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1. UVOD

Povecéanje svjetske populacije, uz promjenu nafina Zivota te visoki Zivotni standard,
dovelo je do povecanja svjetske potrodnje energije. Trenutno je sirova nafta osnovna
sirovina za proizvodnju goriva i kemikalija, ali zalihe nafte se vrlo brzo smanjuju Sto stavlja
pritisak na automobilsku i avionsku industriju. Osim toga, postoje jasni znanstveni dokazi da
emisije staklenickih plinova koje proizlaze iz izgaranja fosilnih goriva i prenamjene zemljista
uzrokuju klimatske promjene na Zemlji. Uzimajuéi u obzir navedene probleme, postoji
znacajan interes za pronalaskom jeftinih, obnovljivih izvora energije koji ¢e zamijeniti fosilna
goriva, ali takoder smanijiti emisiju staklenickih plinova (Suhag i Sharma, 2015).

Medu svim obnovljivim izvorima energije, biomasa je najveéi, najraznolikiji i najlakse
dostupan resurs koji nudi mogucnost proizvodnje Sirokog raspona novih polimera i
bioproizvoda (Cherubini, 2010). Biorafinerija je postrojenje koje ujedinjuje procese prerade
biomase te opremu za proizvodnju kemikalija s dodanom vrijednoS¢u, goriva, topline te
energije iz razliCitih izvora biomase (Demirbas, 2010).

Na svjetskoj razini se svake godine proizvede oko 140 bilijuna tona biomase u
poljoprivrednom sektoru, a velik dio se smatra otpadom (Zuin i Ramin, 2018). Narancina
kora jest izvrstan primjer poljoprivrednog otpada koji u velikoj koli¢ini zaostaje nakon
proizvodnje sokova, a moze posluziti kao sirovina u biorafinerijama budu¢i da je bogata
polimerima (celuloza, hemiceluloza i pektin), enzimima (npr. pektin-esteraza), flavanoidima,
eteri€nim uljima (veé¢inom limonen) te pigmentima. Kako bi se koncept biorafinerije potpuno
temeljio na ekoloski prihvatljivim nacelima, prilikom iskoriStavanja potencijala biomase
potrebno je primjenjivati tehnologije koje proizvode §to manje dodatnog otpada i zahtijevaju
manji utroSak energije te osigurati primjenu ekoloSki neSkodljivih kemikalija i otapala (Morais
i Bogel-Lukasik, 2013).

Cilj ovog rada je ispitati mogucnost primjene eutektickog otapala kolin-klorid:etilen-
glikol s 30 %, 50 % i 80 % vode (w/w) u valorizaciji otpadne narancine kore. U tu svrhu,
ispitana je mogucnost izdvajanja polifenolnih spojeva te proteina iz naranCine kore
primjenom eutektickog otapala, aktivhost enzima pektin-esteraze izdvojenog iz narancine
kore u sintetiziranom eutektitkom otapalu te iskoriStavanje potencijala hidrolitickih enzima
naranc¢ine kore u kineti¢koj rezoluciji (R,S)-1-feniletil acetata primjenom eutektickog otapala

kao medija za provedbu rezolucije.



2. TEORIJSKI DIO

2.1. Koncept biorafinerije

Sve brojnija ljudska populacija te posljedi¢no rastu¢a potraznja za hranom, energijom i
vodom, kao i klimatske promjene, predstavljaju ozbiljne probleme s kojima se ¢ovje€anstvo
suoCava. Navedeni izazovi dovode do razvoja novih tehnologija koje ¢e pomocéi u
savladavanju jaza izmedu gospodarskog rasta te ekoloSke odrzivosti. Svjetski gospodarski
forum (eng. World Economic Forum) 2008. i 2009. godine je identificirao primjenu
biorafinerija kao jedno od potencijalnih rjeSenja koje ¢e ublaziti prijetnju klimatskih promjena
te zadovoljiti potrebe CovjeCanstva za energijom, gorivima, materijalima i kemikalijama.
Biorafinerija je slina rafineriji nafte, osim $to biorafinerija koristi biomasu umjesto nafte za
proizvodnju transportnih goriva, topline, energije, kemikalija i materijala. Biomasa
predstavlja obnovljiv izvor energije te je CO, neutralna (World Economic Forum, 2010).

Biorafinerija ne predstavlja potpuno novi koncept. Industrije Skroba, Secera, pulpe i
papira koje koriste tradicionalne procese konverzije se smatraju prvom fazom biorafinerija.
Medutim, globalno zatopljenje, potreba za sigurno$éu opskrbe energijom i hranom te
poljoprivredna politika usmjeravaju ove industrije da se razvijaju u biorafinerije koje ce
odrzivo proizvoditi Sirok spektar kemikalija, materijala te bioenergije (Diep i sur., 2012).
Ideja koncepta biorafinerije jest daljnji razvoj postojecih biorafinerija baziranih na proizvodnji
hrane kao $to su postrojenja za preradu Secera, biljnih ulja, Skroba i Zitarica, ili razvoj
potpuno novih sustava koji bi se bazirali na frakcioniranju biomase cijelih usjeva u
odgovaraju¢e primarne sirovine, a one bi se dalje preradivale u odrZive bioproizvode (van
Ree i Annevelink, 2007).

