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Sissejuhatus

Kliimamuutused ja keskkonnaseisundi halvenemine ohustavad aina rohkem maailma kestma
jdamist. Tulenevalt sellest on Euroopa Liit votnud eesmargiks saavutada 2050. aastaks
kliimaneutraalsus. Ka kdesoleval magistritddl on kliima eesmarkide saavutamises oma osa, andes
panuse Keskkonnainvesteeringute keskuse projekti KIK21023, mille sisuks on ,Mandariinimahla
pressijaakide vaadrindamise tehnoloogiate valjaarendamine eesmargiga leevendada Gruusia
puuviljamahla toostuste keskkonna jalajdlge, kasutades ringmajanduse pohimotteid”.

Tulenevalt oma ainulaadsetest sensoorsetest omadustest ja mitmekesisest toitainete sisaldusest,
on tsitrusviljadest saanud ihed maailma enim kultiveeritud, tarbitud ja to6deldud puuviljakultuure.
Tsitruselisi kasvatatakse enam kui 140 riigis ile maailma ja 2021. aastal toodeti neid kokku ligi 148
miljonit tonni. Suurem osa tsitruselistest tarbitakse varskelt, ent 25-33% toodangust laheb ka
tootlemisse, valmistades pohiliselt mahla. Téddeldud viljadest omakorda 55-60% moodustab
tsitrusviljade jaade, mis teeb tervenisti 20-29 miljonit tonni tsitrusjdatmeid aastas. Tekkinud jaade
ladustatakse peamiselt prigilatesse, példudele ja jogedesse, aga ka pGletatakse ning kasutatakse
loomasdbddana. Paraku need jddtmete vahendamise strateegiad ei ole enam piisavad, pohjustades
keskkonna- ja veereostust, samuti kasvuhoonegaaside emissiooni.

Vaatamata sellele, et tsitrusviljade to6tlemisel saadud kdrvalsaadust nimetatakse sageli jaatmeks,
sisaldab see rikkalikult vaartuslikke komponente nagu C-vitamiini, suhkruid, kiudaineid, flavonoide
ja eeterlikku 6li. Tanu korvalsaaduse koostisele, on selle vadrindamisega vdéimalik luua
markimisvaarset majanduslikku kasu, vdahendades seejuures ka keskkonna jalajalge.

Kuigi magistritoos keskendutakse mandariinimahla pressijadkide vaarindamisele, on t66s palju
juttu ka tsitruselistest Uldiselt. Kuna aga erinevate tsitruseliste koostis on laias laastus suhteliselt
sarnane, on enamik vaarindamise meetodeid Usna lihtsasti tlekantavad Ghelt sordilt teisele.

Kaesolev magistritoo koosneb neljast peatikist, mis on esitatud 48 lehekiiljel, ja lisadest. Esimeses
peatikis on toodud kirjandusele tuginev lilevaade teema aktuaalsusest ja olulisusest. Lisaks antakse
Ulevaade mandariini téotlemise kdrvalsaadustes leiduvatest komponentidest, kirjeldades lahemalt
limoneeni ja hesperidiini ning nende saamise meetodeid. Samuti tuuakse mandariinijaagi
kaskaadse vaarindamise naiteid kirjandusest ja kirjeldatakse t66s kasutatud anallitisimeetodeid.
Teises peatlikis tuuakse esile t66 eesmadrgid. Kolmandas peatiikis antakse (levaade
eksperimentaalse osa jaoks vajalikest vahenditest, metoodikatest ja katsete Ildbiviimise
tingimustest. Neljandas peatiikis on toodud labiviidud eksperimentide tulemused ja arutelu.

Magistrito6 tulemusena tootati vialja kahest etapist koosnev optimeeritud kaskaadne
mandariinimahla  pressijaagi  vaarindamise tehnoloogia. Esimese etapina eraldati
hidrodestillatsioonil mandariini eeterlik 6li, keskmise saagisega 0,7+0,1% ja limoneeni sisaldusega
77+1%. Teise etapina eraldati eelnevalt osaliselt ammendunud biomassist ultraheli ekstraktsioonil
hesperidiin, keskmise saagisega 6,10+0,01% ja hesperidiini osakaaluga 92,210,1%.



1. Kirjanduse iilevaade

1.1. Rohepoore ja ringmajandus

Kliimamuutused ja keskkonnaseisundi halvenemine ohustavad (ha enam kogu maailma kestma
jaamist. Tulenevalt olukorra tdsidusest, koostasid Euroopa Liit ja Euroopa Komisjon 2019. aastal
poliitikaalgatuste paketi ,,Euroopa roheline kokkulepe”, mille I6ppeesmargiks on saavutada 2050.
aastaks kliimaneutraalsus. 2021. aasta Euroopa kliimaseaduse ma&arusega muudeti
kliimaneutraalsuse saavutamine Euroopa Liidus ka juriidiliseks kohustuseks. Sellega sai Euroopa
Liidus alguse rohepoore. Kokkulepe kujutab endast uut majanduskasvu strateegiat, mis hélmab nii
kliimat, keskkonda, energiat, transporti, toostust, pollumajandust kui ka kestlikku rahandust, mis
on kdik omavahel tihedalt seotud. Uhtlasi omab eesmirgi saavutamisel vétmetdhtsust ka
ringmajanduse tegevuskava.! Seoses sellega t6dtas Eesti 2022. aasta alguses vilja ringmajanduse
arengudokumendi ,,Ringmajanduse valge raamat”, mis koondab ministeeriumite ja huvirihmade
arutelude tulemusel kokku lepitud visiooni, ringmajanduse aluspdhimdtted ja arengusuunad.?

Ringmajandus on sisteemne |ldhenemine majandusarengule, mille eesmark on tuua kasu nii
ettevotetele, Uhiskonnale kui ka keskkonnale. Erinevalt lineaarsest mudelist ,tooda-tarbi-viska
minema®“, on ringmajandus oma Ulesehituselt taastav ja selle eesmark on jark-jargult lahutada
majanduskasv piiratud ressursside tarbimisest. See tugineb kolmele pGhimdttele: jaatmete ja
reostuse kdrvaldamine; toodete ja materjalide ringlemine ning looduse taastamine.?

Ringmajanduse mudeli (joonis 1) puhul eraldatakse liksteisest looduslikud ja tehislikud materjalid,
loomaks head eeldused nende taaskasutamiseks. Kui materjalid segatakse tootmise kaigus
omavahel kokku, on neid hiljem praktiliselt vGimatu uuesti eraldada ja seet6ttu laheb enamus
jaatmetest prigilatesse vdi pdletamisele.*

LOODUSLIKUD TEHISLIKUD
MATERJALID MATERJALID

A R

s
&
N

®

Joonis 1. Looduslike ja tehislike materjalide ringmajanduse mudel.*



Biojaatmete nt tsitrusemahla pressijaakide korral aitab ringmajanduse pdhimdtete jargimisele enim
kaasa kaskaadne l|dhenemine. See hdélmab bioloogilises tsiklis kasutatud materjalide ja
komponentide erinevaid kasutusviise ning aja jooksul salvestatud energia ja materjalide
ekstraheerimist. Piki kaskaadi materjal vaheneb, kuni I6puks tuleb see toitainena looduskeskkonda
tagasi viia.

Naitlikustamaks teema olulisust ja aktuaalsust, voib tuua Keskkonnainvesteeringute keskuse
finantseeritava projekti (KIK21023) ,Mandariinimahla pressijaakide vaarindamise tehnoloogiate
véljaarendamine eesmargiga leevendada Gruusia puuviljamahla toostuste keskkonna jalajalge,
kasutades ringmajanduse pohimotteid”. Projekti eesmargiks on aidata arenguriikidel taita
kliimaeesmarke. Massiline mandariinimahla pressijadakide ladustamine aunadena p&hjustab suuri
keskkonnaprobleeme tulenevalt keskkonda imbuvatest happelistest laguproduktidest ja eeterlikest
dlidest. Samas on pressijadgi ndol tegemist rikkaliku vaartuslike kemikaalide allikaga.> Seda enam
on projekt vdga tdanuvaarne, vbimaldades vdhendada keskkonna jalajalge, aga uhtlasi luua
arenguriikidel ka majanduslikku kasu.

1.2. Tsitruseliste kasvatamine ja to6tlemine maailmas

Tulenevalt oma ainulaadsetest sensoorsetest omadustest ja mitmekesisest toitainete sisaldusest
on tsitrusviljadest saanud (hed enim kultiveeritud, tarbitud ja toodeldud puuviljakultuure
maailmas. Tsitruselised kasvavad peamiselt troopilises ja lahistroopilises kliimavootmes ning
kuuluvad ruudiliste (Rutaceae) sugukonda ja tsitruse (Citrus) perekonda. Arvatakse, et tsitruselised
parinevat Himaalaja jalamilt: PGhja-Indiast, PGhja-Myanmarist, Kagu-Aasiast ja LGuna-Hiinast.
Tsitruseliste perekond koosneb ligikaudu 1300 pdlissordist ja monedest populaarsematest
ristamise teel saadud hibriididest. Tuntuimad tsitruselised on apelsinid, mandariinid, sidrunid,
laimid, greibid ja pomelid.®

Tsitruseliste tootmine ja eksport on viimase kolmekiimne aasta jooksul pidevalt kasvanud.®’
Joonisel 2 on toodud tsitruseliste tootmise muutus summaarselt ja liigiti viimase 30 aasta jooksul,
aastatel 1991-2021.% Uhinenud Rahvaste Organisatsiooni Toidu- ja P8llumajandusorganisatsiooni
(FAO) hinnangul kultiveeritakse tsitruselisi enam kui 140 riigis (ile maailma.” FAOSTAT andmetel
toodeti 2021. aastal maailmas kokku ligi 148 miljonit tonni tsitrusvilju. Suurimad tsitruseliste
tootjad on Hiina, kus kasvatatakse peamiselt mandariine, tangeriine ja klementiine (Eestis
kdonekeeles mandariine), ning Brasiilia ja India, kus kasvatatakse peamiselt apelsine. Suurimad
sidrunite ja laimide kasvatajad on India ja Mehhiko. Pomeleid ja greipe kasvatatakse enim Hiinas
ning Vietnamis.?
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Joonis 2. Tsitruseliste tootmine maailmas viimase 30 aasta jooksul, aastatel 1991-2021,
summaarselt ja liigiti.

Joonisel 3 on nadha kéige sagedamini kasvatatavate tsitrusviljade jaotust liigiti 2021. aastal. Kogu
maailma tsitruseliste toodangust moodustavad apelsinid umbes poole, millele jargnevad
mandariinid 28%, seejarel sidrunid ja laimid 14% ning pomelid ja greibid 7% maailma toodangust.?
Peamiselt miiliakse ja tarbitakse tsitruselisi varske puuviljana ning ligikaudu 25-33% toodangust
toodeldakse, mis moodustab 2021. aasta toodangust 37-49 miljonit tonni. Peamiselt toodetakse
mahla ja kontsentraati, aga ka moosi, marmelaadi ja kuivatatud tooteid.®” Lisaks kasvatatakse
tsitruselisi eeterliku 8li ja sidrunhappe tootmiseks.’

Pomelid, greibid
7%

Sidrunid,
laimid
14%

Apelsinid
51%

Mandariinid,

tangeriinid,

klementiinid
28%

Joonis 3. Kdige sagedamini kasvatatavate tsitrusviljade jaotus liigiti 2021. aastal.
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1.2.1. Mandariinide kasvatamine

Apelsinid on hetkel enim kultiveeritavad tsitruselised maailmas, millele jargnevad mandariinid.
Samas on mandariinid aasta-aastalt iha enam populaarsust kogumas. Kui vaadelda apelsinide ja
mandariinide tootmiskoguste muutusi maailmas viimase 30 aasta jooksul, siis apelsinide tootmine
on pusinud aeglases kasvutrendis, kasvades vaid 45% vorra, mis teeb 1,5% aastas. Samas kui
mandariinide tootmine on selle aja jooksul enam kui kolmekordistunud, kasvades enam kui 200%
vOrra, mis teeb 6,8% aastas.®

FAO hinnangul toodeti 2021. aastal maailmas ligikaudu 42 miljonit tonni mandariine. Suurim
mandariinide tootja on Hiina, hGlmates kogu turust 60%, jargnevad Hispaania (4,8%), Tiirgi (4,3%),
Maroko (3%) ja Brasiilia (2,6%). Gruusias toodeti 2021. aastal 57200 tonni mandariine,
moodustades kogu turust 0,14%.2 Joonisel 4 on kujutatud Gruusias olevat Satsuma mandariinide
istandust.

