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1. UVOD

Zanimanje prehrambene i farmaceutske industrije za aktivhim supstancama iz biljaka u
svrhu prevencije i lijeCenja raznih bolesti koje utjecu na ljudsko zdravlje ili kao prirodnog izvora
dodataka prehrani sve je vele. Sekundarni biljni metaboliti su jedna od vaznijih bioloski
aktivnih skupina koje se proucavaju, a njima pripadajufenolni spojevi.Uloga polifenolanije
samo u zastiti biljke veC i u obrambenim procesima, kod oksidativnog stresa u ljudskim i
Zivotinjskim stanicama, pase zbog toga interes za ove bioloski aktivne spojevei njihovu
ekstrakciju iz biljaka sve viSe povecava (Ignat i sur., 2011).

Za izdvajanje polifenola, odnosno fenolnih kiselina i flavonoida, koriste se razliCite
ekstrakcijske tehnike, kojima pripadaju konvencionalne (tradicionalne) i nekonvencionalne
(suvremene) metode (Azmir i sur.,2013).U odnosu na tradicionalne metode, ekstrakcija
potpomognuta mikrovalovima (eng/. microwave-assisted extraction, MAE) nalazi sve vecu
primjenu u istraZivanjima jer pokazuje niz prednosti, poput ustede znatnih koliina energije i
otapala, ubrzanja procesa i o¢uvanja termolabilnih komponenti tijekom izolacije ciljanog/ih
analita.

Imajudi u vidu prednosti MAE kao nekonvencionalne, ekoloski prihvatljive ekstrakcijske
tehnike, i u ovom radu je takoder nasla primjenu pri izolaciji fenola i flavonoida iz kore
mandarine (lat. Citrus reticulata), najceS¢eg nusproizvoda prehrambene industrije, izrazito
bogatog bioaktivnim spojevima (Hayat i sur., 2009).

Dakle, osnovni cilj ovog rada bio je ispitati utjecaj volumnog udjela etanola i acetona, te
vremena ekstrakcije pri konstantnoj temperaturi od 80 °C na prinos fenola i flavonoida nakon
provedbe MAE iz kore mandarine.IstraZivanje se sastojalo od sljedecih faza:

> priprave 25, 50 i 70 %-tnih vodenih otopina etanola i acetona, te njihova primjena pri
ekstrakciji kore mandarine pomoc¢u mikrovalova u vremenu od 3, 7, 11 i 22 min na
temperaturi od 80°C,

> odredivanja masenih udjela ukupnih fenola i flavonoida u dobivenim etanolnim i
acetonskim ekstraktima kore mandarine primjenom spektrofotometrije u
ultraljubicastom (UV) i vidljivom (Vis) podrucju elektromagnetskog zracenja i

> odredivanja optimalnih uvjeta ekstrakcije potpomognute mikrovalovima koji ¢e se

koristiti tijekom buducih priprava ekstrakata kore mandarine.




2. TEORIJSKI DIO

2.1. Mandarina

Mandarina ili mandarinka (lat. Citrus reticulata) je biljka iz porodiceRutaceae, a pripada
rodu Citrusa. Goldenberg (2015) navodi kako postoji nekoliko razli¢itih varijeteta mandarine,
kao Sto su: obi¢na (C. reticulata Blanco), kraljevska (C. nobilis Loureiro), mediteranska (C.
deliciosa Tenore), satsuma (C. Unshiu Marcovitch) i druge. Uz te vrste poznate su i brojne
hibridne sorte. Najbolje uspijeva u tropskim, suptropskim i mediteranskim krajevima jer je
osjetljiva na hladnocu, posebno na temperature ispod nule. U Hrvatskoj se uzgaja u dolini
rijeke Neretve (Kaleb, 2014).

Mandarine su zimzelene biljke, narastu do oko 3 metra visine, sa Sirim listovima od
ostalih citrusa, koje moZze biti okruglo i Siroko ili tanko i zaSiljeno na vrhu (Bakari¢, 1983). Plod
mandarine je okruglast, malo spljoSten, mesnat i socan, narancaste i tanke kore, a mogu
sadrzavati sjemenke koje su svijetle i duguljaste (Simi¢, 1980). Prema kemijskom sastavu
(Tablica 1, Satali¢ i sur., 2013), mandarine su bogate vitaminom C, kalijem, natrijem i kalcijem
koji mogu povoljno utjecati na ljudsko zdravlje. Plodovi citrusa, pa tako i mandarine su bogati
fenolima, flavonoidima, aminokiselinama, esencijalnim uljima, dijetalnim vlaknima, pektinom i
karotenoidima koji djeluju blagotvorno na prevenciju degenerativnih bolesti (Wang i sur.,
2014).

Tablica 1. Kemijski sastav mandarine (éatalié i sur., 2013).

Voda 91g
Ugljikohidrati 39
Prehrambena vlakna 1,8¢
Vitamin C 40 mg
Ca 10 mg
Fe 0,1 mg
Na 5 mg
K 150 g

Citrusi se najceSce koriste u prehrambenoj industriji za proizvodnju voénih sokova, pa
kora mandarine, kao glavni nusprodukt te proizvodnje je predmet mnogih istrazivanja jer
sadrzi veliki broj bioloski aktivnih komponenti, ukljucujuéi prirodne antioksidanse, kao Sto su
fenolne kiseline i flavonoidi (Hayat i sur., 2009).




2.2. Polifenoli

Polifenoli ili fenolni spojevi, su sekundarni biljni metaboliti koji imaju vrlo vaznu
fizioloSku i morfolosku ulogu u rastu i reprodukciji biljke te zastiti od UV zracenja i napada
patogena (Manach i sur.,2004). Na kolicinu i sastav polifenolnih spojeva u biljkama utjecu
okolisni uvijeti kao Sto su koli¢ina dostupne svjetlosti, sastav tla, temperatura, koli¢ina vode,
uvjeti dozrijevanja, a time i uvjeti skladiStenja, obrade i prerade (Svedstrom i sur., 2006).
NajcesSce su prisutni u vocu (citrusi, grozde i treSnje), povrcu (Spinat, brokula i rajica) te u
raznim pi¢ima kao Sto su crni i zeleni ¢aj, kava, crveno vino i dr.