2.1.1. Sirovine koristene u biorafinerijama

Pojam sirovine se odnosi na sirovi materijal koji se koristi u biorafinerijama. Biomasa se
sintetizira fotosintetskim procesima tijekom kojih se atmosferski ugljikov dioksid te voda
pretvaraju u Secere. Biljke koriste Secere kako bi sintetizirale sloZzene spojeve koji se opéenito
nazivaju biomasom. Obnovljive sirovine za biorafinerije se mogu osigurati iz Cetiri razliCita
sektora, a to su poljoprivreda (namjenski usjevi i ostaci), Sumarstvo, industrija (ostaci) i
kucanstva (Cvrsti otpad i otpadne vode) te akvakultura (alge i morske trave) (Cherubini,
2010).

Biorafinerije koje se baziraju na Secernim usjevima najceS¢e koriste Secernu repu ili
Secernu trsku kao sirovine koje su bogate saharozom. Saharoza se moZe lako ekstrahirati iz

biljnog materijala te se zatim procesom fermentacije prevodi do etanola ili drugih



biokemikalija. Usjevi bogati Skrobom kao Sto su kukuruz te pSenica podvrgavaju se enzimskoj
hidrolizi kako bi se 3krob razgradio do fermentabilnih SeCera koji se prevode u gorivo i
kemikalije. Medutim, cijena koriStenja sirovina bogatih Se¢erom i sirovina bogatih Skrobom je
visoka. Posljeditno je doSlo do porasta u istrazivanju prerade lignocelulozne biomase
fokusirajuci se na poljoprivredne ostatke te ostatke iz Sumarstva koji su lako dostupni, jeftini
te ne konkuriraju prehrambenoj industriji. Lignocelulozna biomasa je najzastupljenija u
biosferi te ima glavnu ulogu u zamjeni fosilnih goriva kao sirovina za odrzivu proizvodnju
tekucih goriva i kemikalija kroz pristupe biorafinerije. Biomasa algi predstavlja takoder
obecavajucu alternativnu sirovinu u biorafinerijama zbog puno veée fotosintetske
ucinkovitosti, produktivnosti te sadrzaja ulja. Dodatnu prednost predstavlja to $to biomasa
algi ne konkurira prehrambenim usjevima, obradivu tlu i pitkoj vodi (Suhag i Sharma, 2015).
Mikroalge rastu ve¢om brzinom te zahtijevaju manje vode u odnosu na kopnene usjeve
(Balat, 2011.), dok njihov fototrofni rast ima pozitivan uc¢inak na okoli§ buduéi da mikroalge
recikliraju CO, koji se sagorijevanjem ispusti u okoli§ tijekom fotosintetskih procesa (100
tona biomase zahtijeva 180 tona CO,) (Chisti, 2007). Biomasa mikroalgi se mozZe koristiti kao
potencijalna sirovina za proizvodnju biodizela, bioetanola te drugih visokovrijednih proizvoda.
Nakon ekstrakcije ulja i pigmenata, ostatak biomase se moZe Koristiti kao supstrat za

proizvodnju vodika (Suhag i Sharma, 2015).

2.1.2. Klasifikacija biorafinerija

Potpuno jasan klasifikacijski sustav biorafinerija joS uvijek ne postoji. Postoji nekoliko
klasifikacijski sustava koje su razvile razli¢ite organizacije (Diep i sur., 2012).

Klasifikacijski sustav koriSten u lzvjeStaju o statusu biorafinerije iz 2007. godine (eng.
Status Report Biorefinery 2007) dijeli biorafinerije na konvencionalne biorafinerije, zelene
biorafinerije, biorafinerije cijelih usjeva, biorafinerije lignocelulozne sirovine, biorafinerije
zasnovane na konceptu dvije platforme, termokemijske biorafinerije te morske biorafinerije
(van Ree i Annevelink, 2007).

1. Konvencionalne biorafinerije su zapravo ve¢ spomenute postojece industrije kao Sto
su industrija Skroba i prehrambena industrija. Ove industrije pokuSavaju dodati
vrijednost svojim otpadnim proizvodima opskrbljujuci njima druge industrijske sektore
kao Sto je industrija sto¢ne hrane. Medutim, i dalje je naglasak na glavnim
proizvodima te se jo$ uvijek ne ulazu veliki napori u proizvodnju biokemikalija i
biogoriva.

2. Zelene biorafinerije se baziraju na tlacenju biomase prirodno bogate vodom kao $to

su zelena trava te djetelina. Koncept ove biorafinerije se razlikuje od ostalih jer se
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svjeZa biomasa procesira Sto znaCi da je nuZno brzo procesiranje biomase ili je
potrebno koristiti metode konzerviranja (npr. silaza) kako bi se sprijecila razgradnja
biomase.

3. Biorafinerije cijelih usjeva se zasnivaju na suhom ili vlaznom mljevenju biomase.
Sirovine koje se koriste jesu Zitarice poput pSenice, kukuruza i razi. Prvi korak jest
mehanicko razdvajanje u dvije frakcije koje se dalje preraduju. Ukoliko je rije¢ o
kukuruzu, prvu frakciju ¢e Ciniti zrna kukuruza, a drugu stabljika, lis¢e te klip
kukuruza.

4. Biorafinerije lignocelulozne sirovine se zasnivaju na frakcioniranju biomase bogate
lignocelulozom u meduproizvode poput celuloze, hemiceluloze i lignina, koji se dalje
preraduju u razli¢ite proizvode.

5. Biorafinerije zasnovane na konceptu dvije platforme se temelje na frakcioniranju
biomase u Secernu frakciju te frakciju lignina. Seéerna frakcija se biokemijski pretvara
u potencijalne bioproizvode poput kemikalija, biogoriva i materijalnih proizvoda, dok
se frakcija lignina termokemijski prevodi u sinteti¢ki plin za proizvodnju proizvoda na
bazi bioplina, ukljucujuci energiju i/ili toplinu.

