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1. UVOD

Znanstvena istrazivanja (Toor i Savage, 2005; Cetkovi¢ i sur., 2007; Savatovi¢ i sur., 2010;
Lavelli i Torresani, 2011; Kalogeropoulos i sur., 2012) provedena na biootpadu, nastalom
tijekom industrijske prerade rajCice pokazala su da ovaj organski materijal sadrzi znacajne
koli¢ine bioaktivnih spojeva, koji mogu zadrzati aktivnost i nakon postupaka obrade rajcice. Na
osnovi tezine suhe tvari, pokazano je (Kalogeropoulos i sur., 2012) da otpad rajcice sadrzava
povecanu koli¢inu B-karotena, tokoferola, sterola i terpena, dok je koli¢ina masnih kiselina
gotovo jednaka onoj u neobradenoj rajcici. Pored navedenih fitokemikalija, otpad rajcice (kora,
sjemenke i pulpa) sadrzava i znacajne koli¢ine polifenola (Savatovi¢ i sur., 2010;
Kalogeropoulos i sur., 2012), koji se mogu koristiti kao prirodni antioksidansi za formulaciju
funkcionalne hrane ili kao aditivi u prehrambenim sustavima za produljenje roka trajanja
(Kalogeropoulos i sur., 2012).

Dakle, cilj ovog rada bio je provesti izolaciju polifenola iz kore rajcice, a sakupljeni biootpad
nastao tijekom njena konzerviranja iskoristiti kao jeftin recikliraju¢i biosupstrat. U postupku
izolacije polifenola koriStena je ultrazvuCna ekstrakcije kao jednostavna i brza,
nekonvencionalna ekstrakcijska tehnika. Ekstrakcija je provedena na dvije vrste uzoraka kore
rajCice: a) uzorci sa pektinom kao sastavnim dijelom kutikule kore rajcice i b) uzorci kod koje
je pektin iz kutikule uklonjem smjesom oksalne kiseline i amonijeva oksalata (Nincevi¢ Grassino
i sur., 2016).

Provedeno istrazivanje se sastojalo iz:

- priprave etanolnih (70 i 96 %, v/ V) ekstrakata kore rajCice (uzorci sa i bez pektina)
ultrazvukom visokog intenziteta pri vremenu ekstrakcije od 5, 10 i 15 min, sondom
promjera 7 mm,

- odredivanja ukupnih fenola i flavonoida u pripravljenim etanolnim ekstraktima uzoraka
kore rajCice, primjenom spektrofotometrije u ultraljubi¢astom i vidljivom podrucju
elektromagnetskog zracenja (UV/Vis spektrofotometrija),

- odabira optimalnih uvjeta ekstrakcije koji ¢e se koristiti tijekom buducih priprava
ekstrakata kore rajCice i njihove implementacije u skladu je s trendom odrzivosti i

recikliranja.



2. TEORIJSKI DIO

2.1. Rajcicai biootpad nastao preradom rajcice

Rajcica (Lycopersicon esculentum Mill.) je, nakon krumpira, drugo najcesce
konzumirano povrée na svijetu, a priblizno 30 % konzumirane rajcice Cine preradeni proizvodi,
poput konzervirane i susene rajcice, soka od rajcice, ketchupa, pirea, umaka i juha od rajcice
(Savatovic i sur., 2010; Cetkovié i sur., 2012). Svjezi i obradeni proizvodi posjeduju visoku
nutritivnu vrijednost, zbog sadrzaja razli¢itih makro i mikronutrijenata, poput vlakana (59 %
s.t.), proteina (19 % s.t.), vitamina (C i E), folata, karotenoida (likopena i Skarotena) i
polifenolnih spojeva (kvercetin, kempferol, naringenin, kafeinska, klorogenska, ferulinska i p-
kumarna kiselina).

Industrijskom preradom rajcice u proizvode kao Sto su ketchup, umak ili sok stvaraju se velike
koli¢ine organskog otpada (3 - 7 % teZine rajCice Cini otpad), sastavljenog iz kore, sjemenka i
dijelova pulpe, a poznati su pod nazivom komina rajCice. Buduéi da komina sadrzi razliite
nutritivne komponente, ali i antioksidanse (Savatovic i sur., 2010), moze se smatrati znacajnim
prirodnim resursom u njihovoj izolaciji, a potom i daljnoj primjeni u proizvodnji funkcionalne
hrane ili dodataka prehrani. Pored navedenog, recikliranjem komine rajice znatno se smanjuje
stvaranje velikih zaliha biootpada, a stoga i onecis¢enje okoliSa (Lavelli i Torresani, 2011).
Drugim rijeima, ovaj prirodni resurs u potpunosti zadovoljava kriterije odrzivosti i razvoja

cirkularne ekonomije.

2.2. Bioaktivni spojevi u kori rajcice

Bioaktivni spojevi su sekundarni metaboliti biljaka. Za razliku od primarnih metabolita
metaboliti pomazu biljci da poveca ukupnu sposobnost prezivljavanja. Sekundarni biljni
metaboliti izazivaju farmakoloski ili toksikoloski u¢inak kod ljudi i Zivotinja (Azmir i sur., 2013).
Fenolni spojevi su jedna od najrasprostranjenijih skupina fitokemikalija koje imaju znacajnu
fizioloSku i morfolosku vaznost u biljaka. Osim Sto doprinose boji i osjetilnim karakteristikama
voca i povrca, ovi spojevi imaju vaznu ulogu u rastu i reprodukciji biljaka dajuéi im zastitu od
patogena i grabezljivaca. Fenolni spojevi pokazuju Sirok raspon fizioloskih svojstava poput
antialergijskih, antiarteriogenih, protuupalnih, antimikrobnih, antioksidativnih,
antitrombotskih, kardioprotetktivnih i vazodilatornih uc¢inaka. Ovi pozitivni ucinci pripisuju se
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njihovoj antioksidativnoj aktivnosti, odnosno sposobnosti za uklanjanje slobodnih radikala, za
doniranje atoma vodika ili elektrona, ili kationa keliraju¢ih metala. Primjerice, antioksidacijska
aktivnost kod fenolne kiseline ovisi o broju i polozaju hidroksilnih skupina u odnosu na
karboksilnu funkcionalnu skupinu (Balasundra i sur., 2006).

