od dva dijela — al-
beda i flaveda. Albedo sadrzi pretezno vodu (70 — 80 %)
i spojeve kao sto su celuloza, skrob, pektin, jednostavni
Seceri, kiseline i flavonoidi, dok je flavedo bogat eteri¢nim
uljima i pigmentima.t'®'" Fenolni spojevi unutar kore na-
staju kao sekundarni metaboliti, koji stite unutarnje tkivo
ploda citrusa od infekcija uzrokovanih mikroorganizmima
te utjecaja UV i IR zracenja."

Dva su literaturno predlozena nacina obrade kore citrusa,
proizvodnja biogoriva ili dobivanje visokovrijednih spoje-
va. Procesi ekstrakcije provode se uglavnom radi dobivanja
pektina i eteri¢nih ulja (limonen), koji se nakon toga upo-
trebljavaju kao prehrambeni aditivi i/ili kozmeticki sastoj-
ci.*8? Medutim, kora citrusa sadrzi i druge spojeve poput
bioflavonoida i fenolnih kiselina, ¢ijom bi se ekstrakcijom
povecavala mogucnost iskoristenja te vrste nusproizvoda.

Ekstrakcija HVED je netermicka tehnika ekstrakcije koja
se oslanja na elektrohidraulicko praznjenje odnosno na
stvaranje elektri¢nih praznjenja izravno u vodi. Zbog viso-
kog napona izmedu dviju elektroda stvara se plazma koja
pokrece niz razlicitih kemijskih i fizikalnih reakcija u dvije
faze. U prvoj “pre-breakdown phase” dolazi do stvaranja
elektrovodljivog kanala ioniziranog plina i nastanka slabih
udarnih valova te stvaranja manjeg broja mjehuric¢a u vodi.
U drugoj “breakdown” fazi dolazi do naglog porasta jacine
struje te zatim praznjenja uz oslobadanje energije. U dru-
goj fazi javljaju se fizikalne promjene u obliku jakih udar-
nih valova, velikog broja mjehurica, jakih turbulencija te
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UV zracenja. Takoder moze doci i do nastanka slobodnih
radikala. Te promjene uzrokuju fragmentaciju tretiranog
bilinog tkiva, njegovu mehanicku destrukciju te ostece-
nje stanica oksidacijom uzrokovanom radikalima, sto u
sinergiji omogucuje prijelaz unutarstani¢cnog materijala u
otapalo.’™ HVED je dosad pokazao svoju ucinkovitost za
ekstrakciju polifenola, lignina, proteina, flavonoida i Secera
itd. iz razlicitih nusproizvoda prehrambene industrije.’>-'8
Zbog primjene vrlo niskih temperatura i smanjene uporabe
organskih otapala, ekstrakcija HVED spada u zelene tehni-
ke ekstrakcije, poput ekstrakcije potpomognute mikrovalo-
vima, ekstrakcije potpomognute ultrazvukom, ekstrakcije
sa superkriticnim i subkriticnim fluidima te ekstrakcije s
eutektickim otapalima.’

Stoga je cilj ovog istrazivanja provesti ekstrakciju fenol-
nih spojeva iz kore citrusa-mandarine potpomognutu vi-
sokonaponskim elektricnim praznjenjem (HVED), prema
Box-Behnkenovom planu pokusa (BBD), pri tome mije-
njajuci omjer kapljevito/kruto (200, 300, 400 mlg™), fre-
kvenciju (40, 70, 100 Hz) i vrijeme trajanja ekstrakcije (5,
10, 15 min). U dobivenim ekstraktima odredit ¢e se udio
ukupnih polifenola i antiradikalna aktivnost te identifici-
rati i kvantificirati polifenolni spojevi uz pomo¢ tekucin-
ske kromatografije. Kao konacni cilj, utvrdit ¢e se utjecaj
nezavisnih varijabli (omjera kapljevito/kruto, frekvencije i
vremena trajanja ekstrakcije) na zavisne varijable (iskoriste-
nje i udio najzastupljenijih spojeva) te provesti numericka
optimizacija procesa ekstrakcije primjenom metode odzivnih
povrsina.

2. Eksperimentalni dio
2.1. Materijali i kemikalije

U radu je upotrijebljen agroindustrijski otpad - kore
mandarine sorte Okitsu. Mandarine su proizvedene na
obiteljskoj farmi Dalibor Ujevi¢ (Opuzen, Hrvatska). Od
kemikalija upotrijebljene su: Milli-Q voda (vodljivosti
< 0,055 pScm™), Na,CO; (Merck, Njemacka), Folin-Ci-
ocalteu reagens (Merck, Njemacka), 2,2-difenil-1-pikrilhi-
drazil radikal (TCl, Japan) i metanol (J. T. Baker, Poljska).