~

»

Joonis 4. Satsuma mandariinide istandus Gruusias.’

1.3. Tsitrusviljade téotlemise jadde ja moju keskkonnale

Tsitrusviljade to6tlemise toostuse kdige olulisem murekoht on tsitruseliste tahke orgaanilise jadtme
kaitlemine.l® Tekkivat jaski peetakse tsitrusviljade kdrvalsaaduseks, mis moodustab kogu puuvilja
massist ligikaudu 55-60%, saades 2021. aastal tervenisti 20-29 miljonit tonni tsitrusjaatmeid. Tekkiv
jaade koosneb koortest, viljalihast, kestadest ja seemnetest.® Kuigi jadde varieerub oma koostise ja
pH poolest, sdltuvalt tsitruse sordist, korjamise ajast, kliimast, asukohast ja kaitlemise
protsessidest, on selle koostis laias laastus siiski suhteliselt sarnane 0!

Traditsiooniliselt on tekkinud jadade ladustatud peamiselt prigilatesse voi pdldudele, kasutatud
loomasdddana vdi pdletatud.®1? Jaidet visatakse ka jogedesse.'? Paraku sellised tsitrusjddtmete
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vahendamise strateegiad on tdnapdeval muutunud ebapiisavaks, olles keskkonnamdjude ja
energiatdhususe seisukohalt problemaatilised.®

Peamiseks keskkonnaprobleemiks on tsitrusjaatmete korgest sisivesikute ja niiskuse (80%)
sisaldusest tulenev kiire riknemine.®!° See aga meelitab ligi nii kdrbseid kui ka hallitusseeni.® Samuti
tulenevalt tsitrusvilja jadtmete isedralikest omadustest, on selle otsest ladustamist keskkonda
hakatud pidama ohuks, avaldades negatiivset md&ju nii keskkonnale, inimeste tervisele kui ka
majandusele.® Niiteks eeterliku 6li peamine komponent, limoneen, omab mitmete
mikroorganismide kasvule inhibeerivat efekti.l°

Jadtmete viskamine prigilatesse voi jogedesse pOhjustab keskkonna- ja veereostust, millega
kaasneb lahustunud hapniku taseme vahenemine. Tsitrusjddde on kergesti kaaritatav, ent
tulenevalt selle rikkalikkusest, keemilisest keerukusest ja biolagunevusest nduab see rohkelt
hapnikku. Tsitrusjaatmete pdletamisel eraldub keskkonda suures koguses lammastik-, ssinik- ja
vaaveloksiide.'?

Tsitruste t6dtlemise kdrvalsaadust nimetatakse sageli jaatmeks.!! Tegelikkuses sisaldab see aga
hulgaliselt vaartuslikke komponente nagu C-vitamiini, suhkruid (glikoos, fruktoos, sahharoos)
kiudaineid (tselluloos, hemitselluloos, ligniin, pektiin), valkusid, polifenoole ja eeterlikku &li. Seega
on tsitrusvilju tootlevatel téostustel potentsiaalselt voimalik selliste jadtmete utiliseerimisega luua
veel lisandvaartusega tooteid.!

Tsitrusjdatmete biorafineerimistehaste arendamine todstusriikides vdib anda markimisvaarset
majanduslikku kasu Iabi prigila kulude ja maa kokkuhoiu ning uute ettevétete ja sellest tulenevalt
tookohtade loomise. Samuti kujutab see endast keskkonnahoidu, tdnu kasvuhoonegaaside
heitkoguste viahenemisele ning loodusvarade nagu maa, pinnase ja pdhjavee sidastmisele.?

1.4. Mandariinide tootlemise korvalsaadustes sisalduvad komponendid

Mandariinide mahla eraldamisel tekkiv kdrvalsaadus moodustab ligikaudu 27% kuni 44% varske
vilja massist, olles oma (ldiselt koostiselt sarnane teiste tsitruseliste jaigiga.'*!* Tulenevalt
mandariinisortide rohkusest esineb erinevusi ka nende korvalsaaduse koostises. Tabelis 1 on
toodud Satsuma mandariinide (Citrus unshiu) koorte ligikaudne keemiline koostis kuivmassist,
sisaldades 10% suhkruid, 1,6% rasvu, 7,5% valke, 5% flavonoide, 16% pektiini, 8,6% ligniini, 22,6%
tselluloosi ja 6% hemitselluloosi.”® Lisaks sisaldub mandariinikoortes ka karotenoide, vitamiine,
mineraale ja orgaanilisi happeid.'?

Mandariinikoortes on rohkelt suhkruid.’®> Peamiselt on esindatud gliikoos, fruktoos ja sahharoos
ning viahemal maaral ka galaktoos, arabinoos, ksiiloos ja ramnoos.’>'® Lisaks on tselluloosi ja
hemitselluloosi, mida saab kasutada ka tdiendava suhkru tekitamiseks ensiimaatilisel hiidroliiusil.*3
Kogu suhkrute sisaldus vdib moodustada 49%® kuni koguni 70%** mandariinikoorte kuivmassist.

Lisaks on mandariinikoored rikkalikud flavonoidide allikad, eriti gliikoflavonoidide, millest
domineerib hesperidiin, moodustades kuivmassist 6,5% kuni 7,2%Y. Sisalduselt jargmine
gliikkoflavonoid on narirutiin, mille osakaal kuivmassist on 1,2%.’

Samuti sisaldavad mandariinikoored eeterlikku 6li, mille I6hn séltub lenduvate ihendite koostisest
ja sisaldusest. Eeterlike Olide koostis varieerub sdltuvalt ekstraheerimismeetodist, isegi kui
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kasutatakse samu tsitrusekoori. Sellegipoolest on peamisteks eeterliku Oli komponentideks
limoneen, mille sisaldus on ligikaudu 84%, ja y-terpineen sisaldusega 8%. Levinumad komponendid
on veel B-miirtseen, linalool, otsimeen, oktanaal ja sabineen.® Dietiiiileetriga ekstraktsioonil saadi
Satsuma mandariini koortest ligikaudu 1,3% eeterlikku 8li.** Superkriitilise CO, ekstraktsiooniga
saadi hariliku mandariini (Citrus reticulata) koortest eeterliku &li saagiseks 1,6%.*

Tabel 1. Satsuma mandariinide koorte ligikaudne keemiline koostis.

Komponent Sisaldus, %

Tselluloos 22,6
Hemitselluloos 6

Pektiin 16

Ligniin 8,6
Suhkrud (glikoos, fruktoos, sahharoos) 10
Valgud 7,5
Rasvad 1,6
Flavonoidid (hesperidiin, narirutiin) 5

Eeterlik &li (limoneen, y-terpineen) 1,6

Karotenoidid

Vitamiinid

Mineraalid

Orgaanilised happed

1.4.1. Limoneen

Limoneen, molekulvalemiga CioHis ja keemilise nimega (R)-4-isopropentil-1-metidl-
tsiiklohekseen, on tsiikliline monoterpeen.!® Selle peamine aktiivne vorm on D-limoneen,?® mille
struktuur on toodud joonisel 5. D-limoneeni leidub rohkelt tsitruseliste koortest ekstraheeritud
eeterlikus 3lis, olles selge varvitu meeldiva tsitruselise |18hnaga vedelik.

\ /
\ / q“x
— A1
// \ /
// /

Joonis 5. D-limoneeni molekulstruktuur.

Tanu oma kvaliteetsele I16hnaomadusele on D-limoneeni kasutamine maitse- ja I6hnalisandina
pidevalt suurenenud, leides laialdaselt rakendust parfiimides, eeterlikes &lides, kosmeetika
toodetes, seepides, toitudes ja jookides.?® Lisaks kasutatakse D-limoneeni toidulisandi, lahusti ja
margava agendina, samuti putukamiirgi ning putuka- ja loomatdrjevahendite valmistamiseks.®

Tulenevalt D-limoneeni kolesterooli lahustavatest omadustest, on seda inimestel efektiivselt
kasutatud kolesterooli sisaldavate sapikivide lahustamiseks. Ent kdrvaltoimena esines valu ja
hellust, mis kiirgusid Gilakdhust rindkere eesmisesse osasse, iiveldust, oksendamist ja kdhulahtisust.
Maohapet neutraliseeriva toime ja normaalse peristaltika toetamise t6ttu on seda kasutatud ka

13



korvetiste ja gastrodsofageaalse refluksi (maosisaldise tagasiheide sd6gitorru) leevendamiseks.
Samuti on tdaheldatud vahki ennetavat toimet mdningate vahitlitipide vastu. | faasi kliiniline uuring
naitas osalist ravivastust rinnavahiga patsiendil ja lle kuue kuu stabiilse haigusega kolmel
kolorektaalse (kdarsoole, parasoole) vihiga patsiendil.’®

1.4.2. Hesperidiin

Hesperidiin ehk hesperitin-7-rhamnogliikosiid, molekulvalemiga C;sH3401s5, on gliikoflavonoid, mis
koosneb hesperetiinist ja disahhariidist, rutinoos. 2* Hesperidiini struktuur on kujutatud joonisel 6.
See on I8hnatu ja maitsetu peenkristalliline tahke aine.??

HO EfH

W%CLOﬁ OH

0

Hﬂﬂ\?&o o L
on [ L

OH O
Joonis 6. Hesperidiini molekulstruktuur.

Hesperidiini leidub laialdaselt liblikdielistes, kases, huullilledes ja tsitruselistes. Tal on vereréhku
reguleeriv, allergia-, podletiku-, B-hepatiidi- ja kasvajavastane, luu mineraalset tihedust ja
kolesterooli vahendav, enslilimide aktiivsust ja mikrotsirkulatsiooni parandav toime. Abiainena
kasutatakse hesperidiini laialdaselt siidame-veresoonkonna siisteemi ravis.?

Hesperidiini kasutatakse pohiliselt ndopuhastuslappides, ndomaskides, kate- ja kehakreemides,
juuksehooldustoodetes, palsamites, lauvarvides ja pdikesekreemides. Kosmeetikas kasutamise
eesmargiks on peamiselt nahka puhastav ja pehmendav toime, parandamaks naha omadusi.?*

National Library of Medicine andmebaasi jargi on viidud labi 29 hesperidiiniga seotud kliinilist
uuringut.?

Ravimiregistri andmetel on Eestis midgil Gks ravim, Hesio, mille toimeainena on pakendi infolehele
margitud mikroniseeritud flavonoidid. Ravim sisaldab 450 mg diosmiini ja 50 mg teisi flavonoide,
valjendatuna hesperidiinina. Hesio on vasoprotektor, mis suurendab veenide toonust ja vaikeste
veresoonte vastupanuvdimet. Ravim on naidustatud jalgade kroonilise venoosse puudulikkuse
raviks jalgade raskustunde, turse, valu ja Giste lihaskrampide esinemisel. Samuti hemorroididega
seotud vaevuste dgenemise siimptomaatiliseks raviks.?

1.5. Mandariinide korvalsaaduse kaskaadne vaarindamine

Selleks, et mandariinide tootlemise toostuses tekkivast kdrvalsaadustest saada katte voimalikult
palju vaartuslikke Ghendeid, on vilja tootatud mitmeid kaskaadseid vdaarindamise tehnoloogiaid.
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Cho koos oma kolleegidega to6tas valja kolmest etapist koosneva tehnoloogia, mida on kujutatud
ka joonisel 7 A. Biomassina kasutati kiilmkuivatatud ja jahvatatud Satsuma mandariinide koori.

1. Esimese etapina eraldati5 tunnivaltel 45 °C juures dietlilileetriga ekstraktsioonil mandariini
eeterlik 8li kasutades Soxhlet aparatuuri.