Istrazeno je da kora i sjemenke rajcice Cine bogatiji izvor polifenola u odnosu na pulpu
(Savatovic i sur., 2010). U radu Georgei sur. (2004) utvrdeno je da kora rajcice sadrzi 10,4 -
40,0 mg/100 g ukupnih fenola u odnosu na svjezu rajcicu (9,2 - 27,0 mg/100 g). Toor i Savage
(2005) utvrdili su da sjemenke i kora rajcice sadrze 22,0 i 29, 0 mg/100 g ukupnih fenola, dok
pulpa znatno manje (12,7 mg/100 g). Savatovic¢ i sur. (2010) su pokazali da kora i sjemenke
rajCice sadrze 11,41 - 73,22 mg/g ukupnih fenola i 4,03 - 69,82 mg/g ukupnih flavonoida,
nakon ultrazvukom provedene ekstrakcije u 80 %-tnom etanolu. U radu Lavelli i Torresani
(2011) utvrdeno je da svjeza kora i siemenke rajcice sadrze 26 mg/kg (s.t.) rutina i 121 mg/kg
(s.t.) klorogenske kiseline, dok toplinski obradena kora i sjemenke rajCice sadrzi 17 mg/kg

(s.t.) rutina i 97 mg/kg (s.t.) klorogenske kiseline.

2.3. Struktura polifenola

Fenolni spojevi su sekundarni metaboliti biljaka nastali u biosintetskim putevima
Sikiminske kiseline, fenilpropanoida i flavonoida. Strukturno, fenolni spojevi sadrze aromatski
prsten koji ima jedan ili viSe hidroksilnih supstituenata i kre¢u se od jednostavnih fenolnih
molekula do visoko polimeriziranih spojeva (Ignat i sur., 2011). Veéinom, fenolni spojevi u
prirodi se javljaju kao konjugati mono i polisaharida, vezanih na jednu ili viSe fenolnih grupa,
a mogu se pojaviti i kao funkcionalni derivati, poput estera i metil estera. Iako takva strukturna
raznolikost rezultira Sirokom rasponu fenolnih spojeva, oni se mogu kategorizirati u nekoliko
skupina (Slika 1).
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Slika 1. Shematski prikaz podjele polifenola.

Fenolne kiseline se sastoje od dvije podskupine: a) hidroksibenzojeve i b) hidroksicimetne
kiseline (Slika 2). Hidroksibenzojeve kiseline imaju Ce-C: strukturu, a cine ih galna, p-
hidroksibenzojeva, protokatehinska, vanilinska i siringinska kiselina. Hidroksicinaminske
kiseline s pobocnim lancem od tri ugljika (Ce-C3) su najceSce kafeinska, ferulinska, p-

kumarinska i sinapinska kiselina.

a) b)

Slika 2. a) hidroksibenzojeve kiseline i b) hidroksicinaminske kiseline (Ignat i sur., 2011).



Flavonoidi ¢ine najvecu skupinu biljnih fenola, visSe od polovice od 8000 prirodnih fenolnih
spojeva. To su spojevi niske molekulske mase, koji se sastoje od 15 ugljikovih atoma,
rasporedenih u Cs-C3-Cs konfiguraciji. Struktura sadrzi 2 aromatska prstena A i B povezanih sa
mostom od 3 ugljika, obi¢no u obliku heterociklickog prstena C (Slika 3). Aromatski prsten A
nastaje acetat/malonatnim biosintetskim putem, a prsten B nastaje putem Sikiminske kiseline.
Modifikacije u strukturi C prstena rezultiraju glavnim skupinama flavonoida (Slika 1): flavonoli,
flavoni, flavanoni, flavanoli (katehini), izoflavoni, flavanonoli, antocijanini, od kojih su flavoni i
flavonoli najcesce prisutni i strukturno drugaciji. Modifikacije na prstenovima A i B dovode do
razliCitih spojeva unutar svake skupine flavonoida. Te modifikacije mogu ukljucivati oksidaciju,

alkilaciju, glikozilaciju, acilaciju i sulfataciju.

Slika 3. Osnovna struktura flavonoida (Balasundram i sur., 2006).

Tanini, spojevi s relativno visokom molekulskom masom koji Cine trecu vaznu skupinu fenolnih
spojeva, mogu se podijeliti u hidrolizirajuce i kondenzirane tanine. Prvi su esteri galne kiseline
a drugi (poznati kao proantocijanidi) su polimeri polihidroksiflavan-3-ol monomera
(Balasundram i sur., 2006).



2.4. Metode ekstrakcije polifenola

U postupcima efikasnog odvajanja bioaktivnih spojeva iz biljnog materijala vaznu ulogu
ima primjena odgovaraju¢e metode ekstrakcije. Njen izbor ovisi u prvom redu o svojstvima
pojedinih dijelova (listovi, sjemenke, cvjetovi i plodovi) biljnog materijala, kao i vrsti i strukturi
bioaktivnih komponenta u biljnom matriksu. Da bi ekstrakcija bila Sto ucinkovitija, potrebno je
odabrati otapalo koje ¢e uz ostale osnovne procesne parametre (temperatura, tlak i vrijeme)
utjecati na selektivnu izolaciju analita. Voda, vodene otopine etanola, metanola i acetona
najeSce se upotrebljavaju kao otapala za ekstrakciju polifenola, a njihov izbor ovisi o
polarnosti spoja. Osim odabira otapala, za uspjesno provodenje ekstrakcije treba uzeti u obzir
i druge Cimbenike poput molekularnog afiniteta otapala i otopljene tvari, prijenosa mase u
odgovaraju¢em otapalu, sigurnosti okoliSa, toksicnosti za ljude i financijskoj isplativosti (Azmir
i sur., 2013; El-Malah i sur., 2015).