2.2. Priprema uzoraka za ekstrakciju

Uzorci (cjeloviti plodovi mandarina) su prikupljeni u listo-
padu 2020. godine. Nakon odvajanja od ploda, kore su
oprane u vodovodnoj, zatim isprane u destiliranoj vodi te
zamrznute na —80 °C kroz 24 h. Uzorci su zatim osuseni,
procesom liofilizacije na uredaju (Christ, Alpha LSCplus)
kroz 36 h, pri cemu je maksimalna temperatura desorpcije
bila 30 °C. Nakon sugenja, kore citrusa samljevene su u
mlinu (IKA M 20) te prosijane na konacnu veli¢inu Cestica
manju od 2 mm.

2.2. Ekstrakcija potpomognuta visokonaponskim
elektriénim praznjenjem (ekstrakcija HVED)

Ekstrakcija fenolnih spojeva HVED iz kore mandarine
sorte Okitsu provedena je upotrebom uredaja HVED

M. BANOZIC et al.: Poboljgana ekstrakcija fenolnih spojeva iz kore mandarine primjenom..., Kem. Ind. 71 (11-12) (2022) 699-709

(SFE Systems Ltd., Osijek, Hrvatska). Uredaj sadrzi: visoko-
naponski generator (30 kV), spremnik energije/kondenza-
tor, visokonaponsku sklopku, komoru s magnetnom mije-
Salicom u kojoj se uzorak tretira s elektrodama na razmaku
od 1 cm i upravljackog sklopa, automatike i upravljaca.

Tijekom procesa ekstrakcije ispitivan je utjecaj triju faktora
i to omjera kapljevito/kruto, frekvencije i vremena ekstrak-
cije. Po zavrsetku procesa ekstrakcije, dobiveni ekstrakti
profiltrirani su i skladisteni na temperaturi od 4 °C do dalj-
njih analiza.

2.4. Spektrofotometrijske analize

Ukupni fenoli odredeni su spektrofotometrijski primje-
njuju¢i metodu po Folin-Ciocalteu pri 765 nm, dok je
antiradikalna aktivnost odredena prema DPPH metodi pri
517 nm, primjenjujuci metode detaljnije objasnjene u dru-
gom radu?'. Rezultati za ukupne fenole izraZeni su kao mg
ekvivalenata galne kiseline (GAE) po g liofiliziranog biljnog
materijala, dok su za antiradikalnu aktivnost izrazeni kao
postotci (%) inhibicije slobodnih radikala. Sva spektrofoto-
metrijska mjerenja provedena su u tri paralele.

2.6. Tekuéinska kromatografija visoke
djelotvornosti (HPLC)

Sadrzaj polifenola odreden je uz pomo¢ HPLC uredaja za
semipreparativnu kromatografiju (Agilent technology 1260
Infinity 1), pri cemu je primijenjena metoda detaljno opi-
sanu u radu od Safranko i sur.*? Rezultati su izrazeni kao
mgg"' liofiliziranog biljnog materijala.

2.7. Optimiranje procesa ekstrakcije HVED
primjenom metode odzivnih povrsina

Za procjenu utjecaja procesnih parametara (omjer kaplje-
vito/kruto, frekvencija i vrijeme) na udio dominantnih fe-
nolnih spojeva u ekstraktima kore mandarina primijenjen
je BBD te je ispitan utjecaj triju faktora (omjer kapljevito/
kruto (X;), frekvencija (X,), vrijeme (X) (tablica 1).

Tablica T — Nekodirane i kodirane razine nezavisnih varijabli
(omjer kapljevito/kruto, frekvencija i vrijeme koriste-
nih u RSM dizajnu)

— Coded and uncoded levels of independent variables
(liquid/solid ratio, frequency, time) used in RSM de-
sign

Table 1

Razina

Nezavisne varijable - -
Donja (—1) |Centralna (0) Gornja (1)

omjer kapljevito/

kruto,/mig. X, 200 300 400

frekvencija/Hz X, 40 70 100

vrijeme /min X, 5 10 15
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Provedeno je 17 eksperimenata prema BBD-u te su do-
biveni rezultati eksperimenata aproksimirani polinomima
drugog reda. Na temelju dobivenog polinoma kreirane
su odzivne povriine koje vizualiziraju utjecaj ispitivanih
parametara na promatrani proces ekstrakcije HVED. Pri-
mjenom komercijalnog softverskog paketa Design-Expert®,
v.7 (Stat-Ease, Minneapolis, SAD) provedena je procjena
koeficijenata modela, statisticka analiza (ANOVA) te opti-
mizacija ispitivanih nezavisnih varijabli. Proracuni su rade-
ni s intervalom pouzdanosti od 95 %, pri ¢emu je utjecaj
faktora statisticki znacajan uz p < 0.05