2. Teise etapina viidi labi eelnevalt saadud osaliselt ammendunud tahke jaagi ensiimaatiline
hidrolids tsellulaasi (3,4 mg/g jaak) ja pektinaasiga (9,2 mg/g jadk) 24-48 tunni véltel 45 °C
juures, eesmargil saada biosuhkruid.

3. Kolmanda etapina eraldati veel enam ammendunud tahkest jaagist hesperidiin. Selleks viidi
metanooliga 3 tunni valtel 75 °C juures labi tagasijooksuga ekstraktsioon.

a. Saadud ekstraktist eemaldati rotatsioonaurustiga metanool ja hesperidiin sadestati
5% aadikhappega. Hesperidiini toorsegu puhastati dimetidlsulfoksiidiga (DMSO)
Umberkristallimisel, saades selle puhtuseks 91,2%.

Vaarindamise tulemusena saadi kuivast mandariinikoore jaagist 1,29% eeterlikku 0li, 6,48%
hesperidiini ja 34,46% biosuhkruid.

A)  Mandariini koored B) Mandariini koorte kuivatamine ja jahvatamine
Eeterliku 8li eraldamine Eeterliku &li superkriitiline CO, ekstraktsioon
Tahke jaak

Karoteenide atsetooniga modifitseeritud
? ¢ superkriitiline CO, ekstraktsioon

Ensimaatiline hidroliiis |

Flavonoidide metanooliga modifitseeritud

superkriitiline CO, ekstraktsioon
Biosuhkrud Tahke jaak I

¢ f 1

—— _ Hesperidiini eraldamine Pektiini eraldamine
Hesperidiini ekstraktsioon ekstraktist kuivast jaagist
Ekstrakt

Puhastamine
Hesperidiin

Joonis 7. A) Cho et al. véljatootatud kolme-etapiline ja B) Tsitsagi et al. valjatootatud
nelja-etapiline kaskaadne tehnoloogia mandariinikoorte vaarindamiseks (kohandatud)

Tsitsagi koos kolleegidega t66tas valja neljast etapist koosneva tehnoloogia, mida on kujutatud
joonisel 7 B. See pohineb peamiselt superkriitilisel CO, astmelisel ekstraktsioonil, tdstes
superkriitilise fluidumi polaarsust, modifitseerides seda erinevate solventidega. Biomassina
kasutati 14 pdeva toatemperatuuril kuivatatud ja seejirel jahvatatud Satsuma mandariinide koori.?

1. Esimese etapina viidi [abi 30 min valtel eeterliku dli superkriitiline CO, ekstraktsioon réhul
100 atm, 35 °C juures, 15 min tasakaalustumise ajaga.
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2. Teise etapina viidi labi 1 h valtel B-karoteeni superkriitiline CO, ekstraktsioon, kasutades
modifitseerimiseks 7% atsetooni réhul 150 atm, 40 °C juures, 1 h tasakaalustumise ajaga,
voolukiirusel 2 ml/min.

3. Kolmanda etapina viidi 1abi 30 min valtel hesperidiini superkriitiline CO, ekstraktsioon,
kasutades modifitseerimiseks 7% metanooli réhul 250 atm, 60 °C juures, 1 tunnise
tasakaalustumis ajaga, voolukiirusel 2 ml/min. Ekstrakt koguti jadvette.

a. Hesperidiini toorsegu puhastati DMSO-ga imberkristallimisel.

4. Neljanda etapina viidi l1abi 25 min valtel pektiini ultraheli ekstraktsioon sidrunhappega pH
1,5 juures, sagedusel 20 kHz ja temperatuuril 50 °C.

Kaskaadse vaarindamise tulemusena saadi kuivast mandariinikoore jaagist 0,85% eeterlikku 6li,
0,45-3,97 ug/g koorte kohta B-karoteeni ja 1,6-1,8% hesperidiini, pektiini saagise kohta info
puudus.?®

1.6. Mandariini eeterliku oli saamise meetodid

Eeterlike Glide ekstraheerimiseks kasutatavad traditsioonilised meetodid on Soxhlet ekstraktsioon,
hiadrodestillatsioon ja ekstraktsioon leostamisel. Ent kasutatakse ka mitte nii tavaparaseid
meetodeid nagu solvendivaba mikrolainete abil ekstraktsioon, ultraheli ekstraktsioon kui ka
superkriitilise fluidumiga ekstraktsioon. Tulenevalt uudsete tehnoloogiate
keskkonnasdbralikkusest, tdnu suuremale ekstraktsiooni saagisele, lihemale ajale ja vdiksemale
solvendi kulule, on hakatud neid iiha enam uurima.**

Soxhlet ekstraktsioon. Ekstraktori korpuse sisemises torus asub poorsest tselluloosist sGrmkibaras
tahke proov. Solvendi aurud tOusevad dles jahutisse, kus see kondenseerub ja langeb
ekstraktorisse, taites proovi sisaldava sdrmkiibara aeglaselt solvendiga. Kui vedeliku tase tduseb
teatud piirini, siis ekstraktor tiihjeneb ja vedelik voolab tagasi destillatsioonikolbi. Iga tsiikli jooksul
lahustub osa huvipakkuvast komponendist.2®

Ekstraktsioon leostamisel ehk matsereerimisel. Tahke proov pannakse anumasse ja segatakse
solvendiga, milles huvipakkuv komponent lahustub.?’

Solvendivaba mikrolainete abil ekstraktsioon. Taimne materjal asetatakse mikrolainereaktorisse
vett vOi solvente lisamata. Taimerakkudes leiduvat vett stimuleeritakse mikrolainekiirguse all
poorlema, selle tulemusena toimub jarsk rohu suurenemine taimerakkudes, mistdttu rakusein
laguneb ja sihtmolekulid vabanevad. Vabanenud vesi ja lenduvad komponendid aurustuvad ja
liiguvad mikrolaineahjust valjas asuvasse jahutisse, kus need kondenseeruvad. Eeterlik &li
kogutakse biiretti ja vesi voolab tagasi reaktorisse, tagamaks taimse materjali dige niiskustaseme.?®
Superkriitilise fluidumiga ekstraktsioon. Meetod, millega eraldataks ks komponent teisest,
kasutades ekstraheeriva solvendina superkriitilist fluidumit, millel on nii vedeliku kui ka gaasi
omadused. Enim kasutatav superkriitiline vedelik on CO,, mida vGidakse modifitseerida teiste
solventide lisamisega. Ekstraktsiooni tingimused on (le kriitilise temperatuuri ja réhu, CO; vastavalt
Ule 31°Cja 74 atm. Selle tulemusena huvipakkuv tihend lahustub ja liigub madalamal réhul olevasse
separaatorisse, kus see sadeneb.?®
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1.6.1. Hiidrodestillatsioon

Veeaurudestillatsiooni korral asetatakse lahteaine perforeeritud sdela abil keedunGus oleva vee
kohale. Hiidrodestillatsioon (HD) on veeaurudestillatsiooni lihtsaim versioon, kus nii [ahteaine kui
ka vesi paiknevad koos keedundus.®

Veeauru- ja hiidrodestillatsiooni kasutatakse siis, kui ekstraheeritava aine keemistemperatuur on
kdrgem kui vee keemistemperatuur ja l|3hteainet ei saa selle temperatuurini kuumutada
lagunemise vdi muude soovimatute reaktsioonide tottu. See on hea meetod ka siis, kui soovitud
aine kogus on mittelenduvate jadkide omaga vérreldes viike.>°

HD on eraldusprotsess, mis seisneb vee destilleerimises koos muude lenduvate komponentidega.
Keeva vee aur kannab lenduvate ainete auru jahutisse, kus need kondenseeruvad, ja mittelenduvad
jaagid jaavad keeduanumasse. Lenduvad ained, mis ei segune veega, moodustavad parast
kondenseerumist spontaanselt selge faasi, mida saab eraldada dekanteerimise vdi jaotuslehtriga.®

Laboriskaalas kasutatakse hlidrodestillatsiooni labiviimiseks sageli Clevenger tiilpi aparatuuri, mida
on kujutatud ka joonisel 8.%°

)

vesi - = clevenger
ik
VEST e .4& 1)
S
eeterlik Oli -« - - p= f=t
VEST < v P

%
J)'\ eeterlikku oli

vee ja
Iahteaine segu

- kuumutuspesa

@ @

Joonis 8. Clevenger tiilipi hiidrodestillatsiooni aparatuur.®! (kohandatud)

1.7. Hesperidiini ekstraktsiooni meetodid

Flavonoidide, sealhulgas hesperidiini ekstraheerimiseks on uuritud mitmeid meetodeid, vottes
arvesse ka keskkonnasdbralikkust. Ekstrakti kvaliteeti ja protseduuri tdhusust mdjutavad mitmed
parameetrid, nagu lahusti tiilip, temperatuur, ekstraktsiooni aeg ning tahke aine ja vedeliku suhe.
Tavaliselt kasutatakse solvendina metanooli ja etanooli vdi nende segu erinevates vahekordades
veega, aga ka dimetiitilsulfoksiidi.??
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Uha enam asendatakse leostamise ja Soxhlet ekstraheerimise meetodeid tiiustatud tehnikatega,
mis suurendavad t6husust ja selektiivsust. Need on (ldiselt kiiremad, keskkonnasdbralikumad ja
suurema automatiseerimise vdimalusega.3? Seda peamiselt tanu viiksemale solventide ja energia
kasutamisele, vihendades (ihtlasi ka jadatmete tekkimist.*

Hesperidiini eraldamiseks taimsest materjalist on kasutatud mitmeid meetodeid nagu mikrolainete
abil ekstraktsioon, ultraheli ekstraktsioon, subkriitilise veega ekstraktsioon ja superkriitiline fluidum
ekstraktsioon.'*3?

Mikrolainete abil ekstraktsioon. V6ib toimuda nii atmosfaari rohul kui ka réhu all. Tahke proov
segatakse mikrolainekiirgust neelava solvendiga. Mikrolainete toimel hakkab solvent keema, aur
touseb jahutisse, kus see kondenseerub ja voolab tagasi anumasse. Selle tulemusena laheb
huvipakkuv (ihend ule proovi maatriksist solventi.?®

Subkriitilise veega ekstraktsioon. Tuntud ka kui llekuumendatud veega ekstraktsioon vGi
survestatud kuuma veega ekstraktsioon. Viiakse labi temperatuuril 100-374 °C ja réhul, mille juures
plsib vesi veel vedelal kujul. Sellistel tingimustel suureneb vee difusioon ja vdheneb selle
viskoossus, muutudes vahepolaarseks. Selle tulemusena on véimalik proovi maatriksist eraldada
vihepolaarseid iihendeid.

1.7.1. Ultraheli ekstraktsioon

Ultraheliga assisteeritud ekstraktsioon ehk ultraheli ekstraktsioon (UAE) on mittetermiline meetod,
mis kasutab taimedest erinevate metaboliitide ekstraktsiooniks ultrahelilainete energiat.?*
Laboriskaalas ultrahelilainete tekitamise vGimalusi on kujutatud joonisel 9.

Joonis 9. Ultrahelilainete tekitamise vdimalused laboriskaalas.3>3¢

Korge energiaga ultrahelilained levivad labi vedeliku, tekitades vaheldumisi kdrgrohu ja madalrdhu
tsukleid, mille tulemusena tekivad kavitatsioonimullid. Tekkinud mullid kasvavad mitme tsikli
jooksul, kuni saavutavad ebastabiilse suuruse ja varisevad kokku. Kavitatsioon pShjustab lokaalselt
aarmuslikke temperatuure, réhkusid, soojenemis- ja jahtumiskiirusi ning suuri nihkejéudusid
keskkonnas. Kui kavitatsioonimullid I6hkevad rakkude pinnale, tekivad keskkonnas
makroturbulentsid, mikrosegamine ja mikrojoad, mis tekitavad osakestevahelisi kokkupdrkeid.
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Selle tulemusena rakuseinad purunevad ja bioaktiivsed iihendid vabanevad lahustisse.3*3 Vastavat
mehhanismi on kujutatud ka joonisel 10.

ultraheli y yayitatsioonimullide 2. Mullide 3. Rakuseina

: N 4. Uhendid vabanevad
moodustumine kokkuvarisemine havimine

Joonis 10. Ultraheli ekstraktsiooni mehhanism.3* (kohandatud)

1.8. Analiiiisimeetodid

1.8.1. Gaasikromatograafia massispektromeetrilise detekteerimisega

Antud t60s kasutati mandariini eeterliku 6li komponentide maaramiseks gaasikromatograafiat
massispektromeetrilise detektoriga, mis on varustatud elektroonse ionisatsiooni allikaga ja
kvadrupol massianallisaatoriga.