Pri izolaciji bioaktivnih komponenata iz biljnog materijala mogu se koristiti razliCite ekstrakcije
tehnike, a podijeljene su u dvije osnovne grupe (Wijngaard i sur., 2012; Azmir i sur., 2013),
klasicne ili konvencionalne i nove, suvremene ili nekonvencionalne (Slika 4). Klasicne metode
kao Sto su Soxhlet ekstrakcija, maceracija i destilacija, temelje se na topljivosti tvari u razlicitim
otapalima, zagrijavanju i mijeSanju. Glavni nedostaci klasi¢nih metoda su dugo vrijeme
ekstrakcije, potreba za skupim otapalima, visoke Cistoce, isparavanije velikih koliCina otapala,
niska selektivnost i termicka razgradnja termolabilnih spojeva. U cilju skraéivanja vremena
ekstrakcije, snizavanja temperature, smanjenja koristenja otapala Stetnih za okoli$, snizavanja
troSkova procesa i istovremenog postizanja vece efikasnosti ekstrakcije uvedene su i nove,

nekonvencionalne tehnike ekstrakcije (Azmir i sur., 2013).



Klasic¢ne (konvencionalne) metode ekstrakcije

e soxhlet ekstrakcija

o ekstrakcija refluksiranjem
* maceracija

e destilacija

Suvremene (nekonvencionalne) metode ekstrakcije

« ekstrakcija potpomognuta ultrazvukom

e ekstrakcija potpomognuta mikrovalovima
e ekstrakcija potpomognuta visokim tlakom
e ekstrakcija pomoc¢u enzima

» ekstrakcija pomocu elektri¢nog polja

» ekstrakcija superkriticnim fluidima

Slika 4. Shematski prikaz metoda ekstrakcije.

2.4.1. Ekstrakcija potpomognuta ultrazvukom visokog intenziteta

Ultrazvuk je poseban tip zvucnog vala kojemu je frekvencija veca od gornje granice
osjetljivosti ljudskog uha. U kemiji je to obic¢no reda velic¢ine od 20 kHz do 100 MHz. Kao i drugi
valovi, ultrazvucni valovi prolaze kroz medij stvaranjem kompresije i ekspanzije, uslijed ¢ega
dolazi do proizvodnje, rasta i puknué¢a mjehurica (fenomen nazvan kavitacija). Ovim procesom
moze se proizvesti velika energija uslijed pretvorbe kineticke energije gibanja u zagrijavanje
sadrzaja mjehuri¢a. Mjehuri¢i imaju temperaturu otprilike 5000 K, tlak 1013,25 bara i brzinu
grijanja i hladenja preko 1010 K/s. Kavitacija potice ekstrakciju na nacin da uzrokuje ostecenja
stanicne stijenke, ubrzava pristup otapala do stanicnog materijala i time osigurava lako
ispiranje stani¢nog sadrzaja (Azmir i sur., 2013; Khan i sur., 2014). Udio vlage u uzorku,
stupanj usitnjavanja materijala, veli¢ina Cestica, otapalo, temperatura, tlak, frekvencija i
vrijeme ekstrakcije vazni su ¢imbenici za postizanje ucinkovite ekstrakcije.

U skladu s prethodno opisanim mehanizmom ultrazvucne ekstrakcije, osnovne prednosti ove
ekstrakcijske tehnike su: krace vrijeme ekstrakcije, manje utroSene energije i upotrebe
otapala. Ultrazvucna energija omogudava ucinkovitije mijeSanje, brzi prijenos energije,

smanjenje gradijenta topline i temperature ekstrakcije, selektivhu ekstrakciju, smanjenje

7



velicine opreme, brzo pokretanje uredaja, bolju kontrolu procesa ekstrakcije, povecanje
proizvodnje i eliminiranje kemijskih reakcija ionizacije, hidrolize i oksidacije, koje se javljaju

usljed dugog vremena ekstrakcije, karakteristicnim za klasicne tehnike (Ignat i sur., 2011).

2.5. Analiticke metode odredivanja polifenola

Spektrofotometrija je najcesce koristena metoda za odredivanje razliCitih skupina polifenola
zbog svoje jednostavnosti koristenja i niskih troskova. Glavni nedostatak je Sto se na ovaj nacin
mogu odrediti samo pojedine skupine polifenola, ali ne i udio pojedinacnih spojeva u istoj
skupini. Iz tog razloga razvijene su razliCite kromatografske tehnike, prikladne za odredivanje
i separaciju polifenola, a ¢ine ih:

e Visokodjelotvorna tekucinska kromatografija obrnutih faza (engl. reverse high
performance liquid chromatograpy, HPLC) s UV/Vis detektorom ili detektorom s nizom dioda
(engl. diode array detector, DAD) ili tandemnom masenom spektrometrijom (engl. tandem
mass spectrometry, MS/MS). Prikladna je za odredivanje razliCitih skupina polifenola kao Sto
su antocijani, proantocijanidi, flavononi, flavonoli, flavan-3-oli, flavoni i fenolne kiseline.

e Protustrujna kromatografija velike brzine (engl. high speed counter current
chromatography, HSCCC) je wvrsta tekucinsko-tekucinske kromatografije koja koristi
centrifugalnu silu kako bi stacionarnu fazu odrzavala na mjestu. Tijekom rada mobilna faza
moze postati stacionarna i obrnuto. Ova metoda pokazala se ucinkovitom za razdvajanje
smjese polifenola iz zelenog i crnog ¢aja kao Sto su: katehini, flavonolglikozidi i proantocijanidi.

e Superkriticna fluidna kromatografija (engl. supercritical fluid chromatography, SFC)
koristi superkriticni fluid kao mobilnu fazu, najcesce uglji¢ni dioksid (SC-CO,). Ekonomicnija je,
ima bolju rezoluciju i brze analize od uobicajenih kromatografskih metoda, te je kompatibilna
s vedim brojem detektora. Temelji se na cinjenici da priblizavajuéi se kriti¢noj tocci, otapalo
mijenja svojstva kod vrlo malih promjena tlaka. Koristeci superkriti¢ni fluid mogu se izbjeci
mnoga organska otapala poput /+heksana, diklormetana i kloroforma.

e Papirna (engl. paper chromatography, PC) i tankoslojna kromatografija (engl. thin layer
chromatography, TLC) se Cesto koriste za prociS¢avanje i izolaciju antocijana, flavonola,
kondenziranih tanina i fenolnih kiselina u razli¢itim sustavima otapala.