3. Rezultati i rasprava

Ekstrakcija HVED smatra se “zelenom” metodom za ek-
strakciju bioaktivnih spojeva. Pokazalo se da je primjenom
te tehnike moguce poboljsati iskoristenje ekstrakcije uz nizi
utrosak energije. Osim toga, ta tehnika odlikuje se znatno
kra¢im vremenom tretiranja kao i minimalnim povecanjem
temperature tijekom procesa.?*?* Parametri koji utjecu ti-
jekom ekstrakcije HVED su: udaljenost izmedu elektroda,
omjer uzorka i otapala, temperatura, vrijeme ekstrakcije
i odabir otapala.” S ciljem poboljsanja ekstrakcije polife-
nolnih spojeva iz kore mandarine sorte Okitsu provedena
je HVED ekstrakcija tijekom koje se ispitivao utjecaj pro-
mjene parametara, i to omjera kapljevito/kruto (od 200
do 400 mlg™), frekvencije (od 40 do 100 Hz) i vremena
ekstrakcije (od 5 do 15 min), na iskoriStenje procesa ek-
strakcije HVED i na sadrzaj polifenolnih spojeva, dok su
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ostali parametri (otapalo, udaljenost izmedu elektroda) bili
konstantni. Eksperimentalni raspon ispitivanih parametara
za frekvenciju i vrijeme odabran je pomocu literaturno do-
stupnih podataka,®?® dok je omjer kapljevito/kruto oda-
bran na temelju preliminarnih istrazivanja. Naime, omjer
kapljevito/kruto od 200 mlg™' bila najveca koncentracija
pri kojoj je jos uvijek dolazilo do stvaranja izboja. Malo
je literaturno dostupnih podataka za HVED tretmane na
korama citrusa. Buniowska i sur.?* tretirali su kore narance
(Navel Navelate) da bi dobili ekstrakte bogate karotenoidi-
ma. Ipak, i u karotenoidima-bogatim ekstraktima uocene
su visoke koncentracije fenolnih spojeva i to do 40,7 %.

S druge strane, £l Kantar i sur."® primijenili su HVED kao
predtretman ekstrakciji fenola grejpa te pokazali da osim
vode i glicerol moze sluziti kao izvrsno otapalo za tu vrstu
ekstrakcije. U oba slucaja kratko vrijeme ekstrakcije i sma-
njena ili potpuno izbjegnuta potreba za otapalima pokazali
su se kao glavne prednosti HVED-a.

Prema rezultatima (tablica 2), iskoristenje ekstrakcije kreta-
lo se od 359,50 do 463,20 mgg™" biljnog materijala. Naj-
vece iskoristenje dobiveno je pri sliede¢im uvjetima: omjer
kapljevito/kruto od 300 mlg™", frekvencija 100 Hz i traja-
nje ekstrakcije od 15 min. Te vrijednosti su grani¢ne u pri-
mijenjenom eksperimentu, odnosno radi se o najmanjem
omijeru kapljevito/kruto, najvecoj primijenjenoj frekvenciji
i najduljem vremenu tretiranja.

S druge strane, najmanje iskoristenje zabiljezeno je kad
je primijenjen omjer kapljevito/kruto od 400 ml g™, fre-

Tablica 2 — Eksperimentalna matrica pokusa i dobiveni rezultati za iskoristenje ekstrakcije, sadrzaj ukupnih fenola i antiradikalnu

ivn
Table 2 - EI;LZri(;SZntaI design used in RSM and results for extraction yield, total phenol content, and antiradical activity
Broj eksperimenta OTertrok/arF:]lf-eg\ito/ Frekvencija/Hz  Vrijeme/min ekstlrsékli :;getir:g% g l/JI:T:Jgpgi/\fElei DPPH /%
1. 200 40 10 416,80 134,44 92,22
2. 200 70 5 430,00 166,23 91,97
3. 400 40 10 389,00 176,49 94,93
4. 300 70 10 453,00 173,15 92,68
5. 300 70 10 432,00 179,31 92,30
6. 300 100 5 427,20 170,59 92,09
7. 400 70 5 391,50 275,46 92,85
8. 300 40 5 426,10 274,18 91,80
9. 300 70 10 432,31 176,23 92,50
10. 300 70 10 424,80 161,36 90,99
11. 200 70 15 441,20 96,23 93,91
12. 400 100 10 359,50 270,85 91,75
13. 200 100 10 418,40 138,28 92,30
14, 300 40 15 456,00 115,21 87,06
15. 300 100 15 463,20 193,92 91,97
16. 300 70 10 422,40 204,95 92,18
17. 400 70 15 424,01 232,13 92,90
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Slika T — Utjecaj vremena na: antiradikalnu aktivnost (A) i ukupne fenole (B)
Fig. T —Influence of extraction time on antiradical activity (A), and total phenol content (B)

kvencija od 100 Hz i trajanje ekstrakcije od 10 min. U
usporedbi s literaturno dostupnim podatcima za iskoriste-
nja dobivena s konvencionalnim?3*-3? tehnikama ekstrakci-
je koja su se kretala do maksimalno 18 % vidljivo je da
je ekstrakcija HVED daje vece iskoristenje u odnosu na
ekstrakciju s etil-acetatom, acetonom, etanolom, petrole-
terom i vodom. Dobiveni rezultati nesto su sli¢niji onim
(330 — 540 mgg ") dobivenim u istrazivanju Liew i sur.,**
gdje se kao tehnika ekstrakcije primijenila maceracija s
otapalima kao Sto su metanol/voda, etanol/voda i aceton/
voda kroz 72 h.