U proteklih desetak godina, zapazen je velik interes za potencijalne zdravstvene
prednosti polifenola. Glavni razlog tog interesa je prepoznavanje antioksidativnih svojstava
polifenola, njihova velika potrosnja i vazna uloga u lijeCenju i prevenciji raznih bolesti
povezanih sa oksidativnim stresom, kao Sto su karcinom, kardiovaskularne i
neurodegenerativne bolesti (Pandey i Rizvi, 2009).

Zajednicko obiljezje svih polifenola je postojanje aromatskog prstena s jednom ili vise
hidroksilnih grupa koje utjeCu na molekularnu masu polimera (Khoddami i sur, 2013). Polifenoli
obuhvadaju veliku skupinu organskih spojeva koja se moze podijeliti u nekoliko podskupina, a
to su fenolne kiseline, flavonoidi, lignani i stilbeni i drugi fenoli (Manach i sur., 2004). Slika 1
pokazuje neke od osnhovnih skupina fenolnih spojeva:fenolne kiseline (a) hidroksibenzojeva
kiselina, (b) hidroksicimetna kiselina, (c) flavonoidi, (d) stilbeni i (e) lignani. U poglavljima

2.2.1.i 2.2.2. biti ¢e poblize opisane fenole kiseline i flavonoidi, koji su ujedno predmet ovog
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Slika 1. Osnovna struktura razlicitih skupina polifenola (Pandey i Rivzi,2009).




2.2.1. Fenolne kiseline

Fenolne kiseline se dijele na dvije osnovne grupe koju tvore derivati hidroksibenzojeve
i derivati hidroksicimetne kiseline (Manach i sur.,2004). Sadrzaj hidroksibenzojevih kiselina u
biljkama je relativno nizak, s iznimkom u odredenom crvenom vocu i luku. Hidroksibenzojeve
kiseline imaju Cs-C; strukturu, a Cine ih galna, p-hidroksibenzojeva, protokatehinska, vanilinska
i siringinska kiselina. Hidroksicimetne kiseline se sastoje od pobocnih lanaca od tri ugljika (Ce-
C3) i najceSCe su kafeinska, ferulinska, p-kumarinska i sinapinska kiselina. Derivati
hidroksicimetne kiseline su u hrani prisutni u slobodnom i vezanom obliku, s time da se rijede
nalaze u slobodnom obliku (osim u procesiranoj hrani). U vezanom obliku su uglavnom
glikozilirani ili se pojavljuju kao esteri kvininske, Sikiminske i tartarne kiseline. Hidroksicimetne
kiseline su puno ¢esce od hidroksibenzojevih i voce, poput borovnice, kivia, Sljive, viSnje i

jabuke ih sadrZi najviSe (Pandey i Rizvi, 2009).

2.2.2. Flavonoidi

Flavonoidi tvore najvecu, a ujedno i najvise proucavanu skupinu polifenola. Flavonoidi
se ubrajaju u sekundarne metabolite malih molekulskih masa te su Siroko rasprostranjeni u
sjemeniju, liScu, kori i cvjetovima biljaka. Najvise ih nalazimo u vocu, povrcu, zelenom i crnom
¢aju, ¢okoladi, crnom vinu i bobi¢astom vo¢u (Manach i sur.,2004). Njihovo djelovanje ocituje
se u antialergijskom, antibakterijskom i protuupalnom ucinku.

Osnovnu strukturu flavonoida cini difenilpropan (Ce-C5-Cs) odnosno 1-fenil-3-(2-
hidroksifenil)propan1-ol iz kojeg gubitkom vode i zatvaranjem C-prstena rezultira flavan od
kojeg se odvodi odredeni broj osnovnih struktura, flavanoni, flavan-3-oli, flavoni, flavon-3-oli,
antocijani i izoflavoni (Slika 2).Svi oni mogu biti hidroksilirani, metoksilirani i glikozidirani s
monosaharidima ili oligosaharidima, a ¢esto sadrzavaju i acilne skupine na razlic¢itim polozajima

osnovne flavonoidne strukture ili glikozidnog dijela (Kazazi¢, 2004).
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Slika 2. Osnovna struktura i skupine flavonoida (Kazazi¢, 2004).

2.3. Ekstrakcija

Ekstrakcija je postupak odjeljivanja bioloski aktivnih spojeva iz biljnog materijala, a
temelji se na razliCitoj topljivosti tvari u ekstrakcijskom sredstvu, odnosno otapalu. Za svaku
biljnu vrstu potrebno je optimirati uvjete same ekstrakcije, a da bi se postigao maksimalni
ekstrakcijski kapacitet potrebno je uzeti u obzir prirodu biljnog materijala i ciljanih skupina
spojeva. Biljni materijal za ekstrakciju fenolnih spojeva moze biti u svjezem, suhom ili
zamrznutom stanju, usitnjeni ili cijeli. Nekoliko parametara moze utjecati na prinos fenola,
ukljucujuéi vrijeme ekstrakcije, temperaturu, otapalo, omjer otapala i uzorka te broj
ponovljenih ekstrakcija (Naczk i Shadidi, 2006). Otapala koja se najcesS¢e koriste prilikom
ekstrakcije su metanol, etanol, aceton, etil-acetat, propanol i njihove kombinacije koje se
najcesc¢e mijeSaju s vodom (Khoddami i sur., 2013).

Ekstrakcijske metode se mogu podijeliti na konvencionalne (klasi¢ne) i
nekonvencionalne (suvremene). U konvencionalne metode ubrajaju se Soxhlet ekstrakcija,
maceracija, destilacija i ekstrakcija refluksiranjem, koje se temelje na topljivosti tvari u
razli¢itim otapalima (Azmir i sur.,2013). Klasitcne metode ekstrakcije su dugotrajne i
potencijalno Stetne za okoliS zbog koristenja velikih kolicina organskih otapala te niske
ucinkovitosti (Khoddami i sur.,2013). Stoga se sve viSe istrazuju novije metode ekstrakcije,
kao Sto su ekstrakcija potpomognuta ultrazvukom, mikrovalovima i visokim tlakom, ekstrakcija
pomocu enzima i elektriénog polja te ekstrakcija superkriticnim fluidima (Azmir i sur.,2013).