6. Termokemijska biorafinerija se zasniva na nekoliko tehnologija kao Sto su torefakcija,
piroliza te uplinjavanje biomase.

7. Morska biorafinerija se zasniva na primjeni mikroalgi i makroalgi kao izvora biomase.
Ovisno o vrsti algi te uvjetima uzgoja, morska biomasa moZe akumulirati znacajne

koliCine bioloskih proizvoda (ugljikohidrati, Skrob, vitamini).

Navedeni kriterij klasifikacije biorafinerija nije homogen. Neki sustavi se odnose na
vrstu sirovine (npr. biorafinerija lignocelulozne sirovine, morska biorafinerija), dok se drugi
sustavi baziraju na primijenjenim tehnologijama (npr. termokemijska, konvencionalna te
biorafinerija zasnovana na konceptu dvije platforme). U ovakvom nacinu Kklasifikacije
nedostaje mogucnost primjene tehnolo3kih procesa na razliCite izvore sirovina. Primjerice,
biorafinerije u kojima se drvo uplinjava do sintetickog plina mogu se okarakterizirati kao
biorafinerije lignoceluloze biomase te kao biorafinerije zasnovane na konceptu dvije
platforme. Zatim, biorafinerije koje koriste zrna Zitarice i/ili ostale dijelove Zitarica (kao u
konvencionalnoj proizvodnji bioetanola iz kukuruza) mogu se nejasno klasificirati kao
biorafinerije cijelih usjeva. Takoder nije uzeta u obzir moguénost kombiniranja razli¢itih
biorafinerija povezivanjem razli€itih tehnologija (Cherubini i sur., 2009).

Prema sustavu klasifikacije preporu¢enom od Internacionalne agencije za energiju

(eng. International Energy Agency, IEA), svakom biorafinerijskom sustavu se pristupa



neovisno o0 drugim sustavima, te se svaki sustav identificira, klasificira i opisuje prema
individualnim karakteristikama koje uklju¢uju platforme, proizvode, sirovine i procese
(Cherubini i sur., 2009; Diep i sur., 2012).

Platforme (npr. jednostavni Seceri (pentoze i heksoze), sintetiCki plin, bioplin)
predstavljaju intermedijere koji povezuju sirovine s konacnim proizvodom. Broj ukljucenih
platformi je pokazatelj slozenosti biorafinerijskog sustava. Proizvodi biorafinerije su
podijeljeni na energetske prizvode i materijalne proizvode. U energetske proizvode spadaju
transportna goriva kao 3to su bioetanol, biodizel, sinteticka biogoriva, biometan te struja i
toplina, a materijalni proizvodi ukljucuju fine kemikalije poput aminokiselina i organskih
kiselina koje se koriste u prehrambenoj, kemijskoj i petrokemijskoj industriji, krmiva,
polimere, biomaterijale. Sirovine se mogu podijeliti na namjenske usjeve iz poljoprivede,
Sumarstva ili vodenih sustava (npr. Skrobni usjevi te morska biomasa) te na ostatke biomase
koji dolaze iz poljoprivrede, Sumarstva i industrije (npr. lignocelulozni ostaci, organski ostaci)
(Diep i sur., 2012). Sto se tiée procesa koji se koriste u biorafinerijama, razlikuju se Getiri
vrste procesa. Mehanicki/fizikalni procesi (npr. predtretman, mljevenje, destilacija) ne
mijenjaju kemijsku strukturu komponenata biomase, ali djeluju na smanjenje Cestica
biomase ili uzrokuju razdvajanje komponenata biomase. Biokemijski procesi se odvijaju pri
blagim uvjetima uz pomo¢ mikroorganizama ili enzima, a ukljuCuju aerobnu i anaerobnu
fermentaciju, enzimsku konverziju te anaerobnu razgradnju. Tijekom kemijskih procesa
dolazi do kemijske promjene u supstratu (npr. hidroliza, transesterifikacija, oksidacija), dok
se tijekom termokemijskih procesa sirovina izlaze ekstremnim uvjetima (visoka temperatura
i/ili tlak), a one ukljuCuju pirolizu, sagorijevanje, uplinjavanje. Primjer ovakvog nacina
klasifikacije jesu biorafinerije zasnovane na platformi C6 SecCera za dobivanje bioetanola i
sto€ne hrane iz Skrobnih usjeva te biorafinerije zasnovane na platformi sintetickog plina za

dobivanje sintetickih goriva i kemikalija iz lignoceluloznih ostataka (Cherubini i sur., 2009).

2.1.3. Tehnicki izazovi biorafinerija

Postoje mnogi tehnicki izazovi koje biorafinerije trebaju savladati u buducnosti, a
ukljuéuju povecanje prinosa sirovine, napredak tehnologija za iskoristenje lignina,
poboljSanje enzima i mikrobnih stanica, napredak procesa prerade sirovine te logistiku (Diep
i sur., 2012).
Prinos sirovine i sastav biomase. Kljutno je poboljsati prinos sirovine te sastav biomase radi
postizanja optimalne ucinkovitosti konverzije, a to se moZe posti¢i primjenom metoda

geneti¢kog inZenjerstva (Diep i sur., 2012). VazZna je i sigurnost opskrbe sirovinom. Razliiti



vremenski uvjeti uzrokuju varijacije u koli¢ini, kvaliteti i cijeni sirovine zbog ¢ega je potrebno
osigurati veci globalni sektor biomase te rezervne zalihe biomase (Bauen i sur., 2012).
Unaprjedenfe tehnologija za iskoristenje lignina. Lignin je vaZzan sastavni dio lignocelulozne
biomase te €ini 10 — 35 % teZine biomase. To je aromatski heteropolimer koji povezuje
celulozna vlakna u €vrstu izvanstaniCnu strukturu te Stiti biljku od okolidnih uvjeta. Povijesno
gledano, lignin se iskoriStavao sagorijevanjem pri ¢emu se oslobada energija potrebna za rad
postrojenja. Medutim, razvoj konkurentnog biorafinerijskog sustava zahtijeva povecanje
iskoristivosti lignina zbog ¢ega je potrebno razviti procese za razdvajanje lignina od drugih
dijelova biomase te procese depolimerizacije lignina na monomerne podjedinice koje ¢e se
zatim prevesti u visokovrijedne proizvode kao Sto su ugljicna vlakna, adhezivi, fenolne smole
(Davis i sur., 2016).