Topljivost fenolnih spojeva u pojedinom otapalu ovisi
ponajvise o njihovoj kemijskoj strukturi, ukljucujuéi pri-
sutnost i polozaj hidroksilne skupine, koja imaju izravan
utjecaj na polarnost fenolnog spoja. Zbog toga se pojedini
fenolni spojevi ekstrahiraju u visim udjelima kad se kao
otapalo upotrebljavaju manje polarna otapala, a drugi kad
se upotrebljavaju vodene otopine etanola ili voda.>* U ta-
blici 2 prikazani su i rezultati za antiradikalnu aktivnost te
za ukupne fenole. Uoceno je da se antiradikalna aktivnost
kretala od 87,08 do 94,93 % u dobivenim ekstraktima
HVED. Sadrzaj ukupnih fenola je u dobivenim ekstraktima
bio u rasponu od 96,23 mgGAEg ™' do 275 mgGAEg™". U
istrazivanju El Kantar i sur.'® ekstrakti kore grejpa tretirani
HVED-om imali su od 13,3 do 18,8 mgg™" ukupnih fenola
kad je ekstrakcija provedena u vodi, dok je s glicerolom
sadrzaj ukupnih fenola bio od 17,70 do 19,3 mgg™". Re-
zultati dobiveni u ovom istrazivanju sli¢niji su onima dobi-
venim u istrazivanju Buniowska i sur.,* gdje su HVED-om
tretirane kore narance, a sadrzaj je ukupnih fenola bio oko
184 mgg™" pri nizem unosu energije (55 kj). U usporedbi
s drugim istrazivanjima gdje su primijenjene konvencio-
nalne tehnike ekstrakcije, poput onog od Liew i sur.,* ek-
strakcijom HVED bilo je moguce dobiti znatno vedi sadrzaj
ukupnih fenola.

Produljeno vrijeme tretiranja HVED-om pokazalo se ne-
gativnim, kako za antiradikalnu aktivnost tako i na sadr-
zaj ukupnih fenola (slika 1). lako se tretiranje HVED-om
primjenjuje radi pozitivnih uc¢inaka na procese ekstrakcije
(razaranje stanicnih stijenki), s druge strane, ono omogu-
¢ava stvaranje hidroksilnih radikala koji nastaju fotodisoci-
jacijom vode koja je u ovom slucaju otapalo. Osim toga,
zbog pojave oksidativnih kemijskih reakcija moze dodi i
do smanjenja udjela polifenola u ekstraktu.** Naime, pod
utjecajem UV-zracenja koje nastaje zbog elektricnog pra-
znjenja moze doci do reakcije izmedu hidroksilnih radika-
la i fenola te nastanka fenoksilnog radikala.*®

3.1. Sadrzaj pojedinacnih fenolnih spojeva
u ekstraktima kore citrusa dobivenih
ekstrakcijom HVED

Uz pomo¢ HPLC-a detektirani su pojedinacni fenolni spo-
jevi u dobivenim ekstraktima, te je tako utvrdena prisutnost
Sest spojeva, a to su: hesperidin i narirutin kao dominantni
spojevi i kriptoklorogenska kiselina, kemferol-3-rutinozid i
neoklorogenska kiselina i rutin, Cije su koncentracije izra-
zene kao mgg™" i prikazane u tablici 3.

Hesperidin kao dominantni spoj u svim ekstraktima bio je
prisutan u koncentracijama od 50,52 do 72,91 mgg™", dok
je drugi spoj po zastupljenosti bio narirutin u koncentraci-
jama od 7,47 do 17,39 mgg™". U usporedbi s rezultatima
dobivenim u nasem prethodnom radu,*” gdje je prove-
dena ekstrakcija s eutekticima, dobiveni rezultati sli¢ni su
onima dobivenim s otapalima kolin klorid/butan-1,4-diol i
kolin klorid/N-metil urea, kao i onima dobivenim ekstrak-
cijom subkriticnom vodom (71,9 %) autora Cheigh i sur.?®
Takoder, u istom istrazivanju provedene su i konvencio-
nalne ekstrakcije s metanolom, etanolom i vodom te je
u dobivenim ekstraktima zabiljezen znatno manji sadrzaj
hesperidina.
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Tablica 3 — Sadrzaj pojedinacnih fenolnih spojeva u ekstraktima kore citrusa, dobivenih HVED ekstrakcijom prema Box-Behnken