Za potrebe ovog rada, koriStena je jedna od suvremenih metoda, tocnije mikrovalovima

potpomognuta ekstrakcija, opisana u sljede¢em poglavlju.

2.3.1. Mikrovalovima potpomognuta ekstrakcija

Mikrovalovi su elektromagnetski valovi gradeni od dva osciliraju¢a polja: elektricnog i
magnetskog polja. Pripadaju dijelu neionizirajuceg elektromagnetskog zracenja smjeStenom
izmedu X-zraka i infracrvenog zracenja s valnim duljinama u rasponu od 1 m pa do 1 mm i
frekvencijama izmedu 300 MHz i 300 GHz (Khoddami i sur., 2013, Azmir i sur., 2013). U
znanstvenim, industrijskim i medicinskim istraZivanjima najceS¢e koriStene frekvencije
mikrovalova su 0,915 i 2,45 GHz (Blekic¢ i sur., 2011).

Mikrovalovi se mogu koristiti kao nosioci informacija ili kao energetski vektori. Uloga
energetskih vektora je zapravo direktna uloga valova na materiju, koje apsorbira dio
elektromagnetske energije i transformira ju u toplinu (Wong i Weller, 2006). Pretvorba
elektromagnetske u toplinsku energiju se odvija kroz dva mehanizma: ionskom kondukcijom i
rotacijom molekula dipola u otapalu. Dipolna rotacija oznacava pojavu prestrojavanja dipolnih
iona u promjenjivom elektricnom polju, te posljedicno smanjenju elektricnog polja dolazi do
povecanja entropije sustava Sto rezultira oslobadanjem topline (Destandeu i sur., 2013).
Ionska kondukcija predstavlja migraciju iona pod utjecajem promjenjivog elektriénog polja.
Ako otopina pruza otpor migraciji iona dolazi do trenja i zagrijavanja iste otopine (Eskilsson i
Bjorklund, 2000).

Ekstrakcija potpomognuta mikrovalovima smatra se novijom metodom za ekstrakciju
topljivih produkata u tekuéinu iz Sirokog raspona materijala upotrebom mikrovalne energije
(Pare i sur., 1994). Danas je jedna od najcesce koristenih metoda zbog znacajne redukcije
vremena ekstrakcije i otapala, te dokazane efikasnosti.

Princip ove nekonvencionalne metode zasniva se na ¢injenici da prirodno prisutna voda
u stanicama tretiranog biljnog materijala te otapalo za ekstrakciju preuzimaju energiju
mikrovalova uslijed Cega dolazi do intenzivnijeg gibanja molekula, rotacije dipola polarnih
komponenti, sve veceg zagrijavanja i poveéanja pritiska na stani¢nu stjenku stanica. Sukladno
tome, dolazi do isparavanja vode koja se nalazi unutar biljne stanice, pucanja stanicne stjenke
biljke uslijed ¢ega je olakSan prodor otapala unutar stanice i poveéan kontakt izmedu otapala
i zeljenih komponenti (Mandal i sur., 2007).

Na djelotvornost ekstrakcije potpomognute mikrovalovima utjeCu mnogi c¢imbenici.
Neki od njih su snaga mikrovalova, vrijeme ekstrakcije, odabir otapala, svojstva uzorka,




temperatura i tlak (Mandal i sur., 2007;Hayat i sur., 2010;Bleki¢ i sur., 2011). Snaga
mikrovalova mora biti pravilno podesena kako ne bi doslo do pregrijavanja sustava, produljenja
vremena ekstrakcije, a time i isparavanja otapala. Na prinose ekstrakcije pozitivno utjece jacina
od 30 do 150 W. Izbor otapala ovisi o interakciji izmedu analita i otapala, topljivosti analita i
sposobnosti otapala da apsorbira mikrovalove. Kratko vrijeme ekstrakcije je glavna prednost
ovog tipa ekstrakcije u usporedbi sa ostalim metodama. Vrijeme ekstrakcije ovisi o
interakcijama izmedu mikrovalova i materijala kao Sto su biljne stanice i ciljne komponente.
Predugo vrijeme ekstrakcije moZe dovesti do degradacije termolabilnih komponenti,
razgradnje ekstrakta i smanjenja prinosa, Sto takoder moZe proizvesti prevelika temperatura

ekstrakcije i povecanije tlaka unutar stanice (Mandal i sur., 2007).

2.4. UV/Vis spektrofotometrija

Spektrofotometrija je grana analiticke kemije koja proucava djelovanje
elektromagnetskog zracenja na kemijski sastav i strukturu tvari te spektre nastale interakcijom
zraenja i tvari. Jedna od najceSc¢e koristenih metoda u analitickoj kemiji je UV/Vis
spektrofotometrija koja se koristi za identifikaciju i odredivanje organskih i anorganskih
molekula koje apsorbiraju elektromagnetsko zracenje na valnim duljinama od 200 do 400 nm
za UV (ultraljubicasto) podrucje, odnosno od 400 do 800 nm za Vis (vidljivo) podrucje (Pine,
1994).

Analiza spektra elektromagnetskog zracenja se provodi spektrofotometrom koji mjeri
intenzitet svjetla koje je proslo kroz analizirani uzorak te ga usporeduje s intenzitetom upadnog
svjetla. Osnovni dijelovi spektrofotometra su izvor svjetlosti, selektor valnih duljina
(monokromatora), kiveta za uzorak, detektor (fotoéelija koja mjeri intenzitet zrake svjetlosti) i
procesor signala.

Odnos apsorbancije i koncentracije analizirane vrste povezuje Lambert - Beerov zakon
(1):

A=log (lo/]) = ebc (1)

gdje je A apsorbancija, hintezitet ulaznog svjetla, 7intenzitet svjetla propustenog kroz uzorak,
£ molarni apsorpcijski kapacitet, ¢ mnozinska koncentracija analita i 4 debljina sloja otopine.
Iz zakona je vidljivo da je apsorbancija proporcionalna mnozinskoj koncentraciji analita Sto
omogucuje jednostavno racunanje nepoznate koncentracije analita na temelju izmjerene

apsorbancije.