Povecanfe ucinkovitosti enzima. Najveéu primjenu u biorafinerijskim sustavima imaju
amilaze, celulaze, ksilanaze te lignin peroksidaze. Obecavajuéi potencijal u biorafinerijama
imaju i lipaze, proteaze te pektinaze (Escamilla-Alvarado i sur., 2016). Veliki tehnicki izazov
jest potreba za razvojem ucinkovitijih enzima te enzima otpornijih na ekstremne uvjete,
pogotovo za preradu lignoceluloznih sirovina. Najveca prepreka ucinkovitosti enzimske
razgradnje lignocelulozne sirovine jest evolucija biljaka tako da stani¢na stijenka bude Sto
otpornija na razgradnju pomoc¢u mikroorganizama i njihovih enzima. Kako bi se poboljSala
izvedivost biokonverzije lignoceluloze, enzimi moraju imati visoku kataliticku ucinkovitost,
otpornost na visoke temperature te ne smiju biti podlozni inhibiciji produktom zbog Cega
postaju znacajni pristupi poput enzimskog inZenjerstva, rekonstitucije sastava enzimskih
koktela te potraZznje za superiornijim enzimima (Mohanram i sur., 2013).

Poboljsanfe  karakteristika ~mikroorganizama. Za pove€anje prinosa potrebni su
mikroorganizmi koji ¢e imati visoku produktivnost te ¢e osigurati visok prinos Zeljenog
produkta (Diep i sur., 2012).

Optimizacija procesa prerade sirovine te logistika. TehniCki izazovi se takoder odnose na
optimizaciju procesa prerade sirovina te logistiku Sto ukljuCuje osiguravanje niske cijene
transporta sirovine, razvoj tehnika oC€uvanja sirovine radi kontrole kemijskih i fizickih
promjena biomase tijekom procesa prije obrade sirovine (npr. transport, skladistenje) te
uspostavljanje distribucijske mreze proizvoda koja moze koristiti ve¢ postojeci infrastrukturu

(npr. postojec¢e naftovode) (Diep i sur., 2012).



2.1.4.

prehrambene industrije

Primjena biorafinerijskog pristupa na otpadnoj kori narance iz

Proizvodnja naranci ima veliku ulogu u gospodarstvu brojnih drzava poput Brazila,
Sjedinjenih Americkih Drzava, Meksika te mediteranskih drzava. Otprilike 50-60 % mase
obradenih agruma predstavlja otpad kojeg Cine kora, sjemenke te ostaci membrana koji
zaostaju nakon ekstrakcije soka (Wilkins i sur., 2007). Navedeni otpadni produkti su se
najéeSce zbrinjavali odlaganjem na zemljiStu u blizini mjesta proizvodnje Sto je u nekim
podrucjima ugrozilo lokalne vodotokove te uzrokovalo nekontroliranu proizvodnju metana.
Problem zbrinjavanja otpada narance te drugih agruma doveo je do znacajnog interesa u
pronalasku odgovornijih nagina postupanja s takvim otpadom (Angel Siles Lépez i sur.,2010).

Kora narance sadrzi ugljikohidratne polimere (celulozu, hemicelulozu, pektin), slobodne
Secere (glukozu, fruktozu i saharozu), masti, organske kiseline, enzime (pektinaze, fosfataze
i peroksidaze), flavanoide, eteri¢na ulja te pigmente (Satari i Karimi, 2018). Primjena kore
narane bez razdvajanja sastavnih komponenata predstavlja najjednostavniji nacin
iskoriStavanja kore naranCe. Takav pristup podrazumijeva koriStenje kore narance kao
dodatka krmivima pri ¢emu se otpad susi te oblikuje u pelete, nakon ¢ega se peleti koriste
kao hrana za Zivotinje (Wilkins i sur., 2007) ili kompostiranje kore narance, nakon cega se
koristi kao organsko gnojivo (van Heerden i sur., 2002). Medutim, kora narance sadrZi
mnoge visokovrijedne spojeve te se zbog toga nastoji

povecati vrijednost ovog

poljoprivrednog otpada primjenom biorafinerijskog pristupa (slika 1).

Kora narance

Ekstrakcija otapalom
> Eteri¢na ulja
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Slika 1. Shematski prikaz biorafinerije naranc¢ine kore (Angel Siles Lépez i sur., 2010).



U visokovrijedne spojeve naranine kore koji imaju najveéu ekonomsku vrijednost
ubrajaju se eteritna ulja te pektin (Angel Siles Lépez i sur., 2010).