dizajnu
Table 3 - Pherjwolic compounds in citrus peel extracts obtained using HVED extraction according to Box-Behnken design
chapormenta g mggt | Keolmaregs " | Keolnaswgg s | mggs | <emerb3-Oruinodd/mgg
1. 58,51 12,77 1,05 0,68 2,49 0,59
2 59,96 13,55 0,98 0,68 2,25 0,59
3 64,74 13,72 0,75 0,53 4,35 0,56
4 59,46 13,95 0,93 0,72 4,33 0,66
5. 67,07 14,20 0,79 0,64 4,62 0,61
6 70,62 14,53 0,81 0,64 2,55 0,57
7 69,76 14,74 0,84 0,60 2,66 0,36
8 55,88 7,47 0,43 0,33 1,37 0,23
9. 59,16 12,87 0,39 0,54 4,19 0,60
10. 67,08 14,67 0,85 0,68 4,78 0,63
11. 59,22 17,39 1,10 1,10 5,10 0,90
12. 72,91 12,19 0,86 0,66 5,25 0,44
13. 50,52 13,51 0,85 0,62 4,00 0,72
14. 62,90 14,40 0,76 0,72 5,05 0,51
15. 58,71 13,76 0,69 0,71 4,56 0,49
16. 64,50 14,54 0,65 0,68 4,92 0,89
17. 68,32 14,58 0,67 0,61 513 0,61

Slika 2 — 3D dijagrami utjecaja ispitivanih varijabli na iskoristenje ekstrakcije (A: utjecaj frekvencije i omjera kapljevito/kruto, B: utjecaj
vremena i omjera kapljevito/kruto i C: utjecaj vremena i frekvencije)

Fig. 2 —Three-dimensional response surface plots for extraction yield as a function of independent variables (A: influence of frequen-
cy and liquid/solid ratio, B: influence of time and liquid/solid ratio, and C: influence of time and frequency)

3.2. Utjecaj procesnih parametara ekstrakcije HVED
na iskoristenje ekstrakcije, sadrzaj hesperidina i
narirutina

Na iskoriStenje ekstrakcije statisticki su najvise utjecali
omjer kapljevito/kruto (X;) s (p = 0,003) te vrijeme (X,)
(p = 0,012). Takoder su i kvadratne vrijednosti omjera
kapljevito/kruto statisticki znatno utjecale na iskoristenje
(tablica 4).

Na slici 2 vidljivo je da se s porastom omjera kapljevito/
kruto smanjivalo iskoristenje ekstrakcije, dok je s produlje-

nim trajanjem tretiranja iskoristenje raslo. Povecanjem tra-
janja tretiranja uzorka HVED-om (X;) omoguceno je bolje
razaranje stanicnih stijenki biljnog materijala, sto istodob-
no znaci i povecano iskoristenje.

Wiboonsirikul i Adachi** navode da se s ve¢com dostupno-
$¢u otapala (pri ve¢em omijeru kapljevito/kruto) poboljSava
i kontakt i prodiranje otapala u biljni materijal, povecava-
juci ucinkovitost ekstrakcije. Medutim, u ovom istrazivanju
iskoristenje se nije povecavalo s omjerom kapljevito/kruto,
Sto sugerira da na povecano iskoristenje ekstrakcije tijekom
tretmana HVED vecdi utjecaj imaju drugi fenomeni ukljucu-
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ju¢i promjenu svojstava otapala s promjenom koncentraci-
je i vrijeme ekstrakcije.

Produljeno vrijeme ekstrakcije imalo je pozitivan utjecaj
na iskoristenje ekstrakcije. Trajanje tretmana HVED-om
temelji se na broju praznjenja pri naponu od 30 kV. Po-
vecanje broja praznjenja ubrzava ekstrakciju i time pove-
Cava iskoristenje ekstrakcije. Ipak, iskoristenje se poveca-
va s povec¢anjem broja izboja dok ne dosegne optimalnu
tocku (najvece iskoristenje) i nakon toga opada.®**! To se
takoder moze objasniti Fickovim drugim zakonom difuzije,
koji predvida konac¢nu ravnotezu koncentracije otopljene
tvari izmedu matrice uzorka i otapala za ekstrakciju nakon
odredenog razdoblja.
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Na sadrzaj hesperidina pri procesu ekstrakcije HVED sta-
tisticki je najvedi utjecaj (p = 0,002) imao omjer kapljevi-
to/kruto (X;). Takoder, pokazalo se da vrijeme i frekvencija
na sadrzaj hesperidina djeluju sinergisticki, zbog njihove
statisticki znacajne (p = 0,032) interakcije (X,X;) (tablica 4).
Slican utjecaj procesnih parametara vremena i omjera ka-
pljevito/kruto na ekstrakciju polifenolnih spojeva iz kora
mandarina zabiljezen je i u drugom istrazivanju Zhou i
sur.,*? gdje je kao tehnika ekstrakcije primijenjeno pulsira-
juce elektricno polje (PEF).