3. MATERIJALI I METODE

3.1. Materijal

Mandarine, sakupljene na podrucju Srednje Dalmacije (Trogir, Hrvatska) su dopremljene
u svjezem stanju i oguljene (Slika 3), a isjeckana kora je zamrznuta do provedbe istrazivanja.
Kod pripreme uzoraka za ekstrakciju potpomognutu mikrovalovima, kora je odmrznuta i

usitnjena rucnim mikserom.

Slika 3.Svjeza kora mandarine.

3.2. Kemikalije

Prilikom provedbe pokusa koristene su sljedece kemikalije:
Aceton (Gram-mol, Zagreb, Hrvatska)

Aluminijev klorid (Kemika, Zagreb, Hrvatska)

Etanol 96 % (Gram-mol, Zagreb, Hrvatska)
Folin-Ciocalteu (FC) reagens (Kemika, Zagreb, Hrvatska)
Galna kiselina (Acros Organics, New Yersey, USA)

Metanol 96 % (Gram-mol, Zagreb, Hrvatska)

Natrijev hidroksid (T.T.T., Sveta Nedjelja, Hrvatska)
Natrijev karbonat (Kemika, Zagreb, Hrvatska)

Natrijev nitrit (Alfa Aesar, Karlsruhe, Njemacka)

YV V. V V V V VYV VYV VYV VY

Rutin (Alfa Aesar, Karlsruhe, Njemacka)
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3.3. Aparaturai pribor

Tijekom provedbe pokusa koristene su sljedece aparature i pribor:
Analiticka vaga (JOBST, Samobor, Hrvatska)

Mikrovalni reaktor (MILESTON, START S Microwave Labstation for Synthesis)
UV/Vis Spektrofotometar (Perkin-Elmer, Lambda 25, Massachusetts, USA)
Vorteks (Metron, Zagreb, Hrvatska)

Automatska pipeta volumena 100 - 1000 uL (KemoLab, Zagreb, Hrvatska)
Boce za ¢uvanje otopina od 50 i 500 mL

Cjedilo

Falcon epruvete za ¢uvanje uzoraka od 25 mL

Filter papir

Graduirane pipeteod 1, 2i 5 mL

Menzure od 10 100 mL

Odmijerne tikvice od 10, 25i 100 mL

Propipeta

Staklene ¢ase od 50, 100 i 250 mL

Staklene kapaljke

Stakleni lijevci

Sterilna gaza

YV V.V V V V V V V V V V V V V V V VY

Tikvice s okruglim dnom od 50 mL

3.4. Metode rada
Metode rada koriStene u ovom radu su:
> ekstrakcija kore mandarine pomocu mikrovalnog zracenja i
> UV/Vis spektrofotometrija odredivanja masenih udjela ukupnih fenola i flavonoida u

ekstraktima kore mandarine.

3.4.1. Ekstrakcija polifenola iz kore mandarine mikrovalnim zracenjem
U tikvice sa okruglim dnom od 50 mL odvagano je oko 1,3 g prethodno usitnjene kore
mandarine. Nakon toga je dodano 25 mL odgovarajuc¢e vodene otopine etanola ili acetona
volumnog udjela 25, 50 i 70 %. Ekstrakcija je provedena u mikrovalnom reaktoru u trajanju
od 3, 7, 11 i 22 min pri temperaturi od 80 °C. Uzorci dobiveni ekstrakcijom podvrgnuti su




ruénom tijeStenju kroz gazu, a potom su procijedeni kroz cjedilo. Dobiveni ekstrakti su zatim
profiltrirani kroz obicni filter papir u odmjerne tikvice od 25 mL koje su potom nadopunjene
odgovaraju¢om vodenom otopinom etanola ili acetona do oznake. Tako priredene otopine
uzoraka prebacene su u Falcon kivete od 25 mL te ¢uvane u hladnjaku do pocetka analize.

3.4.2. Spektrofotometrijsko odredivanje ukupnih fenola u ekstraktima
kore mandarine
Princip spektrofotmetrijskog odredivanja upotrebom UV/Vis zratenja opisan je u
poglavlju 2.4. Metoda se temelji na kolorimetrijskoj reakciji fenola sa Folin-Ciocalteu (FC)
reagensom koji se sastoji od fosfovolframove i fosfomolibdenove kiseline. U spomenutoj
reakciji dolazi do oksidacije fenola i redukcije FC reagensa do volfram i molibden oksida koji

daju plavo obojenje. Intenzitet nastalog obojenja mjeri se pri valnoj duljini od 760 nm.

3.4.2.1. Priprema pomocnih otopina za odredivanje ukupnih fenola

> Otopina Folin-Ciocalteu (FC) reagensa (¢ =0,2 mol/L): u odmjernu tikvicu od 25 mL
otpipetirano je 2,5 mL FC reagensa (¢ = 2 mol/L), a potom je tikvica do oznake
nadopunjenadeioniziranom vodom.

» Otopina natrijeva karbonata (20 %, w/V): odvagano je 200 g krutog natrijeva
karbonata te otopljeno u 800 g vruce, prokljucale destilirane vode. Nakon hladenja

dodano je nekoliko kristalica Na,COs, a zatim jenakon 24 h sadrzaj profiltriran.

3.4.2.2. Priprema standardnih otopina galne kiseline

Za odredivanje nepoznatih masenih udjela ukupnih fenola u uzorcima dobivenih
ekstrakcijom mikrovalovima potrebno je izraditi bazdarni dijagram upotrebom galne kiseline
kao standarda.U tu svrhu odvagano je 0,5 g galne kiseline te otopljeno u 10 mL etanola u
odmjernoj tikvici od 100 mL, nakon ¢ega se sadrzaj u tikvici nadopuni destiliranom vodom do
oznake. Ovako priredena polazna otopina galne kiseline posluzila je za pripremu pojedinacnih
standardnih otopina to¢no poznatih masenih koncentracija od 10, 30, 50, 100, 130 i 180mg/L.
Pojedinacne otopine su pripremljene pipetiranjem 0,2, 0,6, 1,0, 2,0, 2,6 te 3,6 mL alikvota
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ishodne otopine u odmjerne tikvice od 100 mL, koje su potom nadopunjene deioniziranom

vodom do oznake.