Gaasikromatograafia (GC) on peamine meetod lenduvate Ghendite lahutamiseks ja anallilisimiseks.
Seda on kasutatud nii gaaside, vedelike kui ka tahkete termiliselt stabiilsete ainete analllsimiseks,
seejuures viimased on tavaliselt lahustatud lenduvates lahustites. Anallilisida saab orgaanilisi
tihendeid molekulmassidega 2-1000 Da.?’

GC jaguneb kaheks alamklassiks vastavalt kapillaarkolonnis kasutatava statsionaarse faasi olekule:
gaasi-adsorptsioon-kromatograafia ja gaasi-vedelik-kromatograafia (GLC). Enam levinud on GLC,
kus kapillaari sisekiiljele on kantud viskoosne vedelik.>’

GC aparatuuri péhikomponendid on kandegaasiga varustaja, gaasivoolu kontroller, proovi sisestus,
ahi, milles paikneb kapillaarkolonn, detektor ja andmete tddtluse siisteem.3” Aparatuuri tldine
skeem on kujutatud joonisel 11.

Voolu
reguleerimise Proovi sisestus Detektor

ventiil Aurusti r'l

Bl

Andmete
tootlus

Kandegaas Kolonn

Gaasi
balloon

L/ Ahi

Jooni 11. Gaasikromatograafia aparatuuri tildine skeem.3” (kohandatud)
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Inertne kandegaas (nt heelium) voolab gaasiballoonist hoolikalt kontrollitud voolukiirusel pidevalt
labi sisselaskeava, kolonni ja detektori. Proov sistitakse sisselaskeavasse, kus see aurustatakse ja
viiakse kapillaarkolonni, mis on seest kaetud Ghukese kdorge keemistemperatuuriga viskoosse
vedeliku kihiga — statsionaarse faasiga. Proov jaotub liikuva ja statsionaarse faasi vahel vastavalt
anallltide jaotuskoefitsientidele, mis lahtub nende lahustuvusest vedelfaasis ja aururdhust.
Seejarel labivad kandegaas ja anallilidi tsoonid detektori, kus mdddetakse teatud flilsikalis-
keemilist parameetrit ja saadakse elektriline signaal. Saadud signaal ldheb andmete t66tluse
siisteemi, kus genereeritakse kromatogramm.*’

GC kombineerimisel massispektromeetrilise (MS) detektoriga saadakse (ks v&imekamaid
analiilitilisi meetodeid, millest on saanud paljude analiiiitiliste laborite hidavajalik 0sa.>®* MS on
analidtiline meetod, mis lahutab ioniseeritud osakesi nagu aatomeid ja molekule vastavalt nende
massi ja laengu (m/z) suhtele.®®

MS instrumendid koosnevad jargnevatest moodulitest: proovi sisestus; vaakumpump; ioonide
allikas, mis I6hestab proovimolekulid ioonideks; massianallisaator, mis sorteerib osakesi nende m/z
suhte jargi; detektor, mis registreerib saabuvaid laetud osakesi ja annab andmed olemasolevate
ioonide koguse arvutamiseks; arvuti, mis reguleerib massianallisaatorit ja haldab detektorist
saadud andmeid. Tulemusena saadakse massispekter.*! MS blokk skeemi on kujutatud joonisel 12.

Massi-
anallisaator]

Proovi loonide

. — ) ——| Detektor |=——= Arvuti
sisestus allikas

Vaakumpump {}

Andmevaljund

Massispekter

Joonis 12. Massispektromeetria blokk skeem.*? (kohandatud)

Elektroonne ionisatsioon (joonis 13) on ioonide genereerimise meetod, kus proovimolekule
pommitatakse elektronidega, mis edastavad energiat, pohjustades molekulide ioniseerumise. See
asub massispektromeetri vaakumsisteemis ja kujutab endast vaikesest (10 mm labim6dduga)
kuumutatud kambrit, kuhu liigub kolonni véljavool. Kuumutatud filamendi genereeritud
elektronide kimp liigub labi kambri kolonni vdljavooluga risti teisele elektroodile, mida nimetatakse
I6ksuks. Tavaliselt kasutatakse elektronide ionisatsioonienergiat 70 eV. Kokkupdrke tulemusena
proovimolekulid ioniseeruvad. loonid véljutatakse ioonide allikast ja fokusseeritakse kimbuks, mis
siseneb massianaliisaatorisse.*®
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Joonis 13. Elektroonse ionisatsiooni skeem.*® (kohandatud)

Kvadrupol massianaliisaatorid (joonis 14) on tdnapdeval GC-MS seadmetes kdige sagedamini
esinevad massianallisaatorite tlitibid, tulenevalt nende kiirest skaneerimisvGimest ja suhtelisest
lihtsusest. Lineaarne kvadrupol koosneb neljast paralleelsest vardast, mis asetsevad ioonide
kimbuga samas suunas. Vastastikku olevad vardad on omavahel (hendatud ja neile rakendatakse
nii alalis- kui ka vahelduvvoolu. loonid ostsilleeruvad varraste vahel ja tulenevalt viljade
kombinatsioonist, on etteantud m/z suhtega ioonide liikumise trajektoorid stabiilsed ja ioonid
passevad labi. Ulejaanud ioonid p&rkuvad vastu vardaid ja neutraliseeruvad.®

Detektor

1

Resoneeruv ioon

loonide allikas N
| | Alalis- ja vahelduvvool

Joonis 14. Kvadrupol massianaliisaatori skeem.* (kohandatud)

1.8.2. Korgsurvevedelikkromatograafia UV kiirguse neelduvuse detekteerimisega

Kaesolevas t66s kasutati hesperidiini maaramiseks pooratud faasi (RP)
korgsurvevedelikkromatograafiat (HPLC) ultraviolett (UV) kiirguse neeldumise detekteerimisega.

HPLC on kromatograafiline meetod keemiliste segude lahutamiseks ja analiiiisimiseks.*® See on
tanapdeval Uks kdige kasulikum ja laialdasemalt kasutatav analiiisimeetod, mis vdimaldab maarata
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60-80% koigist olemasolevatest henditest. Seejuures RP—HPLC on kdige populaarsem HPLC
lahutusmeetod, mida kasutatakse enam kui 70% kdigist HPLC anallilisidest. See on sobilik nii
polaarsetele (vees lahustuvad), keskmise polaarsusega kui ka modningatele vahepolaarsetele
analtititidele. Samuti saab analiilisida ioonseid analiilte, kasutades laengu mahasurumise voi ioon-
paari tehnikaid.*

RP-HPLC kasutatakse mittepolaarset kolonni (nt oktadetsuilsilaan tdidisega, C18) koos polaarsema
liilkuva faasiga, millena kasutatakse vee ja orgaanilise solvendi segu. Analiiltide lahutumine pdhineb
nende jaotuskoefitsentidel, vastavalt millele analliidid jaotuvad polaarse liikuva faasi ja
mittepolaarse statsionaarse faasi vahel. Tulenevalt mittepolaarsete anallitide tugevamast
interaktsioonist statsionaarse faasiga, elueeruvad analiiidid kolonnist (ldiselt polaarsuse
viahenemise jarjekorras.*®

HPLC aparatuur koosneb minimaalselt solvendianumatest, koos fritiga Ulekandetorustikust,
kdrgsurvepumbast, proovi sisestuse silsteemist, kolonnist, detektorist ja andmetootluse
sisteemist. Sageli on aparatuur varustatud ka solvendi segamiskambri, degasaatori ja
termostaadiga.”® HPLC aparatuuri ja ldist skeemi on kujutatud joonisel 15.

Solvendid m m

Degasaator
am— _s—
Pumbad e —
Sisestus ——————
Kolonn ———
Detektr _——

Joonis 15. HPLC aparatuur ja selle tldine skeem. #’

Liikuv faas tdmmatakse solvendianumatest pumpa, mis kontrollib voolukiirust ja tekitab piisava
rohu, et juhtida eluent labi kolonni. Proov sisestatakse kolonni pumba voolu peatamata, mis jarel
toimub kolonnis anallltide eraldumine. Detektor reageerib kolonnist elueeruva anallldi
flilsikalis-keemilise parameetri muutusele. Andmet6dotluse slsteem jalgib detektori signaali
muutust ajas ja kuvab tulemused nii graafiliselt kui ka tabelina.*

UV detektor on (ks sagedamini kasutatav detektor tulenevalt oma suhteliselt heast tundlikkusest,
laiast lineaarsest ulatusest, temperatuuri kdikumiste mdju puudumisest ja gradient elueerimise
voimalikkusest. Sellega saab detekteerida (ihendeid, mis neelavad UV vdi ndahtavat valgust alates
lainepikkusest tile 190 nm, mootes eluaadi absorptsiooni. UV detektoris vdidakse kasutada kas
deuteeriumlampi, mis kiirgab pidevat UV-spektrit kuni umbes 400 nm, voi halogeenlampi, mis
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kiirgab vahemikus 320-2500 nm. Molekulid, mille neelduvus on suurem, tekitavad tugevama
detektori signaali kui need, mille neelduvus on viiksem.*®

1.8.3. Statistilise katseplaneerimise olemus

Katseplaneerimine (DOE) on rakendusstatistika haru, mis tegeleb kontrollitud testide planeerimise,
labiviimise, anallGlsimise ja tGlgendamisega, et hinnata (he v6i mitme parameetri vaartust
reguleerivaid faktoreid. See on vdimas andmete kogumise ja anallilsimise t6oriist, mida saab
kasutada erinevates eksperimentaalsetes olukordades. DOE abil saab manipuleerida mitme
faktoriga korraga, tanu millele saab tuvastada olulisi interaktsioone, mis voib the faktori kaupa
katsetamisel markamata jaada. Kui uuritakse kdiki voimalikke kombinatsioone, on tegemist tais
faktoriaaliga, aga kui uuritakse ainult osa vdimalikest kombinatsioonidest, on tegemist osalise
faktoriaaliga. Strateegiliselt kavandatud ja labiviidud katse vGib anda palju rohkem teavet Uihe vGi
mitme faktori mdju kohta vastusele, erinevalt iiks faktor korraga lahenemisviisist.*

Box-Behnkeni mudel on statistiline katseplaneerimine vastavuspinna metoodika jaoks. See on
iseseisev ruutkujundus, kus sOltumatute faktorite vaartused paiknevad kuubi servade
keskpunktides ja keskel. Selline mudel sisaldab kolme taset, kus iga faktor on paigutatud Ghele
kolmest vBrdse vahega vaartusest, mis on tavaliselt kodeeritud kui -1, 0 ja +1.° Kolme faktoriga
Box-Behnkeni mudel on kujutatud joonisel 16.

-1,1,0

1,0,1@) . 1,0,1

0,0,0 |
® 1,01

_1’0’_1 ... FUNSFISS.

L 0,-1,1
ok O -1,-1,0 | .
b O i y
O s i
< V / 1,-1,0
| »

Faktor A .
0,-1,-1

Joonis 16. Box-Behnkeni mudel kolme faktoriga.>! (kohandatud)
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2. ToO eesmargid

Kadesoleva magistritéd eesmargiks oli mandariinimahla pressijadkide kaskaadse vaarindamise
tehnoloogia véljaarendamine laboriskaalal vaartuslike kemikaalide, limoneeni ja hesperidiini,
tootmiseks.

Eesmargi taitmisel keskenduti jargnevatele alameesmarkidele:

1. Mandariinimahla  pressijaagist mandariini  eeterliku 6li  (peamiselt limoneeni)
hidrodestillatsioonil eraldamise metoodika optimeerimine.
1.1. Saada katte vahemalt 60% vdimalikust eeterlikust dlist.
2. Eelnevalt osaliselt ammendunud biomassist hesperidiini selektiivse ultraheli ekstraktsiooni
metoodika valjatootamine ja optimeerimine.
2.1 Kasutada rohelist orgaanilist solventi, etanooli.