¢ Plinska kromatografija (engl. gas chromatography, GC) ima veliki separacijski kapacitet,
vrlo je osjetljiva i selektivna u kombinaciji s masenom spektrofotometrijom (engl. gas
chromatography/mass spectrophotometry, GC/MS). Takoder se primjenjuje i razdjeljna
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visokodjelotvorna tekucinska kromatografija (engl. partition high performance liquid
chromatograpy) za razdvajanje i prociS¢avanje bioaktivnih polifenola.

e Kapilarna elektroforeza (engl. capillary electrophoresis, CE) sve se viSe koristi za
odredivanje Sirokog spektra fenolnih spojeva zbog visoke ucinkovitosti razdvajanja, visoke
rezolucije, kratkog vremena analize i niske potrosnje uzorka i reagensa. Nedostaci su niska
osjetljivost na koncentraciju uzorka, slaba ponovljivost rezultata i mali volumen uzorka koji se
moze uvesti u kapilaru. NajviSe se koristi za odredivanje flavonoida i antocijanina. Micelarna
elektrokineticka kapilarna elektroforeza (engl. micellar electrokinetic cappillary electrophoresis,
MECC) vrsta je kapilarne elelektroforeze koja omoguéava razdvajanje neutralnih analita pod
utjecajem elektri¢nog polja. Princip razdvajanja se temelji na razlicitoj raspodjeli analita izmedu
micela koje predstavljaju nepokretnu fazu i vodene faze koja ih okruzuje (Rastija i Medi¢-Saric,
2009)

e Gel propusna kromatografija (engl. gel permeation chromatography, GPC) omogucava

razdvajanje monomernih i polimernih pigmenata vecih molekulskih masa (Ignat i sur., 2011).

2.5.1. UV/Vis spektrofotometrija

Spektrofotometrija u ultraljubi¢astom (UV) i vidljivom (Vis) podruéju elektromagnetskog
zraCenja je jedna je od najceSce koristenih metoda u analitickoj kemiji, kod koje veliki broj
anorganskih, organskih i biokemijskih vrsta apsorbira ultraljubi¢asto zracenje pri valnim
duljinama (A) od 200 do 400 nm, odnosno vidljivo zracenje pri valnim duljina (4) od 400 do
800 nm. Mnoge kemijske vrste koje ne apsorbiraju UV ili Vis zraenje mogu se kemijskom
reakcijom prevesti u derivate koji apsorbiraju.

U apsorpcijskoj spektrofotometriji elektromagnetsko zracenje prolazi kroz uzorak pri ¢emu velik
dio zracenja prolazi bez gubitka intenziteta. Na odabranim valnim duljinama dolazi do
prigusenja intenziteta zraCenja Sto se naziva apsorpcija. Apsorpcija zraCenja dana je Lambert-

Beerovim zakonom:
A=¢ebc

gdje je A - apsorbancija, ¢ - mnozinska koncentracija (mol/L), £ - molarni apsorpcijski

koeficijent (L/cm mol), b - duljina puta svijetlosti kroz uzorak (debljina kivete, cm).

Prema Lambert-Beerovom zakonu koncentraciju analita mozemo izraCunati iz izmjerene

apsorbancije ako raspolazemo bazdarnim dijagramom (ovisnosti apsorbancije o koncentraciji

standarda). Spektrofotometar je uredaj za mjerenje apsorbancije, a sastoji se iz: izvora

zracenja, monokromatora (izbor valne duljine), kivete za uzorak, detektora (fotocelija koja
9



mjeri intenzitet zrake svijetlosti) i procesora signala (pretvara elektricni signal u signal

prikladan za analitcku obradu podataka (Harvey, 2016).
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3. EKSPERIMENTALI DIO

3.1. Materijal

Osusena kora rajcice (Slika 5) je prikupljena u podrucju AgroNocerina (Angri, Salerno),
talijanske regije Campania (Italija). Kemijski sastav osusene kore rajcice (Sarza A) prikazan je

u radu Nincevi¢ Grassino i sur., 2016.

Slika 5. Osusena kora rajcice - biootpad nastao tijekom procesa konzerviranja rajcice (vlastita

fotografija).

3.1. Kemikalije

e Aluminijev klorid (Kemika, Zagreb, Hrvatska)

e Etanol (Gram-mol, Zagreb, Hrvatska)

e Folin-Ciocalteu reagens (Kemika, Zagreb, Hrvatska)

e Galna kiselina (AcrosOrganics, New Jersey, USA)

e Metanol (Gram-mol, Zagreb, Hrvatska)

e Natrijev karbonat, bezvodni (Kemika, Zagreb, Hrvatska)
e Natrijev nitrit (Alfa Aesar, Karlsruhe, Njemacka)

e Natrijev hidroksid (T.T.T., Sveta Nedjelja, Hrvatska)

e Rutin (Alfa Aesar, Karlsruhe, Njemacka)
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3.2. Aparaturai pribor

e Analiticka vaga (JOBST, Samobor, Hrvatska)

e Centrifuga, Tehtnica, Zeleznik, Slovenija

e Dispenzor (HirchmannLaborgerate, Eberstadt, Njemacka, 2-10 mL)

e Infracrveni termometar, B220 (Trotec, Njemacka)

e Ultrazvuk (dr. Hielcher, GmbH, Teltow, Njemacka)