3.4.2.3. Postupak odredivanja ukupnih fenola

U odmijernu tikvicu od 25 mL otpipetiran je 1 mL odgovarajuce standardne otopine
masenih koncentracija od 10, 30, 50, 100, 130 i 180 mg/L, a potom je dodano 10 mL
deionizirane vode i 1,25 mL FC reagensa (c= 0,2 mol/L). Nakon 5 min dodano je 3,75 mL 20
%-tne otopine Na,COs te je sadrzaj u tikvici nadopunjen deioniziranom vodom do oznake.
Ovako priredene otopine ¢uvane su na tamnom mjestu na sobnoj temperaturi tijekom 2 sata,
nakon Cega im se izmjeri apsorbancija na valnoj duljini od 760 nm. Na temelju dobivenih
podataka konstruiran je bazdarni dijagram ovisnosti masene koncentracije o apsorbanciji na
temelju kojeg su odredene nepoznate koncentracije ukupnih fenola u ekstrahiranim uzorcima
kore mandarine.

Otopine uzoraka (ekstrakata kore mandarine) pripremljene su na isti nacin, ali je
umjesto 1 mL standarda otpipetiran alikvot odgovaraju¢eg uzorka od 0,4 mL (Slika 4). Za
slijepu probu je upotrebljen 1 mL, odnosno 0,4 mL deionizirane vode, umjesto 1 mL standarda

ili 0,4 mL uzorka.

Slika 4. Uzorci ekstrakata kore mandarine priredeni za spektrofotometrijsko odredivanje

ukupnih fenola.!

1Slike nastale izvorno u Laboratoriju za analiticku kemiju
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3.4.3. Spektrofotometrijsko odredivanje flavonoida u ekstraktima kore
mandarine
Metoda se temelji na formiranju stabilnog aluminij-flavonoid kompleksa izmedu
aluminija i C4 keto skupine i C3 ili C5 hidroksilne skupine flavona i flavonola. Intenzitet obojenja

formiranog kompleksa mjeri se pri valnoj duljini od 510 nm.

3.4.3.1. Priprema pomocnih otopina za odredivanje ukupnih flavonoida

» Otopina natrijeva nitrita (5 % w/V): odvagano je 5 g krutog NaNO; i otopljeno u
deioniziranoj vodi u odmjernoj tikvici od 100 mL.

» Otopina aluminijeva klorida (10 % w/V): odvagano je 10 g krutog AlCls i otopljeno
u deioniziranoj vodi u odmjernoj tikvici od 100 mL.

> Otopina natrijeva hidroksida (¢ = 1 mol/L): odvagano je 2 g NaOH i otopljeno u

deioniziranoj vodi u odmjernoj tikvici od 100 mL.

3.4.3.2. Priprema standardnih otopina rutina

Kao i kod odredivanja ukupnih fenola, tako je i kod odredivanja ukupnih flavonoida bilo
potrebno izraditi bazdarni dijagram ovisnosti masenih koncentracija standarda o izmjerenim
apsorbancijama na temelju kojeg su izraCunati maseni udjeli flavonoida u etanolnim i
acetonskim ekstraktima kore mandarine.

Kao standardna otopina koriStena je otopina rutina masene koncentracije 1 g/L,
pripremljena vaganjem (0,1 g) i otapanjem rutina u 10 mL 96%-tnog metanola u ¢asi od 50
mL. Otopina je kvantitativno prenesena u odmijernu tikvicu od 100 mL koja je potom
nadopunjena deioniziranom vodom do oznake. Tako pripremljena ishodna otopina rutina
sluzila je za pripremu pojedinacnih standardnih otopina masenih koncentracija od 5, 20, 40,
60, 80 i 120 mg/L. U tu svrhu otpipetirano je 0,5, 2,0, 4,0, 6,0, 8,0i 12,0 mL alikvota ishodne
otopine u odmjerne tikvice od 100 mL, koje su potom nadopunjene deioniziranom vodom do

oznake.

3.4.3.3. Postupak odredivanja flavonoida
U odmjernu tikvicu od 10 mL otpipetiran je 1 mL prethodno opisanih otopina standarda,
dodano je 2 mL deionizirane vode te 0,3 mL 5 %-tne otopine NaNO.. Nakon 5 min u otopinu
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je dodano 0,5 mL 10 %-tne otopine AICl3, a nakon sljede¢ih 6 min stajanja i 2 mL otopine
NaOH (¢ = 1 mol/L). Ovako priredenim otopinama, razrijedenim deioniziranom vodom do

oznake, izmjerena je apsorbancija na valnoj duljini od 510 nm (Slika 5).

] 3 - - = o l
\

ey YL LY o

Slika 5. Uzorci standardnih otopina rutina priredeni za spektrofotometrijsko odredivanje

ukupnih flavonoida.!

Odredivanje flavonoida u etanolnim i acetonskim ekstraktima kore mandarine sastojalo se od
istih postupaka kao i kod pripreme standarada, no umjesto 1 mL standarda otpipetirano je 0,4
mL otopine uzorka (Slika 6). Za slijepu probu upotrebljena je deionizirana voda, volumena od

1ili 0,4 mL, ovisno da li se o radi 0 mjerenju apsorbancije standarda ili uzorka.

- - = = - = =
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Slika 6. Uzorci ekstrakata kore mandarine priredeni za spektrofotometrijsko odredivanje

ukupnih flavonoida.!
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4. REZULTATI I RASPRAVA

U ovom radu odreden je sadrzaj fenola i flavonoida u 25, 50 i 70 %-tnim etanolnim i
acetonskim ekstraktima kore mandarine dobivenih primjenom mikrovalova. Ispitan je utjecaja
volumnih udjela etanola i acetona, temperature (80 °C) i vremena (3, 7, 11 i 22 min) na
efikasnost njihove ekstrakcije. Potom su utvrdeni optimalni procesni parametri koji bi se mogli
primjeniti u daljnjim postupcima izolacije fenola i flavonoida iz kore mandarine, primjenom
mikrovalova kao ekoloski prihvatljive ekstrakcijske tehnike. U nastavku se nalaze rezultati i

zakljucci provedenog istrazivanja.