2.2 Saada kérge puhtusastmega hesperidiin.
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3. Eksperimentaalne osa

3.1. Seadmed ja toévahendid

Mandariini eeterliku 6li koostise anallisi labiviimiseks kasutati Agilent Technologies’lt (Ameerika
Uhendriigid) soetatud gaasikromatograafi Agilent 7890A, varustatuna massispektromeetrilise
detektoriga Agilent 5975C, mis koosneb elektroonse ionisatsiooni allikast ja kvadrupol
anallsaatorist. Proovi komponentide lahutamiseks kasutati Phenomenex Zebron ZB-5MS
kapillaarkolonni (sisediameeter 0,25 mm; pikkus 30 m; statsionaarse kihi paksus 0,25 um)
(Ameerika Uhendriigid).

Glikoflavonoidide maaramiseks kasutati HPLC aparatuuri Agilent 1260 Infinity 1l, mis on soetatud
Agilent Technologies’lt (Ameerika Uhendriigid). Proovi komponendid lahutati Agilent Poroshell 120
EC-C18 kolonniga (sisediameeter 4,6 mm; pikkus 150 mm; osakeste |dbim&6t 2,7 um). Analidtide
detekteerimiseks kasutati Agilent Technology dioodrivi detektorit 1260 DAD WR, mis on varustatud
1024 dioodiga.

Hldrodestillatsiooni labiviimiseks kasutati kuumutuspesa Nahita blue 655 mahtuvusega 2 L ja
vOimsusega 450 W (Nahita, Suurbritannia) ja Clevenger tllpi aparaatuuri (Glassco, India).

Ultraheli ekstraktsioonide labiviimiseks kasutati ultrahelivanni USC 1200 THD valjund sagedusega
45 kHz ja voimsusega 180 W (Avantor VWR, Suurbritannia).

Tsentrifuugid:

e J6-HC; kuni 4000 rpm (Beckman Coulter, Ameerika Uhendriigid)
e 5804 R; kuni 4500 rcf (Eppendorf, Saksamaa)
e  Microspin 12, kuni 12500 rcf (BioSan, Lati)

Kasutatud jaad saadi jadmasinaga F80C (lcematic, Itaalia).
Biomassi homogeniseerimiseks kasutati blendrit NutriBullet Magic Bullet (De’Longhi Group, Itaalia).
pH mod&tmiseks kasutati kalibreeritud pH-meetrit 744 (Metrohm, Sveits).

Niiskuse sisalduse mO&6tmiseks kasutati niiskuse anallisaatorit MB90 (OHAUS, Ameerika
Uhendriigid).

Lahuste tegemiseks kasutati kalibreeritud automaatpipette mahtudega 10, 20, 200, 1000, 5000 ja
10000 pl. Lisaks kasutati automaatse proovivotturi viaale, katsuteid mahtudega 0,2; 1,5; 2 ml ning
tsentrifuugituube mahtudega 15 ja 50 ml.

Proovide ja lahuste valmistamiseks kasutatud destilleeritud vett (218 MQcm) saadi laborisiseselt
Milli-Q veepuhastussiisteemiga (Millipore, Ameerika Uhendriigid).
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3.2. Analiilisi metoodikad

3.2.1. GC-MS metoodika

Mandariini eeterliku 0li koostise analiiis viidi 1abi kasutades GC-MS aparatuuri laboris varasemalt
véljatootatud metoodikaga. Kandegaasina kasutati heeliumi voolukiirusega 1,3 ml/min. Proov (0,5
pl) sisestati jaotusega reziimil (split mode) 1:10 aurusti temperatuuril 250 °C. Kolonni
kuumutamiseks kasutati gradient reziimi 35-300 °C kuumutamise kiirusega 30 °C/min. Detektori
temperatuur 230 °C. MS detekteerimisel kasutati ioniseerivate elektronide energiat 70 eV ja
ioonide skaneerimise reziimi m/z vahemikus 30-500.

3.2.2. HPLC-UV metoodika

Glukoflavonoidide analiilis viidi labi kasutades HPLC-UV aparatuuri. Anallilidid lahutati
toatemperatuuril voolukiirusega 0,7 ml/min gradient elueerimisega ACN ja veega. Tapsem
elueerimise reZiim on toodud Lisas 1. Analtitidid detekteeriti lainepikkusel 283 nm.

3.3. Biomass ja kemikaalid

T606 teostamiseks kasutatud biomass:
e Kuivatatud ja jahvatatud Satsuma mandariinimahla pressijaak (Gruusia)
e Satsuma mandariinid (Rimi, Hispaania)

T606 teostamiseks kasutatud kemikaalid:

Atsetonitriil HPLC grade (ACN, >99,8%; Fisher Chemical, Ameerika Uhendriigid)
e Etanool (EtOH, 96,6%; Estonian Spirit, Eesti)

e Heksaan HPLC grade (297,0%; Honeywell, Ameerika Uhendriigid)

e Bikalutamiid (IS, 99,9%, LGC, Saksamaa)

e Naatriumhidroksiid (NaOH, 298%; Sigma-Aldrich, Ameerika Uhendriigid)

e Sidrunhape (lanch:ner, TSehhi)

e Veevaba naatriumkarbonaat (Na,COs, 299,5%; Sigma-Aldrich, Ameerika Uhendriigid)
e Veevaba naatriumsulfaat (Na;SO4, 299%; Fisher Chemical, Ameerika Uhendriigid)

3.4. Tarkvara

GC-MS aparatuuri seadistamiseks ja proovide jalgimiseks elueerimisprotsessi ajal ning spektrite
analliisimiseks ja piikide integreerimiseks kasutati Agilent MassHunter Qualitative Analysis B.07.00
programmi ja lihendite tuvastamiseks MS andmebaasi NIST 2017.

HPLC aparatuuri seadistamiseks ja proovide jalgimiseks elueerimisprotsessi ajal ning
kromatogrammide analiitsimiseks ja piikide integreerimiseks kasutati OpenLab CDS ChemStation
programmi.

Lisaks kasutati andmete t66tlemiseks ja anallilisimiseks programme Microsoft Excel ja JMP (DOE).
Molekulstruktuuride joonistamiseks kasutati programmi ChemDraw 20.1.1.
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3.5. Katsete labiviimise tingimused

3.5.1. Kaskaadse vaarindamise etapid

Biomassi kaskaadne vadrindamine seisneb sellest mitme jarjestikuse etapi valtel vaartuslike
Uhendite eraldamises. Esimese etapina saadakse mandariinimahla to6stuses primaarse produktina
mandariinimahl, millest jaab jarele kdrvalsaadus ehk pressijaaki. Tekkinud pressijadk suunatakse
edasi HD etappi, mille kdigus eraldatakse eeterlik 0li ja saadakse osaliselt ammendunud mandariini
biomass. Eelnevalt saadud biomassi omakorda kasutatakse UAE etapis glikoflavonoidide,
peamiselt hesperidiini, eraldamiseks ning alles jaab veel enam ammendunud biomass. Sellest on
omakorda voimalik eraldada naiteks tselluloos ja hemitselluloos, kuni IGpuks leiab biomass oma
viimase otstarbe kasvusubstraadina taimedele vdi seentele. Lisaks on vdimalik mandariini
biomassist eraldada ka vabad suhkrud ja pektiin. Mandariinide kaskaadse vaarindamise skeem on
toodud joonisel 17.

LY 4 |
-
\»‘
ﬁ Mahlat66stus HD ¢
Pressijadk Biomass Kasvusubstraat

|
—-— Hesperidiin
Mandariinimahl i \ Jadkvesi

Eeterlik 6li
Pektiin Vabad suhkrud

Joonis 17. Mandariinimahla pressijaagi kaskaadse vaarindamise skeem.

3.5.2. Mandariinimahla pressijaagi valmistamine

Hldrodestillatsiooni teostamiseks valmistati eelnevalt mandariinimahla pressijaak. Selleks prooviti
imiteerida Gruusia ettevottel Georgian Industrial Asset Management Group tekkivat pressijaaki.
Tuginedes eeldusele, et kasvukeskkond ei pShjusta oluliselt vadrindamise optimaalsete tingimuste
nihkeid, kasutati biomassina poest ostetud Satsuma (Hispaania) mandariine. Satsumad valiti
selleparast, et need kasvavad peamiselt ka Gruusias. Korraga osteti kokku suurem kogus
mandariine, mida sailitati kiilmkapis v6i kilmruumis 4 °C juures, eesmargil katsed labi viia ihe
sordiga. Ennekdike oli see tingitud Satsuma mandariinide suhteliselt Glrikesest hooajast (oktoober-
)52

detsember)>*, mistottu on need Eesti poodides miiligil lihikest aega.

Pressijadgi imiteerimiseks esmalt mandariinid pesti voolava kraanivee all. Seejarel IBigati
mandariinid horisontaalselt pooleks ning algselt pressiti mahl kdtega valja ja jaak rebiti veel 2-4
tukiks. Hiljem kasutati mahla eraldamise etapis tsitrusemahlapressi, kuid (lejaanud protsess jai
samaks. Mandariini pressijadgi imiteerimise protsess etappidena on toodud joonisel 18.
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Joonis 18. Mandariini pressijaagi imiteerimise protsess etappide kaupa. 1) Satsuma
mandariinid, 2) pestud ja poolitatud mandariinid, 3) mahla eraldamine, 4) valmis
pressijaak.

3.5.3. Eeterliku oli hiidrodestillatsioon ja proovi valmistamine

Hldrodestillatsiooni labiviimiseks vGeti esmalt vdike osa varskelt vGi eelmisel paeval valmistatud
mandariinimahla pressijadki, homogeniseeriti uhmris ja maarati niiskusesisaldus. Seejarel kaaluti 1
kg mandariinidest valmistatud pressijadk kahe kaelaga Gmarkolbi ja lisati 700 ml destilleeritud vett.
HD Clevenger tlilipi aparatuur, mida on kujutatud ka joonisel 19, seati Ules ja kuumutati jargides
rangelt Ghesugust temperatuuri seadistust (kuni 100 °C véimsus 300 W, edasi 225 W).

Temperatuuri seadistuse eesmargiks oli suhteliselt aeglane kuumutamine, et saavutada véimalikult
selge eeterliku Oli fraktsioon. Temperatuuri seadistuse muutmisel muutub ka eeterliku &li
eraldumise diinaamika, ent kui kuumutamine toimub liialt kiiresti, hakkab eralduma hagune
eeterliku Oli-vee emulsioon ja eeterliku 6li koguse madramine ning eraldamine on raskendatud.

HD viidi [abi 6 tunni valtel, alustades aja mddtmist hetkest, kui biretti hakkas kogunema eeterlik
oOli. Eeterliku 6li kogust moddeti bireti skaala jargi algul 15 min intervallidega, hiljem 30 min ja 60
min tagant. HD |8ppedes lilitati kuumutuspesa valja ja lasti jahtuda kuni eeterlikku 6li ega vett
enam ei eraldunud. Seejarel koguti mandariini eeterlik 8li 2 ml katsutisse.

Eeterliku Gli analllsimiseks eemaldati katsutist pipetiga suurem osa veest, kuivatati veevaba
Na,S0,, tehti 10 kordne lahjendus heksaaniga ja analiilisiti GC-MS abil.

Tl N I
Sy o g
= J

Joonis 19. Clevenger tiipi hlidrodestillatsiooni labiviimise aparatuur ja birett
mandariini eeterliku &liga.
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3.5.4. Ultraheli ekstraktsiooni ettevalmistus, teostamine ja proovi valmistamine

Eelnevas etapis HD kdigus saadud osaliselt ammendunud biomass filtreeriti [abi nutsfiltri ja jaeti
Uledo filtrile jahtuma ning ndrguma. Jargmisel paeval biomass homogeniseeriti blendriga ja filtraat
tsentrifuugiti (4000 rpm) 1 liitrises mahutis 5 min. M&ddeti HD jadkvee maht ja sade segati
Ulejaanud biomassi hulka. Maarati filtraadis ehk HD jadkvees sisalduva hesperidiini ja narirutiini
kontsentratsioonid. Selleks tsentrifuugiti (12400 rcf) HD jaakvett 2 ml katsutis veel 10 min ning
lahjendati 10 korda 70% EtOH ja 20 pl IS-ga.