U navedenom istrazivanju eksperimenti su provodeni u
trajanju od 1 do 5 min te se iskoristenje flavonoida po-
stupno smanjivalo od Cetvrte minute. Kao moguci razlog

Tablica 4 — Analiza varijance (ANOVA) za iskoristenje ekstrakcije, sadrzaj hesperidina i narirutina dobivenih ekstrakcijom HVED

Table 4 - Analysis of variance (ANOVA) for extraction yield, hesperidin content, and narirutin content obtained using HVED extrac-
tion
Izvor varijabilnosti Sugjsl;:/g(:rr]ejt;mh Stupnjevi slobode /df = Varijanca MS f-vrijednost p-vrijednost
Iskoristenje ekstrakcije
model 9482,48 9 1053,61 7,96 0,006
X, — omjer kapljevito/kruto 2534,36 1 2534,36 19,15 0,003
X, — frekvencija 48,02 1 48,02 0,36 0,570
X, — vrijeme 1501,79 1 1501,79 11,35 0,012
XX, 241,80 1 241,80 1,83 0,220
XX 113,53 1 113,53 0,86 0,390
X5X 9,30 1 9,30 0,07 0,790
X2 3593,08 1 3593,08 27,14 0,001
X,? 253,86 1 253,86 1,92 0,210
X;? 1362,35 1 1362,35 10,29 0,015
ostatak 926,59 7 132,37
nedostatak modela 345,56 3 115,19 0,79 0,560
pogreska 581,03 4 145,26
ukupno 10409,07 16
R? 0,911
Sadrzaj hesperidina
model 476,55 9 52,95 4,22 0,036
X, — omjer kapljevito/kruto 282,33 1 282,33 22,48 0,002
X, — frekvencija 14,37 1 14,37 1,14 0,320
X; — vrijeme 6,26 1 6,26 0,50 0,500
XX, 65,18 1 65,18 5,19 0,057
XX, 0,12 1 0,12 0,01 0,920
XX, 89,63 1 89,63 7,14 0,032
X2 0,27 1 0,27 0,02 0,890
X,? 17,46 1 17,46 1,39 0,280
X2 1,56 1 1,56 0,12 0,730
ostatak 87,92 7 12,56
nedostatak modela 26,16 3 8,72 0,56 0,670
pogreska 61,76 4 15,44
ukupno 564,46 16
R 0,844
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Tablica 4 — (nastavak)
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Table 4 - (continued)
Izvor varijabilnosti Surggslgggg;?;mh Stupnjevi slobode /df = Varijanca MS f-vrijednost p-vrijednost
Sadrzaj narirutina
model 51,8 9 5,76 4,24 0,035
X, — omijer kapljevito/kruto 0,50 1 0,50 0,37 0,565
X, — frekvencija 3,96 1 3,96 2,91 0,132
X3 — vrijeme 12,07 1 12,07 8,89 0,021
XX, 1,29 1 1,29 0,95 0,363
XiX; 4,00 1 4,00 2,95 0,130
X,Xs 14,81 1 14,81 10,90 0,013
X2 2,47 1 2,47 1,82 0,220
Xy? 13,08 1 13,08 9,63 0,017
X5? 0,28 1 0,28 0,21 0,660
ostatak 9,51 7 1,36
nedostatak modela 7,45 3 2,48 4,83 0,081
pogreska 2,06 4 0,51
ukupno 61,31 16
R? 0,845
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Slika 3 — 3D-dijagram utjecaja ispitivanih varijabli na sadrzaj hesperidina (A: utjecaj frekvencije i omjera kapljevito/kruto, B: utjecaj
vremena i omjera kapljevito/kruto i C: utjecaj vremena i frekvencije)

Fig. 3 —Three-dimensional response surface plot for hesperidin content as a function of independent variables (A: influence of fre-
quency and liquid/solid ratio, B: influence of time and liquid/solid ratio, and C: influence of time and frequency)

autori su naveli i kontinuirano otapanje pektina i proteina
iz perikarpa mandarine tijekom procesa ekstrakcije $to po-
stupno mijenja svojstva otapala. lako se kinetika prijenosa
mase kod obje tehnike (HVED i PEF) temelji na djelovanju
elektricnog naboja tijekom ekstrakcije, ipak se one zasni-
vaju na razli¢itim mehanizmima koji zahtijevaju razlicite
vrste elektroda i primijenjeni napon. Naime, kod HVED-a
se radi o visokonaponskom generatoru i iglicastoj elektrodi
za praznjenje u obliku luka, dok PEF zahtijeva dvije us-
poredne plocaste elektrode gdje uslijed razlike potencijala
nastaje elektri¢no polje.*

Na slici 3 prikazan je utjecaj nezavisnih varijabli na sadrzaj
hesperidina, gdje je vidljivo da s porastom omjera kaplje-
vito/kruto raste i koncentracija hesperidina u cjelokupnom
promatranom eksperimentalnom rangu. Udio otapala
(vode) jedan je od najvaznijih procesnih parametara koji
utjecu na prijenos mase tijekom ekstrakcije.** Takoder, veci
omijer kapljevito/kruto uzrokuje nizu elektriécnu provodlji-
vost pocetne suspenzije. Naime, elektricna praznjenja od-
vijaju se pri vrlo niskoj vodljivosti medija, Sto bi znacilo
da je pri vis$im omjerima kapljevito/kruto, odnosno nizim
koncentracijama suspenzije bilo vise praznjenja.?” S pove-
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narirutin/ mgg
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Slika 4 — 3D-dijagram utjecaja ispitivanih varijabli na sadrzaj narirutina (A: utjecaj frekvencije i omjera kapljevito/kruto, B: utjecaj
vremena i omjera kapljevito/kruto i C: utjecaj vremena i frekvencije)