Etericna ulja su smjese aromatskih i hlapljivih spojeva, a ekstrahiraju se iz biljaka. Pri
sobnoj temperaturi su uglavnhom u tekuéem stanju te lako kristaliziraju. Eteri€na ulja su
vazna za zastitu biljaka buduéi da pokazuju antimikrobnu aktivnost protiv patogena koji se
prenose hranom. Sadrze preko stotinu razli€itih spojeva, a najveci udio €ine terpeni. Etericna
ulja agruma imaju veliku primjenu u prehrambenoj industriji zbog GRAS statusa koji im je
dodjelila Ameri¢ka agencija za hranu i lijekove (eng. US Food and Drug Administration)
(Espina i sur., 2011). Glavna komponenta eteri¢nih ulja u kori narance je limonen. Limonen
je monociklicki terpen koji se sastoji od dvije izoprenske jedinice, a sintetizira se u biljci kao
sekundarni metabolit. Razlikuju se D-limonen i L-limonen, pri ¢emu samo D-limonen ima
ugodan miris narance. D-limonen ima veliku primjenu u prehrambenoj, kozmeti¢koj i
farmaceutskoj industriji. Takoder se koristi kao zeleno otapalo pri ekstrakciji (Ciriminna i sur.,
2014). Ekstrakcija limonena iz kore narance je relativho jednostavna te se provodi hladnim
preSanjem, destilacijom ili ekstrakcijom pomocéu otapala, najéeSée heksanom ili ugljicnim
dioksidom (Hull i sur., 1953).

Otpadna kora narance je vrlo vaZzan izvor pektina buduci da u svom sastava u sadrZi
42,50 % pektina (Rivas i sur., 2008). Pektini su heteropolisaharidi sastavljeni od tristo do
tisu€u saharidnih jedinica galakturonske kiseline i ramnoze s bo¢nim ograncima gradenim od
R-D-galaktoze ili L-arabinoze. Nalaze se u primarnoj stani¢noj stijenci te srediSnjoj lameli
stanicne stijenke biljaka (Ciriminna i sur., 2015). Pektini imaju primjenu u prehrambenoj
industriji kao geliraju¢i agensi (proizvodnja dZzemova, Zelea i slicnih proizvoda) te se koriste
pri proizvodnji slatkiSa, punjenja, kao stabilizatori u vo¢nim sokovima i mlije€nim napicima.
Kako bi se ekstrahirao pektin, kora naranCe se susi i zatim se podvrgava kiselinskoj hidrolizi.
Hidrolizat se odvaja, koncentrira te se potom provodi ekstrakcija etanolom. Gel koji se
formira nakon 24 sata pri niskoj temperaturi odvaja se filtracijom i susi na 70 °C. Pektin se
takoder moze ekstrahirati iz otpadne kore naranfe pomocu poligalakturonaze koju proizvodi
Kluveromyces fragilis (Angel Siles Lopez i sur., 2010).

Osim etericnih ulja i pektina, vrlo znacajni spojevi u otpadnoj kori narante su
flavanoidi. To su fenolni spojevi koji su prisutni u visokim koncetracijama u kori agruma, a
pozitivho djeluju na ljudsko zdravlje zbog antioksidacijskog ucinka. Flavanoni su najveéa
grupa flavanoida koja je prisutna u agrumima. Koli¢ina flavanoida u kori narance se razlikuje
ovisno 0 mjestu uzgoja biljke. Flavanoidi se naj¢eSCe ekstrahiraju pomocu etanola i/ili

mjeSavine etanola i metanola (Satari i Karimi, 2018).



Naranc¢ina kora sadrzi takoder znacajne koliCine celuloze, hemiceluloze i lignina koji se
mogu iskoristiti za proizvodnju visokovrijednih proizvoda kao 5to su etanol, metan te
industrijski enzimi pomoc¢u mikroorganizama. Buduéi da je kora narance bogata organskim
kiselinama te eteri¢nim uljima koji se smatraju antimikrobnim agensima, potrebno je odrediti
najvisu koncentraciju D-limonena koja nece inhibirati proizvodnju etanola te neutralizirati pH
radi ostvarenja najvece produktivnosti. Otpadna kora narance se moze koristiti i kao supstrat
za proizvodnju metana, glavne komponente prirodnog plina, u anaerobnim uvjetima pomodu
metanogenih bakterija. Primjer industrijski vaznih enzima koji se mogu dobiti pomocu
otpadne kore narance jesu pektinaze. Visok sadrzaj pektina u kori narance moZze inducirati
sintezu pektinaza u mikroorganizmima koji rastu na otpadnoj kori narance (Angel Siles Lépez
i sur., 2010). Ovi enzimi imaju Sirok raspon primjene u proizvodnji sokova gdje sluze u
poboljSavanju ekstrakcije i bistro¢e sokova (Kashyap i sur., 2001).

Otpadna narancina kora ima takoder i brojne druge primjene koje su slabije istrazene,
ali imaju velik potencijal. Potencijalnu primjenu ima u apsorpciji iona teSkih metala te
tekstilnih boja u otpadnim vodama, za proizvodnju sukcinske kiseline koja sluzi za
proizvodnju poliamida i poliestera te kao dodatak papirnoj pulpi Sto dovodi do smanjenja

konacne cijene papira (Angel Siles Lopez i sur., 2010).

2.2. Eutekticka otapala

Zelena tehnologija je u potrazi za novim otapalima koja ¢e zamijeniti uobicajena
organska otapala koja se toksicna i hlapljiva. U zadnja dva desetlje¢a veliku pozornost
znanstvenika su privukle ionske kapljevine (eng. Ionic Liquids, ILs) zbog njihove
nehlapljivosti pomoc¢u kojih bi se smanjila emisija hlapljivih organskih spojeva u atmosferu
(Rogers i Seddon, 2003). Ionske kapljevine su organske soli sa temperaturom taliSta nizom
od 100 °C (Huddleston i sur., 1998). Velik potencijal ovih otapala proizlazi iz njihovih
fizikalno-kemijskih svojstava koja se mogu mijenjati kombinacijom razli¢itih kationa i aniona.
Medutim, nedostatak ionskih kapljevina je njihova slaba biorazgradivost, biokompatibilnost te
odrzivost (Paiva i sur., 2014).