UAE labiviimiseks mdddeti biomassi niiskusesisaldus (88+1%, n=4). 50 ml koonilisse katsutisse
kaaluti biomass vastavalt, et kuivainet oleks 1 g (g DW), lisati solvendid, segati ja asetati
keeduklaasiga ultrahelivanni (joonisel 20) nii, et UH vanni vee nivoo oleks kdrgem kui keeduklaasis.
UH vanni temperatuur, véimsus ja aeg seadistati vastavalt labiviidavale eksperimendile. UH vanni
kindla temperatuuri hoidmiseks lisati vajadusel juurde jaad. UAE I6ppedes ekstraktid tsentrifuugiti
(4500 rcf) samades katsutites 20 °C juures 5 min ja maarati saadud ekstrakti maht. Ekstrakti
analldsimiseks tsentrifuugiti (12400 rcf) seda 2 ml katsutis veel 10 min ja tehti vajaminev lahjendus
70% EtOH ja 20 pl 1S-ga.

Matsereerimiseks lisati biomassile 1 ml vastava kontsentratsiooniga Na,CO; voi NaOH lahust, segati
ja lasti teatud aja (vastavalt eksperimendile) laual seista. Tulenevalt asjaolust, et biomassi
niiskusesisaldus varieerub ja omab 1 g kuiva biomassi kaalumisel suurt méju (7,6-9,4 g marga
biomassi), arvutati lisatavate lahuste kontsentratsioonid kuiva biomassi suhtes. Seejarel lisati
puuduolev kogus EtOH ja vett ning viidi Iabi UAE. Anallilsitava proovi hapustamiseks pH-ni 4-5 lisati
50% sidrunhappe lahust (pH 0,7).

‘{.

Joonis 20. Ultraheli ekstraktsioon.

Ekstrahendi EtOH sisalduse ja biomassi-solvendi suhte mé&aramisel voeti arvesse ka biomassis
sisalduv vesi, lisades ekstraktsiooniks selle vorra vihem vett.

Koik ekstraktsioonid viidi labi kasutades poest ostetud Hispaania Satsuma mandariine ja tuletatult
kirjandusest biomassi-solvendi suhtega 1:21,5 g/ml,?” kui ei ole 6eldud teisiti. Suhe 1:21,5 on
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tingitud biomassi suurest niiskusesisaldusest, mis ei vdimaldanud 1:20 suhte korral sailitada 60%
EtOH sisaldust.

Tapsem eksperimentide kirjeldus on toodud peattikis 4.3. Ultraheli ekstraktsiooni optimeerimine.

Ekstraktsiooni tulemuste vordlemiseks kasutati kahepoolset t-testi, vottes olulisuse tasemeks 5%
(a=0,05).

Ekstrakti hesperidiini osakaalu hindamisel voeti arvesse vaid hesperidiini ja narirutiini
kontsentratsioone, sest need on peamised Satsuma mandariinides leiduvad gliikoflavonoidid. Kuid
olulist rolli omas ka asjaolu, et need Uhendid on suhteliselt sarnaste fllsikalis-keemiliste
omadustega, mis tottu on nende kiirkolonnkromatograafiline eraldamine problemaatiline.
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4. Tulemused ja arutelu

4.1. Eeterliku oli eraldumise diinaamika hiidrodestillatsioonil

Eeterliku 0li eraldumise diinaamika hindamiseks viidi HD |abi 4 paralleelis 3 nadala véltel vastavalt
peatiikis 3.5.3. kirjeldatule. HD 1-4 eraldunud eeterliku Oli saagised on toodud tabelis 2
valjendatuna kg kuiva mandariini pressijaagi kohta ja massiprotsendina.

Tabel 2. HD 1-4 mandariini eeterliku &li saagised: 1) eeterlik 6li m&&detud bireti skaala
jargi, 2) kuivatatud eeterliku 6li kaalutis, 3) massiprotsent.

Saagis HD 1 HD 2 HD 3 HD 4 keskmine ssh, %
1) ml/kg DW 8,85 8,58 10,48 15,09 10,813,0 28
2) g/kg DW 5,97 6,66 7,34 9,19 7,31,4 19
3) m/m % 0,60 0,67 0,73 0,92 0,740,1 19

Joonisel 21 on toodud erinevatel ajahetkedel moddetud katsepunktid ja eeterliku &li saagis kg kuiva
pressijadgi kohta, olles HD 1 kuni HD 4 vastavalt 8,9; 8,6; 10,5 ja 15,1 ml. Tulemustest on ndha
saagise suurt varieeruvust olles koguni 28%, keskmise saagisega 10,8+3,0 ml/kg DW, mis
moodustab keskmiselt 0,7£0,1% kuivast mandariini pressijdagist. Sellegipoolest, vaatamata suurele
varieeruvusele, on kdigi HD korral ndaha sarnast diinaamikat. Samuti véib taheldada selget ajas
kasvavat trendi saagise suurenemise suunas, olles madalaim HD 1 ja HD 2 ning suurim HD 4 korral.
Suur saagise varieeruvus ja nahtav trend on téendoliselt tingitud mandariinide seismisel toimunud
vananemisest, mille kdigus muutusid mandariinikoored pehmemaks, ja eeterlik &li vabanes

kergemini.
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Joonis 21. HD 1-4 eeterliku &li eraldumise diinaamika valjendatuna ml/kg kuiva
pressijaagi kohta.
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Selleks, et siiski hinnata eeterliku 6li eraldumise diinaamikat ja optimaalset HD aega, vaadeldi
diinaamikat véljendatuna protsentides (joonis 22), vottes 100%-ks 6. tunni 16puks eraldunud
eeterliku Oli koguse. Tabel eeterliku Oli eraldumise diinaamika statistiliste naitajate ajaliste
muutuste kohta on toodud Lisas 2. Tulemustest selgus, et esimese 2 tunni jooksul varieerub
eraldunud eeterliku 6li kogus kdige rohkem, 18-12% vorra (ssh 52-11%), saades 2. tunni IGpuks katte
ligikaudu pool eeterlikust &list. Viimase 4 tunni jooksul varieerub diinaamika vaid 10-2% vorra (ssh
7-1%). Seega, vahendamaks mandariinikoorte kiipsus- ja varskusastme moju mandariini eeterliku
Oli saagisele, voiks minimaalne HD aeg olla 2 tundi. Samas optimaalse HD aja maaramiseks tuleb
arvesse votta ka muid asjaolusid, ennekdike tugineda majanduslikele kaalutlustele, n6 tulud miinus
kulud. Minimaalselt 60% eeterliku 6li eraldamiseks peaks HD kestma 2,5-3 tundi.
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Joonis 22. HD 1-4 mandariini eeterliku 0li eraldumise dinaamika véljendatuna
protsentides.

4.1.1. Satsuma mandariinide eeterliku oli koostis

Satsuma mandariinide eeterliku 6li koostise hindamisel vaadeldi HD 1-4 komponentide keskmist
sisaldust. Kokku maarati 33 komponenti, mida leidub eeterlikus 8lis vdhemalt 0,05%. Eeterliku &li
keemilise koostise maadramisel kasutati lisaks massispektrite andmebaasile NIST ka vordlemist
kirjandusega®®. Joonisel 23 on toodud 11 peamist komponenti, mida leidub vihemalt 0,5% ja
summaarsena on toodud Ulejaanud 22 komponenti, mida leidub 0,05% kuni 0,49%.

Satsuma mandariini eeterlik 6li koosneb peamiselt limoneenist (D-limoneen), mis moodustab kogu
eeterlikust Olist tervelt 77+1%. Vahemal maaral leidub ka y-terpineeni (8,61£0,8%), B-mirtseeni
(3,2+0,1%), a-pineeni (1,7+0,2%), linalooli (1,4+0,6%) ja PB-pineeni (1,0+0,1%). Ulejaanud
komponente leidub alla 1%. Peamiste komponentide molekulstruktuurid ja eeterliku oli
kromatogramm on toodud vastavalt Lisas 3 ja Lisas 4.
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Joonis 23. Satsuma mandariinide HD 1-4 saadud eeterlike Glide keskmise koostise
peamised komponendid, mida sisaldub vdhemalt 0,5%. Summaarsena on toodud 22
komponenti, mida sisaldub 0,49-0,05% . Kokku 33 komponenti.

4.2. Hudrodestillatsiooni jadkvesi

HD kaigus jaab osa glikoflavonoididest jadkvette. Selleks, et hinnata, kui suur narirutiini ja
hesperidiini kadu esimese etapiga kaasneb, maarati nende kontsentratsioonid ka jadkvees. HD 1-4
jaakveed sisaldasid keskmiselt narirutiini 4,1+0,2 mg/g ja hesperidiini 3,4+0,5 mg/g kuiva biomassi
kohta, moodustades vastavalt 0,4% ja 0,3%. Seega vdib 6elda, et narirutiini ja hesperidiini kadu
esimeses etapis on marginaalne. Jadkvee hesperidiini osakaal oli keskmiselt 45,6+3,3%, tingituna
narirutiini suuremast vees lahustuvusest (hesperidiin 2,7 g/l, narirutiin 3,1 g/1)>*%. Saadud
tulemused on toodud ka joonisel 24.

33



(6]

> M narirutiin
S 4 ® hesperidiin
S~
oo
£
3
(o]
R
(%]
w2
=
C
3
2 1
(o]
~
0

HD 1-4 jaakvesi

Joonis 24. Hudrodestillatsiooni 1-4 jadkvee keskmine narirutiini ja hesperidiini
kontsentratsioon (sh, n=4).

4.3. Ultraheli ekstraktsiooni optimeerimine

4.3.1. Optimaalne etanooli sisaldus ekstrahendis

UAE metoodika valjatootamisel alustati optimaalse etanooli vesilahuse kontsentratsiooni
maadramisest. Selleks varieeriti 3 paralleelis EtOH sisaldust ekstrahendis vastavalt 60, 70, 80 ja 90%.

Antud eksperimendi jaoks kasutati Gruusiast saadetud kuivatatud ja jahvatatud mandariinimahla
pressijaaki. Biomassi ja solvendi suhe 1:20 g/ml ja UAE tingimused temperatuur 30 °C, aeg 30 min
ja vOimsus 180 W.

Eksperimendi tulemused on kujutatud joonisel 25, millelt on ndha, et nii hesperidiini ja narirutiini
saagised kui ka hesperidiini osakaal vahenevad EtOH sisalduse kasvades. Seega osutus optimaalseks
60% EtOH vesilahus. Seejuures hesperidiin on muutuste suhtes tundlikum kui narirutiin, saades
EtOH sisalduse kasvades 90%-ni vastavalt 60% ja 41% vdiksemad saagised.

% 10 9,5 M narirutiin
%_g 8,2 ® hesperidiin
£ 8 7,0
g 6,0 6,0
S 6 5,1
2 41 34
2 4
b
‘g’ 2
~

0

60% EtOH 70% EtOH 80% EtOH 90% EtOH

Joonis 25. Optimaalse EtOH sisalduse maaramine ekstrahendis (sh, n=3). Gruusia
kuivatatud ja jahvatatud mandariinimahla pressijaak, 1:20 g/ml, UAE (30 °C, 180 W, 30
min).
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4.3.2. Optimaalsed ultraheli ekstraktsiooni tingimused

Optimaalsete UAE tingimuste leidmiseks kasutati statistilist katseplaneerimist (DOE) Box-Behnkeni
mudeli ndol, tuginedes vastavuspinna meetodile. Eesmargiks seati maksimaalse hesperidiini
kontsentratsiooni saavutamine. Selleks viidi labi 15 eksperimenti, kasutades ekstrahendina 60%
EtOH. Varieeriti ekstraktsiooni temperatuuri (30, 40 ja 50 °C), véimsust (100, 140 ja 180 W) ja aega
(20, 30 ja 40 min). Box-Behnkeni mudel, faktorite vaartused ja tulemused on toodud tabelis 3.