Fig. 4 - Three-dimensional response surface plot for narirutin content as a function of independent variables (A: influence of frequen-
cy and liquid/solid ratio, B: influence of time and liquid/solid ratio, and C: influence of time and frequency)

¢anim elektricnim praznjenjem u mediju doslo je do veceg
narusavanja stanicnih stijenki biljnih stanica i efikasnijeg
procesa ekstrakcije hesperidina. Ipak, taj procesni parame-
tar je potrebno optimizirati jer njegovo povecanje dovodi
do prevelike uporabe otapala (vode), sto nije pozeljno,
kako s energetske tako i s ekoloske strane.**

Na sadrzaj narirutina dobivenog ekstrakcijom HVED sta-
tisticki najveci utjecaj je imalo vrijeme tretiranja (p = 0,021).
Takoder, vrijeme i frekvencija imali su sinergisticki pozitivan
utjecaj na sadrzaj narirutina s p vrijednos¢u od 0,013. Osim
navedenih, statisticki znacajan utjecaj (p = 0,017) imala je i
kvadratna vrijednost frekvencije (X,? (tablica 4).

Na slici 4 prikazani su 3D-dijagrami utjecaja nezavisnih va-
rijabli na sadrzaj narirutina, gdje je vidljiv pozitivan ucinak
vremena. Odnosno, uslijed duljeg izlaganja biljnog materi-
jala HVED-u doslo je i do povecanja koncentracije nariru-
tina u ekstraktima.

Za ispitivanje utjecaja procesnih parametara ekstrakcije
HVED, koji predstavljaju nezavisne varijable, na zavisne
varijable (iskoristenje, sadrzaj hesperidina i narirutina) te
provjeru prikladnosti primijenjenog BBD-a u modeliranju i
optimizaciji kreirani su modeli, odnosno polinomi drugog
reda. Modeli su dobiveni aproksimacijom eksperimental-
no dobivenih podataka, dok su njihovi koeficijenti dobi-
veni nelinearnom regresijom a daju funkcionalnu ovisnost
izmedu zavisnih (odziva) i nezavisnih (promatranih proce-
snih parametara) varijabli.

Iskoristenje ekstrakcije =
= 432,90 — 17,80X, — 2,45X, + 13,70, = 7,78XX, + )
+5,33%,X; + 1,53X,X;, — 29,21X,2 — 7,76X,% +
+ 17,99X,?

Sadrzaj hesperidina =
= 63,45 + 594X, + 1,34X,-0,88X, + 4,04X,X, — (2)
— 0,18X,X, — 4,73X,X, + 0,25X,2 — 2,04 X,% + 6,36X,2
Sadrzaj narirutina =
=14,04-0,25X, + 0,70X,+ 1,23X, - 0,57 XX, —  (3)
~1,00X,X; = 1,92X,X, + 0,77 X,2— 1,76 X,2 — 0,26 X;?

Pogodnost modela tumaci se uz pomo¢ koeficijenta de-
terminacije (R?), koji predstavlja mjeru odstupanja odzivne
funkcije od eksperimentalno dobivenih rezultata. Visoke
vrijednosti za R* (0,911; 0,844 i 0,845) ukazuju na ade-
kvatnost primijenjenih modela. Osim toga, p-vrijednost tih
regresijskih modela bila je ispod 0,05.

U konachnici, primjenom funkcije pozeljnosti (engl. desir-
ability function method), na temelju dobivenih podataka,
provedena je optimizacija procesa da bi se dobilo maksi-
malno iskoristenje ekstrakcije, maksimalan sadrzaj hespe-
ridina i maksimalan sadrzaj narirutina. Optimalni uvjeti,
predvidene i eksperimentalno potvrdene vrijednosti prika-
zane su u tablici 5.

Tablica 5 — Optimalni uvjeti HVED ekstrakcije za koru citrusa do-
biveni pomoc¢u metode odzivnih povriina

Table 5 - Optimal HVED extraction conditions for citrus peel
obtained by response surface methodology
. Sadrzaj Sadrzaj
Iskonste_r:Je/ hesperidina/ | narirutina/
mgg N i
g8 g8
— Omjer
| kapljevito/ 285,93 366,19 200,00
2 kruto/mlg™
Z | Frekvencija 73,38 97,56 70,00
= /Hz
E Vrijeme
% ekstrakcije / 14,84 5,10 15,00
min
Predvidene 463,13 75,30 17,55
vrijednosti
Funkcija
pozeljnosti (D) 1,00 1,00 1,00
Vrijednosti
dobivene 451,01 = 24,03 73,16 = 4,73 15,15 = 1,53
eksperimentom
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Predvidene optimalne vrijednosti potvrdene su eksperi-
mentalno, ¢ime je dokazana prikladnost modela za opti-
mizaciju procesa ekstrakcije HVED s rasponom pogreske
od = 10 %.