Alternativa ionskim kapljevinama jesu eutekticka otapala (eng. Deep Eutectic Solvents,
DES). To su smjese dviju ili viSe komponenata koje se medusobno mogu povezati vodikovim
vezama tvore€i eutekticku smjesu koja ima nize taliSte, nego pojedinacne komponente
smjese (Zhang i sur., 2012). Kada su komponente koje izgraduju eutekticko otapalo primarni
metaboliti kao Sto su organske kiseline, aminokiseline i Seceri (slika 2), takva se otapala

nazivaju prirodnim eutektickim otapalima (eng. Natural Deep Eutectic Solvents, NADES)



(Paiva i sur., 2014). Eutekticka otapala imaju velik potencijal kao zelena tehnologija u

biorafinerijskom konceptu za separaciju pojedinih dijelova biomase.
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Slika 2. Kemijske strukture razli€itih spojeva koji mogu formirati prirodna eutekticka otapala
(Paiva i sur., 2014).

U vecini slu€ajeva, eutekticka otapala se dobivaju mijeSanjem kvaterne amonijeve soli
s metalnim solima ili donorom vodikove veze koji ima sposobnost stvaranja kompleksa s
halogenim anionom kvaterne amonijeve soli (Zhang i sur., 2012). Kolin-klorid se vrlo €esto
koristi kao organska sol za proizvodnju eutektic¢kih otapala koja ulazi u interakciju s jeftinim i
lako dostupnim donorima vodika (urea, glicerol, polioli iz ugljikohidrata ili karboksilne kiseline
dobivene iz razli¢itih izvora) zbog niske cijene, biorazgradivosti i niske toksi¢nosti (Zhao i
sur., 2013). Novonastale vodikove veze u ovim otapalima uzrokuju mjestimi¢nu delokalizaciju
naboja Sto uzrokuje snizavanje taliSta smjese u odnosu na taliSte pojedina¢nih komponenti.
Sinteza eutektickih otapala ima stopostotnu atomsku iskoristivost, jednostavna je te nije
potrebno procis¢avanje ¢ime je prijenos u veée mijerilo lako izvediv (Zhang i sur., 2012).
Eutektitka otapala se mogu pripraviti na vise nacina: iz koncentrirane vodene otopine koja
sadrzi svaku komponentu, iz otopine jedne komponente u kojoj je druga disocirana ili iz
krute mjeSavine dviju komponenti koje se zagrijavaju do unaprijed odredene vrijednosti
temperature (Paiva i sur., 2014).

Glavna prednost eutektickih otapala u odnosu na ionske kapljevine jest €injenica da se
eutekticka otapala mogu sintetizirati od prirodnih primarnih metabolita $to upucéuje na to da
eutekticka otapala imaju znacajno manju toksi¢nost od ionskih kapljevina (Paiva i sur.,

2014). Toksi¢nost eutektickih otapala ovisi o sastavu, viskoznosti te koncentraciji otapala

10



(Hayyan i sur., 2013). Toksi¢nost pojedinih eutektickih otapala prema bakterijama ukazuje

na potencijalnu primjenu ovih otapala kao antibakterijskih agensa (Paiva i sur., 2014).

2.2.1. Primjena eutektickih otapala u ekstrakciji

Ucinkovitost otapala koja se koriste u procesu ekstrakcije ovisi o njihovoj sposobnosti
otapanja razlicitih komponenti. Eutekticka otapala imaju sposobnost primanja i otpuStanja
protona i elektrona zbog ¢ega mogu uspostavljati vodikove veze, a time se poboljSava
njihova sposobnost otapanja.

Eutekticka otapala povecavaju topljivost slabo topljivih molekula kao $to su benzojeva
kiselina, griseofulvin, danazol te itrakonazol. ZapaZena je od 5 do 20 000 puta bolja topljivost
ovih spojeva u eutektickom otapalu sastavljenom od kolin-klorida i uree, nego u vodi Sto
potvrduje primjenjivost eutektiCkih otapala u ekstrakciji bioaktivnih molekula (Paiva i sur.,
2014).

Dai i sur. (2013) su proucavali ekstrakciju polifenolnih spojeva iz Safranike koristei
razli¢ita prirodna eutekticka otapala sastavljena od mlijecne kiseline i glukoze, glukoze i
kolin-klorida te fruktoze, glukoze i saharoze. ZapaZzena je velika sposobnost ekstrakcije
fenolnih spojeva Sto je povezano s vodikovim vezama koje se ostvaruju izmedu fenolnih
spojeva i molekula eutektiCkog otapala. Fizikalne karakteristike prirodnih eutekti¢kih otapala,
kao Sto su polarnost i viskoznost, takoder znaCajno utje€u na ucinkovitost ekstrakcije.
Optimiziranjem svih parametara (viskoznost, polarnost i temperatura) zabiljezena je veéa
ucinkovitost ekstrakcije fenolnih spojeva primjenom prirodnih eutektickih otapala u odnosu
na konvencionalna otapala kao $to su etanol i voda.