Tabel 3. Box-Behnkeni mudel, faktorite vaartused ja tulemused.

Mudel Faktorite vaartused
Temp, Aeg, Voimsus, Hesperidiin,
X1 X2 X3 .
°C min w mg/g DW
1 - - 0 30 20 140 3,1
2 - + 0 30 40 140 3,7
3 + - 0 50 20 140 6,7
4 + + 0 50 40 140 6,7
5 0 - - 40 20 100 4,3
6 0 - + 40 20 180 4,8
7 0 + - 40 40 100 4,6
8 0 + + 40 40 140 5,0
9 - 0 - 30 30 100 2,9
10 + 0 - 50 30 100 6,2
11 - 0 + 30 30 180 3,3
12 + 0 + 50 30 180 6,9
13 0 0 0 40 30 140 5,0
14 0 0 0 40 30 140 4,3
15 0 0 0 40 30 140 5,0

DOE tulemused on kujutatud joonisel 26. UAE optimaalseteks vaartusteks saadi temperatuur 50 °C,
vBimsus 180 W ja aeg 40 min, hesperidiini teoreetilise kontsentratsiooniga 6,9 mg/g DW. Lisaks on
joonisel toodud ka mudeli ennustusprofiil, kus on ndha, et suurim md&ju hesperidiini
kontsentratsioonile on temperatuuril (p<<0,01) ja efekti omab ka ekstraktsiooni aeg (p=0,04), ent
vOimsus vaadeldavas vahemikus ei oma statistilist tahtsust (p=0,19).
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Joonis 26. Box-Behnken mudeli ennustusprofiil, optimaalsed UAE véaartused ja
teoreetiline maksimaalne hesperidiini kontsentratsioon.

Mudeli kontrollimiseks viidi saadud optimaalsetel tingimustel l1abi UAE. Ekstraktsiooni tulemusena
kinnitati eksperimentaalselt mudeli korrektsust, saades hesperidiini kontsentratsiooniks 6,7+0,1
mg/g kuiva biomassi kohta, erinedes teoreetilisest vaartusest kdigest 3,5%.

4.3.3. Matsereerimise ja ultraheli vajalikkus ekstraktsioonil

Kirjandusest oli teada, et hesperidiini lahustuvus suureneb markimisvaarselt pH tdustes tle 9.>°
Selle kontrollimiseks viidi labi UAE 20% Na>COs lahuse (pH ~11) osalusel.

1 g kuiva biomassi kaaluti katsutisse, lisati 1 ml Na,COs lahust ja segati. Uhtedes katsutites
matsereeriti biomassi 30 min ja seejarel lisati 60% EtOH, teistes biomassi ei matsereeritud, vaid
lisati kohe 60% EtOH, millele jargnes koheselt UAE peatiikis 4.3.2 kirjeldatud optimaalsetel
tingimustel (50 °C, 180 W, 40 min).

Paralleelselt viidi ekstraktsioonid labi ka UH vanni kasutamata. Selleks kaaluti katsutisse 1 g kuiva
biomassi, lisati 1 ml Na,COs lahust, segati ja lisati 60% EtOH. Uhed katsutid pandi 70 min loksutile
ja teised jaeti 12 paevaks lauale seisma.

Labiviidud eksperimentide tulemused vordluses eeltdotlemata biomassiga tehtud UAE-ga on
kujutatud joonisel 27. Tulemustest selgus, et Na,COs; omab vdga suurt efekti hesperidiini
kontsentratsiooni suurenemisele, saades koguni 4 korda kdrgema hesperidiini saagise. Samas on
ndha, et 30 min matsereerimist Na,COs; lahusega ei oma olulist md&ju hesperidiini
kontsentratsioonile (p=0,48). Paraku aga ei ole vGimalik elimineerida UH vanni kasutamist. Loksutil
labiviidud eksperimendil on kill hesperidiini sisaldus 1,7 korda suurem kui tavalise UAE korral, kuid
sellegipoolest on see 2,4 korda vaiksem kui matsereerimise ja UAE kombinatsiooni puhul. Samuti
ei paranda hesperidiini kontsentratsiooni oluliselt ka 12-paevane ekstraktsioon laual.
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Joonis 27. 20% Na,CO3; matsereerimise ja UAE mdju narirutiini ja hesperidiini
kontsentratsioonidele (sh, n=2). Hispaania Satsuma, 1:21,5 g/ml, 60% EtOH, UAE (50
°C, 180 W, 40 min).

Seega tehti kindlaks Na,COs ja UAE kombinatsiooni suur efekt ja olulisus hesperidiini
kontsentratsiooni kasvule ekstraktis. Lisaks tagab nende kombinatsiooni kasutamine ka
selektiivsema ekstraktsiooni hesperidiini suhtes, saades hesperidiini osakaaluks algse 63% asemel
koguni 85-86%. Antud tulemus on eriti oluline ja markimisvaadrne tulenevalt asjaolust, et ekstraktist
on kiirkolonnkromatograafiga keeruline isoleerida hesperidiini teistest lisanditest, ennekdike
narirutiinist.

4.3.4. Aluselise keskkonna loomine — Na,COs voi NaOH

Kuigi Na;COs; kasutamine biomassi matsereerimisel andis vdaga hea tulemuse, nagu eespool
naidatud, tekib paraku Na,COs lahustamisel vees slsihape (H,COs), mis laguneb omakorda H,0 ja
CO,. Seetottu sooviti aluselise keskkonna tekitamiseks leida alternatiiv, viies labi UAE,
matsereerides eelnevalt biomassi 30 min valtel hoopis NaOH lahusega.

Selleks, et Na,COs; ja NaOH osalusel labiviidavad ekstraktsioonid oleksid vorreldavad, arvutati
tulenevalt Na,COs hiidroliilisi vérrandist (1) sellele vastava NaOH kogus, eeldusel, et reaktsioon
kulgeb 18puni. Saadi, et 200 mg/ml Na>CO3 (20%, pH ~11) vastab 151 mg/ml| NaOH (15,1%, pH ~14).
Seega vBimaldaks NaOH kasutamine lisaks vahendada kemikaalide kasutamist koguni 25% vorra.

N32CO3 +2 Hzo —> 2 NaOH + H2C03 —> 2 NaOH + Hzo + COZ/I\ (1)

Biomassi matsereerimisel 20% Na,COs; lahusega saadi hesperidiini sisalduseks 27,5+0,7 mg/g DW ja
narirutiini sisalduseks 5,1+0,1 mg/g DW, hesperidiini osakaaluga 84,4%. Biomassi matsereerimisel
15,1% NaOH lahusega saadi aga hesperidiini sisalduseks 24,8+1,8 mg/g DW ja narirutiini sisalduseks
2,7+0,1 mg/g DW, sellest hesperidiini osakaal oli 90,1%. Tulemused on kujutatud ka joonisel 28.
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Joonis 28. Na,CO; ja NaOH osaluse mdju ekstraktsioonil narirutiini ning hesperidiini
kontsentratsioonidele (sh, n=2). Hispaania Satsuma, 1:21,5 g/ml, 60% EtOH, UAE (50
°C, 180 W, 40 min).

Kahe ekstraktsiooni tulemuste vordlemiseks viidi 1abi kahepoolne t-test, hinnates nii hesperidiini
kontsentratsiooni kui ka osakaalu ekstraktis. Selgus, et Na,COs; ja NaOH mdju hesperidiini
kontsentratsioonile ei oma statistilist erinevust (p=0,18). Kill aga oli NaOH matsereerimine
selektiivsem, andes suurema hesperidiini osakaalu (p=0,005).

Lisaks sellele, et CO, tekitav reagent oli voimalik vahetada NaOH vastu, parandas see oluliselt ka
UAE selektiivsust ehk hesperidiini osakaalu ekstraktis.

4.3.5. Optimaalne biomassi ja solvendi suhe

Optimaalse biomassi ja solvendi suhte hindamiseks varieeriti ekstraktsiooniks lisatava solvendi
koguseid saavutamaks suhted 1:21,5; 1:30; 1:40 ja 1:50 g/ml.

Eksperimentide labiviimiseks matsereeriti 1 g kuiva biomassi 1 ml 15,1% NaOH lahusega 30 min
valtel. Seejarel lisati 60% EtOH ja viidi labi UAE (temperatuur 50 °C, aeg 40 min, vGimsus 180 W).

Biomassi ja solvendi suhte mdju hesperidiini ja narirutiini kontsentratsioonidele ekstraktis on
toodud joonisel 29. Kdrgeimad hesperidiini kontsentratsioonid (52,4+1,0 mg/g DW) saadi biomassi-
solvendi suhte korral 1:40 ja 1:50. Kuna saadud hesperidiini kontsentratsioonid olid vérdsed, valiti
optimaalseks biomassi ja solvendi suhteks 1:40.
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Joonis 29. Biomassi ja solvendi suhte mdju narirutiini  ja hesperidiini
kontsentratsioonidele ekstraktis (sh, n=2). Hispaania Satsuma, 15,1% NaOH, 60%
EtOH, UAE (50 °C, 180 W, 40 min).

4.3.6. Optimaalsed ultraheli ekstraktsiooni ja matsereerimise tingimused

Optimaalsete tingimuste leidmiseks biomassi matsereerimisel NaOH lahusega kasutati samuti
katseplaneerimist Box-Behnkeni mudeli ndol, tuginedes vastavuspinna meetodile. Eesmargiks seati
nii maksimaalse hesperidiini kui ka minimaalse narirutiini kontsentratsiooni saavutamine. Selleks
viidi 1abi 15 eksperimenti, 60% EtOH ja biomassi-solvendi suhtega 1:40. Varieeriti temperatuuri (30,
40 ja 50 °C), NaOH kontsentratsiooni matsereerimisel (5, 10 ja 15%) ning matsereerimise aega (O,
30 ja 60 min). Box-Behnkeni mudel, faktorite vaartused ja tulemused on toodud tabelis 4.

Tabel 4. Box-Behnkeni mudel, faktorite vaartused ja tulemused.

Mudel Faktorite vaartused
Temp, NaOH, Mats aeg, Hesperidiin, Narirutiin,
X1 X2 X3 .

°C % min mg/g DW mg/g DW
1 - - 0 30 5 30 51,2 7,8
2 - + 0 30 15 30 55,4 4,5
3 + - 0 50 5 30 51,3 7,8
4 + + 0 50 15 30 51,6 4,6
5 0 - - 40 5 0 61,7 8,5
6 0 - + 40 5 60 51,2 8,0
7 0 + - 40 15 0 55,7 4,9
8 0 + + 40 15 60 55,8 4,8
9 - 0 - 30 10 0 58,2 5,1
10 + 0 - 50 10 0 53,6 4,8
11 - 0 + 30 10 60 51,9 4,4
12 + 0 + 50 10 60 48,7 4,3
13 0 0 0 40 10 30 55,1 4,9
14 0 0 0 40 10 30 52,5 4,5
15 0 0 0 40 10 30 55,2 4,7
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Katse tulemusena saadi UAE optimaalseteks vaartusteks temperatuur 36 °C, NaOH
kontsentratsioon matsereerimisel 12% ja matsereerimise aeg 0 min. Saadud tingimustel on
hesperidiini teoreetiline kontsentratsioon 57,9 mg/g DW ja narirutiini kontsentratsioon 4,6 mg/g
DW, milles hesperidiini osakaal on 92,6%. Tulemusi ja ennustusprofiile on kujutatud ka joonisel 30,
kus on ndha, et suurim mdju UAE on NaOH kontsentratsioonil (p<<0,01), aga mdju avaldab ka
matsereerimise aeg (p=0,004) ja UH vanni temperatuur (p=0,04).
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Joonis 30. Box-Behnkeni mudeli ennustusprofiil maksimaalse hesperidiini ja
minimaalse narirutiini vaartuste juures, optimaalsed UAE tingimused ja saadavad
teoreetilised hesperidiini ja narirutiini kontsentratsioonid.

Mudeli kontrollimiseks viidi saadud optimaalsetel tingimustel 1abi UAE. Ekstraktsiooni tulemusena
saadi hesperidiini kontsentratsioon 61,0+0,1 mg/g DW ja narirutiini kontsentratsiooniks 5,1%0,1
mg/g DW, milles hesperidiini osakaal on 92,2+0,1%.