¢ Ultrazvucéna sonda promjera 7 mm (dr. Hielcher, GmbH, Teltow, Njemacka)
e UV/Vis Spektrofotometar (PERKIN-ELMER, Lambda 1, Massachusetts, USA)
e Vortex mjeSalica VTX 400 (LABO-MODERNE, Pariz, Francuska)

e Boce za Cuvanje otopina od 500 mL

e Falcon kivete za ¢uvanje uzoraka, 50 mL

e Graduirane pipeteod 1, 2i5 mL

e Menzure od 10, 100 i 500 mL

¢ Kivete za centrifugu, 12 mL

e Odmijerne tikvice od 25, 50, 100 i 500 mL

e Propipeta

e Staklene ¢ase od 50 i 100 mL

e Stakleni lijevci

e Staklene kapaljke

3.3. Metode rada
3.3.1. Ekstrakcija uzoraka kore rajcice ultrazvukom

Ekstrakcija polifenola ultrazvukom visokog intenziteta (Slika 6) provedena je na dvije
vrste uzoraka (Sarza A) osusene kore rajcice: /) uzorci kod kojih je pektin sastavni dio kutikule
(kora rajcice sa pektinom) i /) uzorci kod kojih je pektin uklonjen iz kutikule ekstrakcijom sa
smjesom amonijev oksalat/oksalna kiselina (kora rajcice bez pektina). Nakon izolacije pektina
(Nincevi¢ Grassino i sur., 2016), kora rajcice je isprana deioniziranim vodom i osusena na 40
°C, tijekom 6 h.

1,000 g uzorka osusene i usitnjene kore rajcice (sa i bez pektina) ekstrahiran je s 50 mL etanola
(96 i 70 %, v/v), ultrazvukom visokom intenziteta, sondom promjera 7 mm pri sljede¢im
procesnim parametrima: maksimalna izlazna snaga 400 W, frekvencija 30 kHz, amplituda 95
%, ciklus 1 i vrijeme 5, 10 i 15 min (Slika 7).
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Slika 6. Ekstrakcija kore rajcice ultrazvukom visokog intenziteta (vlastita fotografija).

Kora rajcice
sa pektinom bez pektina

Ekstrakcija ultrazvukom
P=400W, f=30kHz,A=95%,c=1 t=5,10i15 min, ¢ (etanol) = 96 i 70 %

Ekstrakt kore rajcice
sa pektinom u 96 i 70 % etanolu bez pektina u 96 i 70 % etanolu

UV/Vis spektrofotometrijsko odredivanje

ukupni flavonoidi (UFL)

Slika 7. Shematski prikaz postupka ekstrakcije ultrazvukom visokog intenziteta.

Nakon zavrSene ekstrakcije ultrazvukom kora rajcice je kvantitativno prenesena i rucno
stijeSnjena kroz gazu. Procijedena suspenzija je filtrirana, a potom i centrifugirana 15 min na

4000 °/min. Dobiveni centrifugat je filtriran u odmjernu tikvicu od 50 mL i nadopunjen
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otapalom koristenim za ekstrakciju (96 i 70 % etanol). Ekstrakti kore rajcice (Slika 8) cuvani
su u hladnjaku do pocetka analize na + 4 °C, a opis analiziranih uzoraka prikazuje Tablica 1.

sa pektinom, 70 % etanol

sa pektinom, 96 % etanol

bez pektina, 96 % etanol
Z peidina, ° bez pektina, 70 % etanol

Slika 8. Ekstrakti kore rajcice (sa i bez pektina) u 96 i 70 % etanolu dobiveni ultrazvukom
visokog intenziteta u vremenu od 5, 10 i 15 min (vlastita fotografija).
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Tablica 1. Analizirani uzorci ekstrakata kore rajcice (sa i bez pektina) u 96 i 70 % etanolu.

Oznaka uzorka ¢ (etanol) /% t (ekstrakcije)/min Kora rajcice
TP-1 5
TP-2 10 SA PEKTINOM
TP-3 96 15
TP-4 5
TP-5 10 BEZ PEKTINA
TP-6 15
TP-7 5
TP-8 10 SA PEKTINOM
TP-9 70 15
TP-10 5
TP-11 10 BEZ PEKTINA
TP-12 15

3.3.2. Princip spektrofotometrijskog odredivanja ukupnih fenola

Sadrzaj ukupnih fenola u uzorcima ekstrahirane kore rajCice odreden je Folin-Ciocalteu

metodom (Agbor i sur., 2014.) koja se temelji na kemijskoj reakciji oksidacije fenolnih spojeva

u luznatoj sredini smjesom fosfovolframove i fosfomolibdenske kiseline (FC otopina) i redukcije

istih u smjesu volframovog i molibdenovog oksida.

Na;WO4/Na;Mo0Os + Fenol — (Fenol-MoW11040)4

+ e- -Mo(V)

Uslijed redukcije FC otopine i stvaranja kompleksa s fenolnim spojevima, otopina analita

postaje plavo obojena, a njen intenzitet ovisi o koncentraciji fenolnih spojeva u uzorku.

Intenzitet boje, tocnije apsorbancija otopine mjeri se spektrofotometrom na valnoj duljini od

760 nm.
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3.3.3. Princip spektrofotometrijskog odredivanja ukupnih flavonoida

Sadrzaj ukupnih flavonoida u uzorcima ekstrahirane kore rajcice odreden je aluminij
klorid - spektrofotometrijskom metodom (Pekal i Pyrzynska, 2014; Pallab i sur., 2013) koja se
temelji na kemijskoj reakciji stvaranja stabilnih aluminij - flavonoidnih kompleksa s C-4 keto i
C-3 ili C-5 hidroksidnim skupinama flavona i flavanola. Vezanje aluminija na flavonoidne
ligande (kelatni reagens) dovodi do stvaranja obojenih kompleksa, ¢iju apsorbanciju mjerimo
spektrofotometrom na valnoj duljini od 510 nm.