4. Zakljugak

Ekstrakcija HVED pokazala se vrlo ucinkovitom u ekstrak-
ciji fenolnih spojeva kore mandarine (Citrus unshiu Marc.)
sorte Okitsu. Takoder se pokazalo da promjena procesnih
parametara ekstrakcije HVED (omjer kapljevito/kruto, fre-
kvencija i vrijeme) znacajno utjecu, kako na iskoristenje
ekstrakcije tako i na sadrzaj pojedinacnih fenolnih spojeva,
ponajvise zbog povecanja broja praznjenja koje ubrzava
ekstrakciju ciljanih fenolnih spojeva, poglavito hesperidi-
na. Primjenom metode odzivnih povrsina i optimizacije
procesa ekstrakcije HVED moguce je dobiti visoke kon-
centracije hesperidina i narirutina. U konacnici, tom tehni-
kom ekstrakcije u potpunosti je izbjegnuta uporaba Stetnih
organskih otapala i visokih temperatura, sto tehniku karak-
terizira kao zelenu i netermalnu tehniku ekstrakcije.

ZAHVALA

Ovaj rad sufinancirala je Hrvatska zaklada za znanost pro-
jektom “Primjena inovativnih tehnika ekstrakcije bioaktiv-
nih komponenti iz nusproizvoda biljnoga podrijetla” (UIP-
2017-05-9909).

Popis kratica i simbola
List of abbreviations and symbols

ANOVA - analiza varijance
— analysis of variance

BBD - Box - Behnkenov plan pokusa
— Box — Behnken design
D — zeljena funkcija
— desirability function
df — stupnjevi slobode
— degrees of freedom
DPPH - 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil
- 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl
GAE - ekvivalenti galne kiseline
— gallic acid equivalent
HPLC - tekucinska kromatografija visoke djelotvornosti

— High Performance Liquid Chromatography

HVED - visokonaponsko elektricno praznjenje
— High-Voltage Electric Discharge

PEF - pulsirajuce elektricno polje
— Pulsed Electric Field
MS — srednja vrijednost sume kvadrata odstupanja
— mean square
uv — ultraljubicasto
— ultraviolet
IR — infracrveno
— infrared
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EXTENDED SUMMARY

Intensification of Polyphenols Extraction from
Mandarin Peel by High Voltage Electric Discharge:
Effect of Process Parameters and Optimisation
Marija BanoZi¢,>* Silviia Safranko,® Dora Bogadi® Krunoslav Aladi¢,? and Stela Jokic®

The peel of the Okitsu variety of mandarin is created as a by-product of the fruit’s growth and
processing. The primary goal of this research was to use a unique nonthermal extraction method
(high-voltage electric discharge assisted) with green solvent (water) to valorise citrus peel as a valu-
able raw material. In October 2020, samples (citrus peel) were collected from the farm of Mr. Dali-
bor Ujevi¢ (Opuzen, Hrvatska). Samples were washed, freeze-dried, and sieved before extraction.

The effects of extraction process parameters, such as treatment duration (5-15 min), frequen-
cy (40-100 Hz), and liquid to solid ratio (200-400 mlg™") on the extraction yield and content
of hesperidin and narirutin were studied. Spectrophotometric methods were used to assess the
antiradical activity and total phenolic content of the extracts. Individual phenolic components
were identified and quantified using HPLC method. The extraction process parameters were op-
timised with a commercial softer tool (Design Expert®) using experimental data gathered using the

Box-Behnken experimental design.

Experiments were conducted as shown in Tables 1 and 2. The extraction yield was ranked from
359.23 to 463.20, the total phenol values ranged from 96.23 to 275.46 mg GAE|~", DPPH val-
ues ranged from 87.08 to 94.93 %. Total phenol content and antiradical activity decreased with
increasing extraction time, as shown in Fig. 1. Six phenolic compounds were identified and quan-
tified, predominated by hesperidin and narirutin (Table 3).

The regression models for all tested HVED extraction responses were significant (p-value under
0.05) based on the acquired data, and the quality of the models produced was evaluated based
on the coefficients of determination (R?) and Lack of Fit value. The obtained R* values for all
models developed were 0.911; 0.844, and 0.845 with a nonsignificant lack of fit, indicating an
adequate relationship between input parameters (extraction conditions) and observed variable,
in this case, extraction efficiency, hesperidin and narirutin content (Table 4). The obtained data
was utilised to create three-dimensional (3D) response surface graphs, as shown in Figs. 2-4. The
regression models within this study were predicted by Egs. (1)—(3). With response surface method-
ology (RSM), optimal parameters of HVED extraction process were defined, as follows: extraction
yield (285.93 mlg™', 73.38 Hz and 14.84 min), hesperidin content (366.19 mlg™"', 97.56 Hz, and
5.1 min), and narirutin content (200 mlg™", 70 Hz, and 15 min), as presented in Table 5, together
with predicted and experimentally verified values.
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Citrus peel, phenolic compounds, high-voltage electric discharge, optimisation
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