Eksperimentaalselt saadud hesperidiini kontsentratsioon on 5,3% ja narirutiini kontsentratsioon
11,1% suurem teoreetilistest vaartustest. Samas, kui vorrelda eksperimentaalsete vaartuste
hesperidiini osakaalu teoreetilisega, on see koigest 0,4% vorra vaiksem. Seega voib delda, et mudel
sai eksperimentaalselt kinnitatud.

4.3.7. Ultraheli ekstraktsiooni optimeeritud eeskiri ja tulemus

Kaesoleva magistrit6o tulemusena tehti kindlaks optimaalsed UAE tingimused.

50 ml katsutisse kaaluti 1 g kuiva mandariini pressijaaki, lisati 1 ml 12% NaOH lahust ja segati
voimalikult Ghtlaselt. Seejarel lisati katsutisse EtOH ja destilleeritud vesi nii, et koos biomassis oleva
veega tuleks kokku 60% EtOH vesilahus, moodustades biomassiga suhte 40:1 ml/g DW. Viidi |3bi
UAE 40 min valtel, véimsusel 180 W ja temperatuuril 36 °C.
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Katsutid tsentrifuugiti (4500 rcf) 20 °C juures 5 min ja moddeti ekstrakti maht. Proovi
valmistamiseks HPLC-UV anallilsi jaoks tsentrifuugiti (12500 rcf) ekstrakti veel 2 ml katsutis 10 min
ning proov hapustati 50% sidrunhappe lahusega.

Optimeerimise alguses saadi hesperidiini kontsentratsiooniks ekstraktis 7,3%0,7 mg/g kuiva
biomassi kohta, moodustades biomassist 0,7%, mis on kdigest 2,3 korda suurem kui HD jadkvees
(0,3%). Narirutiini kontsentratsiooniks saadi 3,9+0,6 mg/g kuiva biomassi kohta, moodustades
biomassist 0,4%, olles sama nagu HD jadkvees. Esialgne hesperidiini osakaal ekstraktis oli
65,3+2,0%.

Optimeerimise tulemusena suurendati hesperidiini kontsentratsiooni, saades 61,0+0,1 mg/g kuiva
biomassi kohta, mis moodustab biomassist 6,10+0,01%. Narirutiini kontsentratsiooniks saadi
5,110,1 mg/g kuiva biomassi kohta, mis moodustab biomassist 0,51+0,01%. Optimeeritud
metoodikaga saadi hesperidiini osakaaluks ekstraktis 92,2+0,1%.

Seega suurendati optimeerimise tulemusena hesperidiini saagist koguni 8,7 korda, kui narirutiini
saagis suurenes vaid 1,25 korda, tanu millele suurenes ka hesperidiini osakaal 26,9% vorra. Saadud
esialgsed ja optimeeritud UAE tulemused on kujutatud joonisel 31.

Lisas 5 on toodud voérdlusena NaOH matsereeritud ja eelté6tlemata HPLC-UV kromatogrammid.
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Joonis 31. Esialgsed ja optimeeritud UAE tulemused. (sh, esialgne n=8, optimeeritud
n=2)
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Kokkuvote

Kadesolev magistritod tehti seoses KIK21023 projektiga, mille sisuks on ,Mandariinimahla
pressijddkide vaarindamise tehnoloogiate valjaarendamine eesmargiga leevendada Gruusia
puuviljamahla toostuste keskkonna jalajadlge, kasutades ringmajanduse pohimotteid”. Too
tulemusena arendati védlja ja optimeeriti kahest etapist koosnev kaskaadne mandariinimahla
pressijadgi vaarindamise tehnoloogia, et toota vaartuslikke kemikaale, limoneeni ja hesperidiini.

Esimese etapina eraldati hiidrodestillatsioonil mandariinimahla pressijaagist eeterlik 6li. Katsetest
selgus, et mandariinide kipsus- ja varskusaste mangib olulist rolli eeterliku 6li saagisele, olles
suurem kilipsemate mandariinide korral. Saagised varieerusid koguni 19%, jaddes vahemikku 0,6-
0,9% kuivast biomassist, keskmise saagisega 0,7+£0,1%. Samas kui vaadeldi eeterliku 6li eraldumise
diinaamikat protsentides 6. tunni I6puks saadud eeterlikust list, varieerus diinaamika vahem, olles
suurim esimese 2 tunni jooksul (ssh 52-11%), kui saadi katte ligikaudu pool eeterlikust dlist. Edasise
4 tunni jooksul varieerus diinaamika vaid 7-1%. Selleks, et vahendada mandariinide kiipsus- ja
varskusastme moju eeterliku 6li saagisele, voiks minimaalne destillatsiooni aeg olla 2 tundi. Kuid
minimaalselt 60% eeterliku 6li eraldamiseks peaks HD kestvus olema 2,5-3 tundi. Saadud eeterlikust
Olist méaarati 33 komponenti, mida leidus eeterlikus Glis vdhemalt 0,05%. Limoneeni sisalduseks
saadi 77+1%. Lopliku optimaalse destillatsiooni aja maaramiseks on vaja teha tasuvusanaliils.

Teise etapina viidi Iabi eelnevalt osaliselt ammendunud biomassist ultraheli ekstraktsioonil
hesperidiini eraldamine. Metoodika optimeerimiseks kasutati nii parameeter optimeerimist kui ka
katseplaneerimist Box-Behnkeni mudeli abil. Parameeter optimeerimisel varieeriti ekstrahendi
etanooli sisaldust (60-90%), matsereerimiseks aluselise keskkonna tekitajat (Na>CO3 voi NaOH) ning
biomassi ja solvendi suhet (1:21,5-1:50). Katseplaneerimise lahenemist kasutati kahel erineval
eksperimendi plaanil, kus ihes varieeriti UH vanni temperatuuri (30-50 °C) ja véimsust (100-180 W)
ning ekstraktsiooni aega (20-40 min). Teisel juhul varieeriti samuti UH vanni temperatuuri (30-50
°C), kui suurimat efekti omavat faktorit, aga lisaks ka NaOH kontsentratsiooni (5-15%) ja
matsereerimise aega (0-60 min).

Optimeeritud UAE metoodika tingimusteks saadi biomassi ja solvendi suhe 1:40, kasutades
solvendina 12% NaOH lahust ja 60% etanooli vesilahust, UH vanni vdimsus 180 W ja temperatuur
36 °C, ekstraktsiooni ajaga 40 min. Optimeerimise tulemusena suurendati hesperidiini saagist
koguni 8,7 korda, kui narirutiini saagis suurenes vaid 1,25 korda, tdnu millele suurenes ka
hesperidiini osakaal 26,9% vorra. Optimeeritud tingimustel saadi hesperidiini saagiseks 6,10+0,01%
kuivast mandariinimahla pressijadgist, osakaaluga 92,2+0,1%.

Sooritatud magistritoé tulemusena taideti kdik varasemalt seatud eesmargid. T66 edasi
arendamiseks tuleks valjatootatud tehnoloogia viia (le suuremale skaalale ja teha
tasuvusarvutused. Samuti vGiks uurida UAE statistiliselt vahem oluliste parameetrite mdju saagisele
ja sisendhinnale. Lisaks saaks vaarindamise kaskaadi lisada uusi etappe naiteks vabade suhkrute,
pektiini, tselluloosi ja hemitselluloosi eraldamise naol.

42



Abstract

Development of technology for cascade valorization of mandarin juice press residues

This master's thesis was made in connection with the KIK21023 project, on the topic "Development
of technologies for valorization of mandarin juice press residues with the aim of reducing the
environmental footprint of the Georgian fruit juice industries using circular economy principles". As
a result of this work, a two-stage cascade valorization technology was developed and optimized to
produce the valuable chemicals limonene and hesperidin from mandarin juice press residues.

As a first step, essential oil was separated from the mandarin juice press residue by
hydrodistillation. The experiments revealed that the degree of ripeness and freshness of mandarins
plays an important role in the yield of essential oil, being higher in the case of more ripe mandarins.
Yields varied by as much as 19%, ranging from 0.6-0.9% of dry biomass, with an average yield of
0.710.1%. While the dynamics of essential oil release was observed as a percentage of the essential
oil obtained by the end of 6 hours, the dynamics varied less, being the largest during the first 2
hours (RSD 52-11%), when approximately half of the essential oil was obtained. During the next 4
hours, the dynamics varied by only 7-1%. To reduce the influence of the ripeness and freshness of
mandarins on the essential oil yield, the minimum distillation time should be 2 hours. But to extract
at least 60% of the essential oil, the duration of HD should be 2.5-3 hours. 33 components, which
were found in at least 0.05% of the essential oil, were determined. The limonene content was
77+1%. A cost-effectiveness analysis is required to determine the final optimal distillation time.

As a second step, isolation of hesperidin was performed from previously partially depleted biomass
by ultrasound assisted extraction. Both parameter optimization and design of experiment using the
Box-Behnken model were used to optimize the method. Parameter optimization was used to
optimize the ethanol content of the extractant (60-90%), generate alkaline medium for maceration
(Na,COs3 or NaOH) and optimize the ratio of biomass to solvent (1:21.5-1:50). The DOE approach
was used on two different experimental plans, in one of which the temperature (30-50 °C) and
power (100-180 W) of the ultrasound bath and the extraction time (20-40 min) were varied. In the
second case, the temperature of the ultrasound bath (30-50 °C), as the most significant factor, the
concentration of NaOH (5-15%) and the maceration time (0-60 min) was varied.

The optimized UAE method conditions were obtained: the ratio of biomass to solvent was 1:40 g/ml
DW, 12% NaOH and 60% ethanol aqueous solution as a solvent, extraction time 40 min, ultrasound
bath power 180 W and temperature 36 °C. As a result of the optimization, the hesperidin yield was
increased as much as 8.7 times, while the narirutin yield increased only 1.25 times, leading to the
26.9% increase in the proportion of hesperidin. Under the optimized conditions, the yield of
hesperidin was 6.10£0.01% from dry mandarin juice press residue, with a proportion of 92.2+0.1%.

As a result of the master's thesis, all previously set goals were fulfilled. To further develop this
technology, it should be transferred to a larger scale and profitability calculations should be made.
Also, the statistically less significant factors of UAE could be investigated, to see its effect on yield
and input price. In addition, new steps could be added to the valorization cascade, for example the
separation of free sugars, pectin, cellulose and hemicellulose.
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Lisad

Lisa 1. HPLC-UV metoodika gradient elueerimise reziim

Aeg, min MQ, % ACN, %
0,00 75 25
6,00 67,5 32,5
6,01 25 75
12,00 25 75
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Lisa 2. HD 1-4 eeterliku Oli eraldumise statistiliste nditajate muutused ajas

Aeg, min | max-min, % |keskmine, % sh ssh, %

0 0 0,0 0,0 0
15 18 16,2 8,5 52
30 18 21,8 8,0 37
45 15 27,4 7,3 27
60 15 32,0 7,2 22
90 15 42,0 6,5 15
120 12 50,5 5,6 11
150 10 58,1 4,3 7
180 7 67,8 3,1 5
240 2 81,0 0,8 1
300 4 89,2 1,7 2
360 0 100,0 0,0 0
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Lisa 3. Satsuma mandariinide eeterliku 6li peamiste komponentide

struktuurid

o-pineen B-pineen B-mirtseen
D-limoneen B-otsimeen y-terpineen
terpinoleen linalool terpineen-4-ool
OH
HO
a-terpineool a-farneseen

:

X




Lisa 4. Satsuma mandariinide eeterliku o6li GC-MS kromatogramm

x10 j 4

0.95 -
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0.8
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Aeg, min

1) a-pineen, 2) B-pineen, 3) B-miirtseen, 4) limoneen, 5) B-otsimeen, 6) y-terpineen, 7) terpinoleen,
8) linalool, 9) terpineen-4-ool, 10) a-terpineool, 11) a-farnaseen
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Lisa 5. Ultraheli ekstraktsioonil saadud ekstrakti HPLC-UV kromatogramm
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