3.3.4. Priprava otopina za odredivanje ukupnih fenola i flavonoida

Sve otopine pripremljene su s kemikalijama p.a. CistoCe u deioniziranoj vodi.
Otopine koristene pri odredivanju ukupnih fenola su:

e ZasiCena otopina bezvodnog natrijeva karbonata (20 %, w/v) pripravljena je otapanjem
200 g bezvodnog Na,COs; u 800 mL vruce deionizirane vode. Nakon hladenja na sobnoj
temperaturi, otopina se prebaci u odmjernu tikvicu od 1000 mL, doda nekoliko kristali¢a
bezvodnog Na,COs, te nadopuni deioniziranom vodom do oznake. Nakon 24 h stajanja na
sobnoj temperaturi, otopina se profiltrira.

e Otopina Folin-Ciocalteu (FC) reagensa mnozinske koncentracije 0,2 mol/L pripravljena je
razrijedivanjem FC reagensa, mnozinske koncentracije 2,0 mol/L.

e Ishodna otopina galne kiseline masene koncentracije 5 g/L pripravljena je otapanjem
0,2500 g galne kiseline u 10 mL 96 % etanola, a potom je otopina nadopunjena
deioniziranom vodom u odmjernoj tikvici od 50 mL.

¢ Individualne (pojedinacne) standardne otopine galne kiseline masenih koncentracija 10,
30, 50, 100, 150 i 180 mg/L pripremljene su razrijedivanjem ishodne otopine galne kiseline
u odmjernim tikvicama od 100 mL s deioniziranom vodom.

Otopine koristene pri odredivanju ukupnih flavonoida su:

e Otopine natrijeva nitrita (5 %, w/Vv), aluminijeva klorida (10 %, w/ V) i natrijeva hidroksida
(¢ = 1 mol/L) pripravljene su vaganjem i otapanjem NaNO,, AIClz i NaOH u odmjernim
tikvicama od 100 mL, te nadopunajavanjem s destiliranom vodom do oznake.

e Ishodna otopina rutina masene koncentracije 1 g/L pripravljena je otapanjem 0,1000 g
rutina u 96 % metanolu, u odmjernoj tikvici od 100 mL.

e Individualne (pojedinacne) standardne otopine rutina masenih koncentracija 5, 20, 40, 60,
80, 100 i 120 mg/L pripremljene su razrijedivanjem ishodne otopine rutina u odmjernim

tikvicama od 100 mL s 96 %-tnim metanolom.
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3.3.5. Postupak odredivanja ukupnih fenola i flavonoida

Postupak spektrofotometrijskog odredivanja ukupnih fenola i flavonoida sastojao se iz

dva dijela. U prvom dijelu eksperimenta izraden je bazdarni dijagram (a), a u drugom dijelu

uzorci ekstrahirane kore rajcice pripremljeni su za analizu (b) prema u nastavku opisanim

propisima.

3.3.5.1. Ukupni fenoli

a)

b)

1 mL pripremljenih individualnih standardnih otopina galne kiseline, otpipetiran je u
odmjernu tikvicu od 25 mL, potom je dodano 10 mL deionizirane vode i 1,3 mL FC reagensa
(¢ = 0,2 mol/L). Nakon 5 min otopini je dodano 3,75 mL 20 % Na,COs i nadopunjeno
deioniziranom vodom do oznake. Priredene otopine ostavljene su 2 sata na sobnoj
temperaturi nakon ¢ega im je izmjerena apsorbancija pri valnoj duljini od 760 nm. 1z
izmjerenih vrijednosti apsorbancija i njihovih poznatih masenih koncentracija konstruiran
je bazdarni dijagram. Kao slijepa proba koristena je deionizirana voda.

Uzorci ekstrahirane kore rajcice (Slika 8, Tablica 1) koji sadrze nepoznate masene
koncentracije ukupnih fenola priredeni su za mjerenje apsorbancije na isti nacin kao i
individualne standardne otopine opisane pod a). Umjesto 1 mL individualne standardne

otopine uzeto je 2 mL ekstrahirane kore rajcice.

3.3.5.2. Ukupni flavonoidi

a)

b)

1 mL pripremljenih individualnih standardnih otopina rutina, otpipetirano je u kivete, potom
je svakoj otopini dodano 2 mL deionizirane vode i 0,3 mL 5 %-tne otopine NaNO.. Nakon
5 min stajanja na sobnoj temperaturi dodano je 0,5 mL 10 %-tne otopine AICl3, a nakon 6
min i 2 mL otopine NaOH (¢ = 1 mol/L). Priredene otopine su promjeSane na Vorteksu,
centrifugirane 15 min na 4000 °/min i profiltrirane, a potom im je izmjerena apsorbancija
na 510 nm. Iz izmjerenih vrijednosti apsorbancija i njihovih poznatih masenih koncentracija
konstruiran je bazdarni dijagram. Kao slijepa proba koriStena je deionizirana voda.

Uzorci ekstrahirane kore rajCice (Slika 8, Tablica 1) koji sadrze nepoznate masene
koncentracije ukupnih flavonoida priredeni su za mjerenje apsorbancije na isti nacin kao i
individualne standardne otopine opisane pod a). Umjesto 1 mL individualne standardne
otopine uzeto je 2 mL ekstrahirane kore rajcice.
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4. REZULTATI I RASPRAVA

U ovom radu prikazani su rezultati spektrofotometrijskog odredivanja ukupnih fenola i
flavonoida u 70 i 96 %-tnim etanolnim ekstraktima osusSene kore rajcice sa i bez pektina
dobivenim upotrebom ultrazvuka visokog intenziteta, u vremenu od 5, 10 i 15 min.