EutektiCka otapala takoder pronalaze primjenu u prociséavanju biodizela. Koriste se za
uklanjanje lipida iz biomase, ekstrakciju slobodnih masnih kiselina i nezasi¢enih masnih
kiselina, ekstrakciju glicerola nakon provedene reakcije transesterifikacije te ekstrakciju
preostalog katalizatora iz sirovog biodizela. Shahbaz i sur. (2010) su istrazivali primjenu 2
razliita eutekticka otapala u ekstrakciji glicerola koji se stvara kao sporedni produkt u
reakciji transesterifikacije. Eutekticka otapala su pripremljena pomoc¢u kolin-klorida i etilen-
glikola ili 2,2,2-triflouroacetamida u razli¢itim molarnim omjerima. ZapaZena je potpuna

ekstrakcija slobodnog glicerola pomocu sintetiziranih eutektickih otapala.
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2.2.2. Primjena eutektickih otapala u biokatalizi

Na biokatalizu utjeCu karakteristike eutektickog otapala. Vrlo je bitan odabir donora i
akceptora vodikove veze. Primjerice, eutekticko otapalo pripremljeno od kolin-klorida i
glicerola se obi¢no koristi kao dobro otapalo za enzimske reakcije, dok eutekticko otapalo
sastavljeno od kolin-klorida i mali¢ne kiseline ne daje zadovoljavajuce rezultate (Durand i
sur., 2012). Donori vodikove veze utjeCu na viskoznost eutektickog otapala, a to utjee na
prijenos mase svih reaktanata te mijenja brzinu reakcije (Zhang i sur., 2012).

Zabiljezen je i utjecaj eutektickih otapala na strukturu i aktivnost biokatalizatora Sto
posljedino povecava ili smanjuje efikasnost biokatalize. Eutekticko otapalo moze promijeniti
sekundarnu strukturu enzima povecavajuéi ili smanjujuéi udio a-zavojnice u sekundarnoj
strukturi. Primjer je peroksidaza iz hrena, gdje je veéi udio donora vodikove veze u
eutektickom otapalu povecao udio a-uzvojnice. Veci udio a-uzvojnice, a manji udio R-nabrane
ploCe je povecao aktivhost i stabilnost peroksidaze. Osim na sekundarnu strukturu,
eutekticka otapala mogu utjecati i na 3D strukturu enzima u vodenom okruzenju (Xu i sur.,
2017).

Mnogi enzimi su aktivni u eutektickim otapalima iako eutekticka otapala mogu biti
sastavljena od denaturiraju¢ih spojeva kao $to su urea i limunska kiselina (Paiva i sur.,
2014). Primjer ovakvih enzima jesu lipaze. Lipaza B iz Candida antartica pokazuje visoku
aktivnost i stabilnost u eutektiCkim otapalima koja sadrZze kolin-klorid (Durand i sur., 2013).
Lipaze imaju veliku primjenu u farmaceutskoj industriji zbog visoke enantioselektivnosti,
regioselektivnosti i kemoselektivnosti. Medutim, velik problem predstavlja dobivanje Cistog
produkta, a potencijalno rjeSenje bi bila primjena dvofaznog separacijskog sustava
sastavljenog od prirodnog eutektickog otapala i superkriticnog CO, pri ¢emu bi se reakcija
odvijala u fazi eutektiCkog otapala, a produkt bi se ekstrahirao u fazu superkriticnog CO,,
Superkriticni CO, ima visoku topljivost u prirodnim eutektiCkim otapalima, a prirodna
eutekticka otapala su gotovo netopljiva u superkriticnom CO, zbog niskog tlaka pare Sto
otvara nove mogucénosti za jeftine i ekoloSki prihvatljive biokataliticke procese u dvofaznim
sustavima (Paiva i sur., 2014).

Prirodna eutektiCka otapala bazirana na glicerolu predstavljaju alternativu za
biokataliziranu proizvodnju biodizela. Merza i sur. (2018) su proucavali ucinkovitost
eutektickog otapala sastavljenog od kolin-klorida i glicerola u omjeru 1:2. Prinos biodizela je
povecan sa 6.3% u reakcijskoj smjesi bez eutektickog otapala na 30.3 % u prisutnosti
eutektickog otapala. Primjenom eutektickog otapala sastavljenog od kolin-klorida, glicerola i

1 % vode prinos je poveéan na 40 %.
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3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. Materijali

3.1.1. Biljni materijal

Narancina kora (narance kupljene na lokalnoj trznici).

3.1.2. Kemikalije
Albumin govedeg seruma, Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Bradford reagens, Sigma-Aldrich, St. Louis, SAD
Demineralizirana voda, PBF
3,5-dinitrosalicilna kiselina (DNS), Sigma-Aldrich, St. Louis, SAD
Etanol (96 %), Kemika, Zagreb, Hrvatska
Etilen-glikol, Sigma-Aldrich, St. Louis, SAD
Fenol, Sigma-Aldrich, St. Louis, SAD
Folin-Ciocalteau reagens, Kemika, Zagreb, Hrvatska
Galakturonska kiselina, Sigma-Aldrich, St. Louis, SAD
Galna kiselina, Sigma-Aldrich, St. Louis, SAD
n-Heptan, Sigma-Aldrich, St. Louis, SAD
Kalij-fosfatni pufer, pripravljen u Laboratoriju za tehnologiju i primjenu stanica i
biotransformacije, PBF (KH,PO,, Fisher Chemical, UK)
Kalij, natrij tartarat, Kemika, Zagreb, Hrvatska
Klorovodi¢na kiselina, Kemika, Zagreb, Hrvatska
Kolin-klorid, Sigma-Aldrich, St. Louis, SAD
Natrijev hidroksid, Kemika, Zagreb, Hrvatska
Natrijev karbonat, Kemika, Zagreb, Hrvatska
Natrijev sulfit, Kemika, Zagreb, Hrvatska
Pektin, Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
(R)1-feniletanol, Sigma-Aldrich, St. Louis, SAD
(R, S)-1-feniletil-acetat, Sigma-Aldrich, St. Louis, SAD
(S)-1-feniletanol, Sigma-Aldrich, St. Louis, SAD

Sve upotrijebljene kemikalije i otapala su bili analitiCke Cistoce.