4.1. Odredivanje sadrzaja ukupnih fenola u etanolnim i acetonskim
ekstraktima kore mandarine

Postupak odredivanja ukupnih fenola opisan je u poglavlju 3.4.2., a u Tablici 2 su

prikazane srednje vrijednosti apsorbancija standardnih otopina galne kiseline izmjerene UV/Vis

spektrofotometrom.

Tablica 2. Masene koncentracije individualnih standardnih otopina galne kiseline s

pripadajucim vrijednostima apsorbancija izmjerenih pri valnoj duljini od 760 nm.

10 0,0416+0,0000
30 0,1021+0,0000
50 0,1577+0,0005
100 0,3057+0,0010
130 0,4006+0,0000
180 0,5292+0,0010

N = 3, SD = standardna devijacija

Iz navedenih podataka konstruiran je bazdarni dijagram (Slika 7), a iz dobivene
jednadzbe pravca (y = 0,0029 x + 0,0149) izracunate su masene koncentracije, a zatim i
maseni udjeli ukupnih fenola u uzorcima kore mandarine (Tablica 3). Dobivene vrijednosti
izrazene kao mg galne kiseline po g ekstrahirane kore mandarine prikazane su s obzirom na
primjenjene ekstrakcijske parametre, tj. volumni udio etanola i acetona i vrijeme, pri

temperaturi od 80 °C.
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Slika 7. Bazdarni dijagram ovisnosti masene koncentracije galne kiseline o vrijednosti

apsorbancije.

Rezultati u Tablici 3 pokazuju da vrijeme ekstrakcije (3, 7, 11 i 22 min) i volumni udio
etanola i acetona (25, 50 i 70 %) pri konstantnoj temperaturi ekstrakcije od 80 °C znacajno
utje€u na ekstrakciju fenola iz kore mandarine.

I kod 25, 50 i 70 %-tnih etanolnih ekstrakata (Slika 8) moze se uociti da povecanje
vremena ekstrakcije, od 3 na 22 min, uglavhom utjee na povecanje prinosa fenola, pa se
najvedi maseni udio dobiva ekstrakcijom od 22 min, a najmaniji pri 3 min (ovisno o udjelu
etanola). Medutim, kod ekstrakcije provedene u vremenu od 22 min uz 70 %-tni etanol moze
se primjetiti pad vrijednosti, Sto znaci da je za to ekstrakcijsko vrijeme najbolje upotrijebiti 50
%-tni etanol.

Najnizi maseni udjeli ukupnih fenola dobiveni su kod uzoraka ekstrahiranih 25 %-tnim
etanolom u vremenu od 3 do 11 min, dok je najvi$i maseni udjel izmjeren u uzorku 8 KS pri
volumnom udjelu etanola od 50 % i temperaturi od 22 min.

Dakle, kako bi se dobio veci prinos fenola ekstrakcijom kore mandarine pomocu

mikrovalova potrebno je primjeniti duze vrijeme uz manje volumne udjele etanola.
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Tablica 3. Rezultati spektrofotmetrijskog odredivanja ukupnih fenola (UF) u uzorcima kore
mandarine dobivenih ekstrakcijom potpomognutom mikrovalovima pri temperaturi od 80 °C.

1 KS
2 KS
3KS
4 KS
5 KS
6 KS
7 KS
8 KS
9 KS
10 KS
11 KS
12 KS

13 KS
14 KS
15 KS
16 KS
17 KS
18 KS
19 KS
20 KS
21 KS
22 KS
23 KS
24 KS

o (etanol)/ % t/min
3
7
11
22
3
7
11
22

3

25

50

70
11

22
t/min
3
7
11
22
3
7
11
22
3

¢ (aceton)/%

25

50

70
11

22

N = 3, SD = standardna devijacija

0,171%0,004
0,17240,001
0,171%0,000
0,215%0,000
0,193%0,002
0,19620,000
0,188+0,000
0,241%0,005
0,192+0,001
0,238+0,002
0,239+0,000
0,189+0,000

0,155+0,003
0,155+0,001
0,157+0,003
0,217+0,018
0,194+0,002
0,182+0,002
0,218+0,001
0,249+0,001
0,200+0,001
0,212+0,002
0,244+0,018
0,235+0,122

64,70+0,19
65,28+0,50
63,00£0,00
83,06+0,00
73,98+0,35
75,14+0,00
71,66+0,00
93,58+0,38
73,40+0,17
92,47+0,42
92,2940,39
71,52+0,38

58,07+0,00
58,07+0,25
58,89+0,28
84,41+0,35
73,66+0,40
69,79+0,77
84,83+0,38
96,28+0,48
76,13+0,27
81,69+0,36
94,95+0,42
91,22+0,40
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Slika 8. Maseni udjeli ukupnih fenola (UF) u etanolnim ekstraktima kore mandarine dobiveni

nakon provedbe ekstrakcije potpomognute mikrovalovima.

Nadalje, u Tablici3 i na Slici 9 prikazani su rezultati utjecaja volumnog udjela acetona
na efikasnost izolacije fenola iz kore mandarine. Kao i kod etanolnih ekstrakata, tako i kod
acetonskih, poveéanje vremena ekstrakcije od 3 na 22 min utjeCe i na povecanje sadrzaja
fenola. Izuzetak je 70%-tni aceton koji najbolji rezultat daje pri nesto kracem vremenu od 11
min.

U usporedbi s 50 i 70 %-tnim volumnim udjelima acetona, uzorci ekstrahirani s 25 %-
tnim acetonom daju najnize masene udjele fenola pri vremenu od 3 do 11 min. NeSto vece
vrijednosti dobivene su pri viemenu od 22 min. Najvedi prinos fenola ostvaren je kod uzorka
ekstrahiranog tijekom 22 min u 50 %-tnom acetonu, Sto ujedno predstavlja i najbolji rezultat
ekstrakcije kore mandarine pomoc¢u mikrovalovima.