Da bismo odredili nepoznate masene koncentracije ukupnih fenola i flavonoida u 70 i 96 %-
tnim etanolnim ekstraktima osusene kore rajcice bilo je potrebno izraditi bazdarne dijagrame.
Tablice 2 i 3 prikazuju prikazuju vrijednosti masenih koncentracija galne kiseline, odnosno
rutina s pripadajuc¢im izmjerenim vrijednostima apsorbancija na temelju kojih su izradeni
bazdarni dijagrami (Slike 9 i 10). 1z regresijskih pravaca izracunate su vrijednosti nepoznatih
masenih koncentracija, a potom i maseni udjeli ukupnih fenola i flavonoida u ekstrahiranim
uzorcima. Maseni udjeli ukupnih fenola i flavonoida izrazeni su kao mg galne kiseline, odnosno

mg rutina na 1 g ekstrahirane osusene kore rajcice.

Tablica 2. Masene koncentracije individualnih standardnih otopina galne Kkiseline i
pripadajucih vrijednosti apsorbancija izmjerenih spektrofotometrom pri valnoj duljini od 760

nm.

Standardna otopina v (galna kiselina)/(mg/L) A
0 0 0,000
1 10 0,036
2 30 0,102
3 50 0,165
4 100 0,343
5 150 0,478
6 180 0,564
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Slika 9. Bazdarni dijagram galne kiseline.
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Tablica 3. Masene koncentracije individualnih standardnih otopina rutina i pripadajucih

vrijednosti apsorbancija izmjerenih spektrofotometrom pri valnoj duljini od 510 nm.

Standardna otopina y (rutin)/(mg/L) A
0 0 0,000
1 0,011
2 20 0,043
3 40 0,080
4 60 0,118
5 80 0,156
6 100 0,200
7 120 0,232
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Slika 10. Bazdarni dijagram rutina.

U Tablicama 4 i 5 prikazani su rezultati spektrofotometrijskog odredivanja ukupnih fenola i
flavonoida u 70 i 96 %-tnim etanolnim ekstraktima osusene kore rajcice dobivenim

ultrazvucnom ekstrakcijom u vremenu od 5, 10 i 15 min, sondom promjera 7 mm.
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Tablica 4. Apsorbacija, masena koncentracija i maseni udio ukupnih fenola (UF) u uzorcima kore rajcice (sa i bez pektina) ekstrahiranih

ultrazvukom visokog intenziteta u vremenu od 5, 10 i 15 min, sondom promjera 7 mm.

t (ekstrakcije)/min Uzorak A+SD y(UF)/(mg/L) £ SD w (UF)/(mg/g) + SD
Etanol, 96 %
KORA RAJCICE SA PEKTINOM
5 TP-1 0,054+0,001 184,18+1,95 9,21+0,10
10 TP-2 0,072+0,001 252,54+1,96 12,63+0,10
15 TP-3 0,076+0,001 268,16+3,74 13,41+0,19
KORA RAJCICE BEZ PEKTINA
5 TP-4 0,049+0,001 163,67+3,19 8,1840,16
10 TP-5 0,064+0,001 222,27+4,51 11,12+0,23
15 TP-6 0,068+0,001 235,94+2,26 11,80+0,11
Etanol, 70 %
KORA RAJCICE SA PEKTINOM
5 TP-7 0,196+0,001 737,89+4,51 36,90+0,23
10 TP-8 0,206+0,001 776,95+3,19 38,85+0,16
15 TP-9 0,207+0,002 781,84+6,67 39,09+0,33
KORA RAJCICE BEZ PEKTINA
5 TP-10 0,105+0,001 382,42+3,19 19,12+0,16
10 TP-11 0,112+0,004 401,97+0,03 20,10+0,00
15 TP-12 0,122+0,003 444,92+3,91 22,64+0,51
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Tablica 5. Apsorbacija, masena koncentracija i maseni udio ukupnih flavonoida (UFL) u uzorcima kore rajcice (sa i bez pektina) ekstrahiranih

ultrazvukom visokog intenziteta u vremenu od 5, 10 i 15 min, sondom promjera 7 mm.

t (ekstrakcije)/min Uzorak A+SD y(UFL)/(mg/L)+SD w (UFL)/(mg/100 g) + SD
Etanol, 96 %
KORA RAJCICE SA PEKTINOM
5 TP-1 0,016+0,001 25,05+2,53 1,25+0,13
10 TP-2 0,024+0,000 39,37+0,00 1,97+0,00
15 TP-3 0,027+0,000 _44,74+0,00 2,24+0,00
KORA RAIJCICE BEZ PEKTINA
5 TP-4 0,014+0,001 22,07+2,07 1,10+0,10
10 TP-5 0,022+0,001 33,11+1,27 1,66+0,06
15 TP-6 0,023+0,000 37,58+0,00 1,88+0,00
Etanol, 70 %
KORA RAJCICE SA PEKTINOM
5 TP-7 0,056+0,001 95,74+1,27 4,79+0,06
10 TP-8 0,058+0,001 99,32+1,27 4,97+0,06
15 TP-9 0,062+0,001 _108,26+1,27 5,41+0,06
KORA RAJCICE BEZ PEKTINA
5 TP-10 0,047+0,000 80,53+0,00 4,03+0,00
10 TP-11 0,044+0,000 75,16+0,00 3,76+0,00
15 TP-12 0,039+0,000 66,21+0,00 3,31+0,00
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Usporedujuéi utjecaj otapala na ekstrakciju mozemo uociti da je kod 70 %-tnih
ekstrakata kore rajCice dobiven veci udio ukupnih fenola, u odnosu na 96 %-tne ekstrakte.
Dobivene vrijednosti kre¢u se u rasponu od 36,9 do 39,1 mg/g za uzorke sa pektinom, te 19,12
do 22,64 mg/g za uzorke bez pektina.

Promatrajuéi utjecaj vremena ekstrakcije na sadrzaj ukupnih fenola u 70 i 96 %-tnim
ekstraktima kore rajcice vidljivo je da se kod ekstrakcije koja je trajala 5 min dobije najmaniji,
a kod 15 min najve¢i maseni udio ukupnih fenola. Dakle, uz 70 %-tni etanol i vrijeme
ekstrakcije od 15 min ostvarena je maksimalna ucinkovitost ekstrakcije, a maseni udjeli
dobiveni pri tim parametrima su 39,1 mg/g (sa pektinom) i 22,64 mg/g (bez pektina). Tome
svakako pridonose i promjene temperature (A 7) izmjerene prije i nakon ekstrakcije kore rajcice
u odgovaraju¢em otapalu (Tablica 6). One iznose 37,2 °C (TP-9), odnosno 40,6 °C (TP-12).
Opcenito, promjene temperature kre¢u se u podrucju od 32,7 do 40,6 °C s obzirom na vrstu
uzoraka, upotrijebljeno otapalo i vrijeme ekstrakcije. Te neznatno izrazene promijene
temperature izmedu uzoraka ekstrahiranih 5, 10 i 15 min (npr. kora rajcice sa pektinom, 70
%-tni etanol) ocito utjecu i na vrlo slicne dobivene vrijednosti masenih udjela ukupnih fenola
(36,9, 38,9 39,1 mg/100 g).

Tablica 6. Izmjerene vrijednosti temperatura prije (75) i nakon (7) ultrazvucne ekstrakcije

uzoraka kore rajcice (sa i bez pektina) u vremenu od 5, 10 i 15 min, sondom promjera 7 mm.

Uzorak | ¢ (etanol)/% | t(ekstrakcije)/min | Kora rajcice | 75/°C | Tx/°C | AT/°C
TP-1 5 SA 22,2 55,5 33,3
TP-2 10 21,9 56,8 34,9
TP-3 15 AL 23,3 | 558 | 35,5
TP-4 26 5 BEZ 22,3 | 556 | 33,3
TP-5 10 21,8 | 54,5 | 32,7
TP-6 15 PEKTINA 22,3 55,6 33,3
TP-7 5 SA 22,3 55,2 32,9
TP-8 10 22,1 | 59,1 | 37,0
TP-9 15 e 22,8 60,0 37,2

TP-10 70 5 BEZ 223 | 553 | 33,0

TP-11 10 PEKTINA 21,8 58,2 36,4

TP-12 15 21,9 | 62,5 | 40,6

Promatrajuéi utjecaj vrste uzoraka (kore rajcice sa ili bez pektina) jasno se vidi da kora rajcice
sa pektinom sadrzi vecu koli¢inu ukupnih fenola, u odnosu na onu bez pektina, bilo da se radi

0 70ili 96 %-tnim ekstraktima. Buduci da je iz kore rajcice uklonjen pektin djelovanjem oksalne
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kiseline/amonijeva oksalata, nize dobivene vrijednosti kod ove vrste uzoraka bile su i oéekivane
jer se tijekom postupka uklanjanja pektina i jedan dio polifenola ko-ekstrahirao (Nincevi¢
Grassino i sur., 2016).

Kod ukupnih flavonoida mozemo zamijetiti da je optimalna kombinacija parametara
ekstrakcije (70 %-tni etanol, vrijeme 15) identi¢na onoj dobivenoj kod ekstrakcije ukupnih
fenola iz kore rajcice sa pektinom. Za koru rajcice bez pektina, vrijeme ekstrakcije od 5 min i
70 %-tni etanol pokazali su se boljim izborom, a vrijednost dobivenog masenog udjela iznosi
4,03 mg/g.

Sadrzaj ukupnih flavonoida veci je kod 70 %-tnih ekstrakata u odnosu na 96 %-tne ekstrakte
osusene kore rajcice, a dobivene vrijednosti kre¢u se u rasponu od 4,79 do 5,41 mg/g (sa
pektinom) i 3,31 do 4,03 mg/g (bez pektina).

Dobiveni rezultati masenih udjela ukupnih fenola i flavonoida su u skladu s rezultatima
Savatovic i sur. (2010) koji dobivaju vrijednosti od 11,41 mg/g, odnosno 4,03 mg/g za koru
rajCice podvrgnutu ultrazvucnoj ekstrakciji u 80 %-tnom etanolu. George i sur. (2004) dobivaju
vrijednosti ukupnih fenola u rasponu od 10,4 do 40,0 mg/100 g, a Toor i Savage (2005), 22,0
i 29,1 mg galne kiseline/100 g svjeze sjemenke, odnosno kore rajCice. Usporedujuci i ove
radove moze se zakljuliti da ultrazvucna ekstrakcija s 96 %-tnim, a pogotovo 70 %-tnim
etanolom daje zadovoljavajuce iskoristenje ukupnih fenola i flavonoida.
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5. ZAKLIJUCAK

Provedenim istrazivanjem pokazana je mogucnost iskoriStavanja kore rajcice, biosupstrata
nastalog u procesu obrade rajcice, pri izolaciji polifenola, vaznih za zdravlje ljudi i Zivotinja.
Prema dobivenim rezultatima mjerenja mozemo zakljuciti da je 70 %-tni etanol pogodnije
otapalo za ekstrakciju ukupnih fenola i flavonoida u odnosu na 96 %-tni etanol, kod ekstrakcije
kore rajCice (sa i bez pektina) ultrazvukom.

Dulje vrijeme ekstrakcije (15 min) pogodovalo je ekstrakciji ukupnih fenola i flavonoida u 70 i
96 %-tnim etanolnim ekstraktima kore rajCice, osim u slucaju 70 %-tnog etanolnog ekstrakta
bez pektina gdje je sadrzaj ukupnih flavonoida bio manji nego kod vremena ekstrakcije od 5
min.

Iako se ultrazvucna ekstrakcija pokazala dobrim izborom s obzirom na jednostavnost i brzinu
izvedbe, daljnja istraZivanja trebala bi se provesti koristenjem sonda vecih promjera kako bi

se pri kra¢im vremenima (< 15 min) dobili relativno visoki prinosi polifenola.
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Izjava o izvornosti

Lzjavijujem da je ovaj zavrsni rad izvorni rezultat mojeg rada te da se u njegovoj
izradi nisam Koristio drugim izvorima, osim onih Koji su u njemu naveden,
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