Usporedujudi utjecaj volumnih udjela etanola i acetona na prinos fenola vidljivo je da
pri volumnom udjelu od 25 % najbolje rezultate daje etanol i to pri vremenima ekstrakcije od
3 do 11 min. Bududi da se pri volumnom udjelu acetona i etanola od 50 % i ekstrakcijskom
vremenu od 22 min postizu najveéi prinosi fenola, ova kombinacija otapala i vremena mogla
bi se koristiti i u daljnjim postupcima obrade kore mandarine pomoc¢u mikrovalova.Visoki udjeli
fenola se dobivaju i upotrebom 70 %-tnog acetona i etanola, s tim da su nesto vece vrijednosti
izmjerene kod acetonskog (91,22 mg/g) u odnosu na etanolni ekstrakt (71,52 mg/g, kod

vremena od 22 min (Tablica 3).
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Slika 9. Maseni udjeli ukupnih fenola (UF) u acetonskim ekstraktima kore mandarinedobiveni

nakon provedbe ekstrakcije potpomognute mikrovalovima.

U istrazivanju koje su proveli Karsheva i sur. (2013) ispitan je utjecaj volumnog udijela
etanola (20, 50 i 70 %) na prinos ukupnih fenola iz kore mandarine, nakon provedbe
ekstrakcije pomocu mikrovalova. Najmanje vrijednosti masenih udjela ukupnih fenola
pronadene su kod 20 %-tnog etanola, Sto je u skladu i s rezultatima vidljivim u ovom radu.
Karasheva i sur. (2013) navode da 50 i 70 %-tne vodene otopine etanola daju bolje prinose
fenola, Stotakoder potvrduje i ovo istrazivanje.

Hayat i sur. (2010)su pokazali da je najveci prinos fenola iz kore mandarine nakon
mikrovalne ekstrakcije u 80 %-tnom metanolu postignut pri vremenu od 5 min, Sto nije slucaj
i ovogistrazivanja,u kojem su najveci prinosi postignuti sa gotovo pet puta duljim vremenom
ekstrakcije. Dakle, moze se zakljuciti da odabir otapala, ali i temperatura pri kojoj se provodi

ekstrakcija znacajno utjecu na konacan prinos fenola.

4.2. Odredivanje sadrzaja ukupnih flavonoida u etanolnim i acetonskim

ekstraktima kore mandarine

Postupak odredivanja ukupnih flavonoida opisan je u poglavlju 3.4.3., a u Tablici 4 su prikazane
srednje vrijednosti apsorbancija standardnih otopina rutina izmjerene UV/Vis
spektrofotometrom. Na temelju bazdarnog dijagrama koji prikazuje ovisnost apsorbancija o
masenoj koncentraciji pojedinacnih standardnih otopina rutina (Tablica 4) i pripadajuceg
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regresijskog pravca (Slika 10) odredene su masene koncentracije ukupnih flavonoida u 25, 50
i 70 %-tnim etanolnim i acetonskim ekstraktima kore mandarine. Dobivene vrijednosti su

izrazene kao mg rutina po g ekstrahirane kore mandarine, dakle kao maseni udio (w).

Tablica 4. Masene koncentracije individualnih standardnih otopina rutina s pripadajué¢im

vrijednostima apsorbancija izmjerenih pri valnoj duljini od 510 nm.

5 0,005+0,000
20 0,025+0,001
40 0,042+0,000
60 0,064+0,000
80 0,078+0,001

120 0,125+0,001

N = 3, SD = standardna devijacija

0,14
y = 0,001x + 0,0017
0,12 R2 = 0,9956

0,1
0,08
0,06
0,04

0,02

0 20 40 60 80 100 120 140
y (rutin)/(mg/g)

Slika 10. Bazdarni dijagram ovisnosti masene koncentracije rutina o vrijednosti apsorbanciije.

U Tablici 5 prikazani su rezultati spektrofotometrijskog odredivanja ukupnih flavonoida
u 25, 50 i 70 %-tnim ekstraktima kore mandarine nakom provedbe mikrovalovima
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potpomognute ekstrakcije u vremenu od 3, 7, 11 i 22 min, pri konstantnoj temperaturi od 80
°C.

Tablica 5. Rezultati spektrofotometrijskog odredivanja ukupnih flavonoida (UFL) u uzorcima
kore mandarine dobivenih ekstrakcijom potpomognutom mikrovalovima pri temperaturi od 80

°C.

o (etanol)/ % t/min
1 KS 3 0,048+0,001 8,90+0,09
2 K§ - 7 0,045+0,001 8,33+0,05
3KS 11 0,052+0,000 9,59+0,00
4 KS 22 0,035+0,009 6,40+0,10
5 KS 3 0,057+0,000 10,63+0,00
6 KS - 7 0,037+0,001 6,79+0,05
7 KS 11 0,053+0,000 9,87+0,00
8 KS 22 0,047+0,000 8,71+0,00
9 KS 3 0,086+0,002 16,21+0,05
10 Ks 20 7 0,096+0,000 18,13+0,00
11 KS 11 0,095+0,002 17,94+0,25
12 KS 22 0,078+0,001 14,56+0,18
¢ (aceton)/% t/min
13 KS 3 0,048+0,000 8,90+0,00
14 K§ - 7 0,035+0,001 6,40+0,26
15 KS 11 0,034+0,000 6,21+0,00
16 KS 22 0,023+0,001 4,13+0,12
17 KS 3 0,057+0,000 10,55+0,00
18 K§ - 7 0,042+0,001 7,81+0,05
19 KS 11 0,064+0,002 12,07+0,10
20 KS 22 0,061+0,001 11,32+0,20
21 KS 3 0,053+0,000 9,79+0,00
22 KS 7 0,058+0,001 10,83+0,14
23 KS 70 11 0,065+0,001 12,17+0,09
24 KS 22 0,056+0,000 10,44+0,00

N = 3, SD = standardna devijacija

Dobiveni rezultati pokazuju da se maseni udjeli flavonoida mjienjaju u ovisnosti o
vremenu ekstrakcije (Slika 11), Sto je bio slucaj i kod odredivanja fenola. U odnosu na 25 i 50
%-tne etanolne ekstrakte, kod uzoraka tretiranih s 70%-tnim etanolom tijekom 3, 7, 11 i 22
min nadeni su najvedi udjeli ukupnih flavonoida. Najbolji rezultat daje 10 KS uzorak ekstrahiran

pri vremenu od 7 min. Upotrebom 25 %-tnog etanola dobivene su najnize vrijednosti
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flavonoida i to pri vremenu od 22 min. S druge pak strane 50 %-tni etanol daje najveéi prinos
flavonoida tijekom 3 min ekstrakcije (uzorak 5 KS), a nakon ovog vremena dolazi do smanjenja

njihova udjela.
Na temelju navedenog, moze se zakljuciti da primjenom vecih volumnih udjela etanola

moguce je postici vece prinose flavonoida, neovisno o vremenu ekstrakcije.

25% 50% 70%

10

w (UFL)/(mg/g)

0 5 10 15 20 25
t (ekstrakcije)/min

Slika 11. Maseni udjeli ukupnih flavonoida (UFL) u etanolnim ekstraktima kore mandarine

dobiveni nakon provedbe ekstrakcije potpomognute mikrovalovima.

Usporedbom masenih udjela ukupnih flavonoida sa vrijednostima ukupnih fenola
dobivenim za etanolne ekstrakte kore mandarine (poglavlje 4.1.) moze se zakljuciti da uvjeti
koji pogoduju povecanju prinosa ukupnih fenola ne pogoduju i prinosu flavonoida. Tocnije,
najvedi udio ukupnih flavonoida pronaden je u ekstraktima kore mandarine kod najveceg
volumnog udijela etanola (70 %), dok je najveci maseni udio ukupnih fenola uocen kod 50 %-
tnog etanola. Kombinirana upotreba vode i organskog otapala moze olakSati ekstrakciju
spojeva topivih u vodi i/ili organskom otapalu, jer zbog dodane vode otopina se lakse zagrijava,
te dolazi do prodora otapala u unutrasnjost stanica i posljedi¢no bolje ekstrakcije (Mandal i
sur., 2007). Flavonoidi u svojoj strukturi mogu sadrzavati veéi broj benzenskih prstenova te su
time i manje polarniji spojevi pa su im potrebni veéi volumni udjeli otapala za uspjesniju
ekstrakciju, za razliku od fenola koji sadrze jedan benzenski prsten na koji je vezana jedna ili

viSe OH-skupina (Manach i sur., 2004).

21



Tako su kod 25 %-tnih acetonskih ekstrakata kore mandarine (Tablica 5 i Slika 12)
zabiljezeni najnizi maseni udjeli flavonoida u odnosu na druga dva upotrebljena volumna udijela
otapala. S druge pak strane, pri vremenu ekstrakcije od 11 min uz volumni udioacetona od 70
% ostvaren je najveéi prinos flavonoida. I vrijeme od 11 min uz 50%-tni aceton takoder
pogoduje njihovoj ucinkovitoj ekstrakiji, tako da je visoki prinos postignuti kod 19 KS uzorka.
Nakon 3 min ekstrakcije uocen je pad vrijednosti, odnosno prinosa flavonoida kod 25 i 50 %-
tnih volumnih udjela acetona, Sto znaci da s povecanjem vremena eksrakcije dolazi i do njihove
degradacije.

Usporedujuéi vrijednosti ukupnih flavonoida sa onima ukupnih fenola (poglavlje 4.1.)
moze se uociti da nakon vremena ekstrakcije od 11 min dolazi do povecanja prinosa fenola, te
smanjenja udjela flavonoida, pa valja zakljuciti da je vrijeme od 11 min optimalno za
ekstrakciju fenola, ali ne i flavonoida.

Primjena duzeg vremena ekstrakcije i posljiedicno smanjenje udjela flavonoida je
uocena i u istrazivanju koje su proveli Hayat i sur. (2010), gdje je najveci udjel UFL postignut
kod vremena ekstrakcije od 10 min.U istrazivanju koje su proveli Do i sur. (2014) je pokazano
da prinos ekstrakcije znacajno ovisi o izboru otapala kao i volumnom udjelu otapala u vodenoj
fazi, pa je tako i kod drugih biljih materijala (Limnophila aromatica) najveci prinos flavonoida
postignut primjenom Ccistog etanola i acetona ili njihovih 75 %-tnih vodenih otopina. To
potvrduju i ovaj rad, gdje su primjenom 70 %-tnih vodenih otopina acetona i etanola dobiveni

najvedi udjeli flavonoida.

25% 50% 70%

o S S s
o N B

w (UFL)/(mg/g)

o N B~ O

0 5 10 15 20 25
t (ekstrakcije)/min

Slika 12. Maseni udjeli ukupnih flavonoida (UFL) u acetonskim ekstraktima kore mandarine

dobiveni nakon provedbe ekstrakcije potpomognute mikrovalovima.
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5. ZAKLJUCAK

Nakon provedbe mikrovalovima potpomognute ekstrakcije fenola i flavonoida iz kore
mandarine upotrebom 25, 50 i 70 %-tnih vodenih otopina etanola i acetona uz vrijeme od 3,
7, 11 i 22 min i konstantnu temperaturu od 80 °C mogu se izvuéi sljededi zakljucci ovog
istrazivanja.

Upotrebom manjih volumnih udjela dvaju organskih otapala uz duze vrijeme ekstrakcije,
dobivaju se i veéi prinosi fenola. Tako su najveéi maseni udjeli nadeni kod uzoraka
ekstrahiranih uporabom 50 %-tnog acetona (96,28 mg/g) i etanola (93,58 mg/g) uz vrijeme
od 22 min.

Najveci prinosi flavonoida postignuti su primjenom 70 %-tnog etanola i acetona, i to u
vremenu od 7 min za etanolni ekstrakt (w = 18,13 mg/g) i 11 min za acetonski ekstrakt (w =
12,17 mg/qg).

Dakle, dulje vrijeme izlaganja uzoraka ekstrakciji potpomognutoj mikrovalovima utjece
na smanjenja prinosa flavonoida, a nakon vremena od 3 minute uz 25 i 50 %-tni etanol i
aceton, te 11 min uz 70 %-tni etanol i aceton dolazi i do njihove razgradnje.

U zakljucku, 50%-tna vodena otopina acetona i vrijeme od 22 min, te 70 %-tna vodena
otopina etanola i vrijeme od 7 min pokazali su se optimalnim parametrima pri izolaciji fenola,
odnosno flavonoida i kao takvi mogli bi se koristiti u daljnjim postupcima obrade kore

mandarinke, primjenom ove nekonvencionalne, ekoloski prihvatljive ekstrakcijske tehnike.
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