3.1.3. Oprema i uredaji
Analiticka vaga, BAS 31 plus, BOECO, Njemacka
Hladnjak, Gorenje, Slovenija
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Homogenizator — IKA vortex GENIUS 3, Sigma-Aldrich, St. Louis, SAD

Homogenizator s regulacijom temperature, EppendorfThermoMixer C, Njemacka

Laboratorijska centrifuga, Hettich Zentrifugen, ROTOFIX 32, Tuttlingen, Njemacka

Laboratorijska tresilica, Fisher Bioblock Scientific, tip KL2, Fisher Scientific GmbH,

Schwerte, Njemacka

Laboratorijsko posude (laboratorijske cCaSe, epruvete, odmjerne tikvice, menzure,

kivete, tikvice s okruglim dnom, stakleni lijevak, stalak za epruvete)

Magnetska mjesalica s grijanjem, Tehnica, Zelezniki, Slovenija
Mikropipete (20 pL, 100 pL, 1 mL, 5 mL)

Plinski kromatograf s masenom spektroskopijom, Shimadzu, Japan

Tarionik s tuckom
UV — Vis spektrofotometar, GENESYSTM10S, ThermoFisher Scientific, Madison, SAD

Vodena kupelj, Camlab Limited, tip SUB 14, Cambridge, UK

3.2. Metode

3.2.1. Sinteza eutektickog otapala kolin-klorid:etilen-glikol (ChCIEG)
Pripremljeno je eutekticko otapalo kolin-klorid:etilen-glikol sa 30 %, 50 % i 80 %

vode (w/w). U tikvici s okruglim dnom pomijeSaju se kolin-klorid i etilen-glikol u molarnom

omjeru 1:2. Zatim se u tikvicu doda odreden volumen vode kako bi se dobilo eutekticko

otapalo s 30 %, 50 % i 80 % vode (w/w). Mase potrebnih sirovina su prikazane u tablici 1.

Sinteza otapala je provedena na magnetskoj mjeSalici zagrijavanjem na 50 °C tijekom 2 sata,

nakon ¢ega je dobivena homogena, prozirna i bezbojna tekuéina.

Tablica 1. Mase sirovina potrebnih za pripremu eutekti€kog otapala kolin-klorid:etilen-glikol

Kratica Udio m (kolin- | m (etilen- | m (voda)
Eutekticko otapalo | eutektickog | vode [%, | klorid) [g] | glikol) [g] [g]
otapala w/w]
Kolin-klorid:etilen-
glikol sa 30 % vode ChCIEG30% 30 7 6,22 5,67
Kolin-klorid:etilen-
glikol sa 50 % vode ChCIEG50% 50 7 6,22 13,22
Kolin-klorid:etilen-
glikol sa 80 % vode ChCIEG80% 80 7 6,22 52,90
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3.2.2. Priprava ekstrakata kore narance

Ekstrakcija je provedena pomocu eutektickog otapala kolin-klorid:etilen-glikol s 30 %,
50 % i 80 % vode, kalij-fosfatnog pufera (pH=7) odnosno zakiseljenog etanola (75 % EtOH,
0,1 % HCI) u tarioniku s tuc¢kom. Narante se operu pomocu detergenta, povrsinski
steriliziraju etanolom i potom isperu demineraliziranom vodom. Zatim se narance ogule
noziéem te se kora narance isjecka na kockice. Na analitickoj vagi se odvaze 2,5 g isjeckane
kore narance te se prenese u tarionik s tu¢kom zajedno sa 10 mL pripravljenih eutektickih
otapala, pufera odnosno zakiseljenog etanola. Homogenizacija se vrsi tijekom dvije minute
pomocdu tucka. Zatim se homogenizati narance centrifugiraju 15 min na 5000 rpm. Bududi da
centrifugiranjem nisu potpuno odvojeni ¢vrsti dijelovi kore narance, provodi se filtracija
pomocéu obi¢nog lijevka za filtraciju i filter papira. Pripravljeni ekstrakti kore narance su
kori$teni u daljnjim postupcima odredivanja ukupnih polifenolnih spojeva i ukupnih proteina

te odredivanja aktivnosti pektin-esteraze.

3.2.3. Odredivanje ukupnih polifenolnih spojeva Folin-Ciocalteau metodom
Folin-Ciocalteau reagens je smjesa fosfovolframove i fosfomolibdenove kiseline. Folin-
Ciocalteau metoda se temelji na reakciji oksidacije fenolnih spojeva u luznatoj sredini
smjesom fosfovolframove i fosfomolibdenove kiseline pri ¢emu se fosfovolframova i
fosfomolibdenova kiselina reduciraju u plavo obojeni volframov i molibdenov oksid. Intenzitet

nastalog obojenja je proporcionalan udjelu polifenolnih spojeva.

Na,W04/Mo04 + Fenol — (fenol-MoW11040)™

Mo(VI1) (Zuto obojen) + e — Mo(V) (plavo obojen)

Postupak odredivanja

Ukupni polifenolni spojevi su odredivani u ekstraktima narancine kore koji su
pripremljeni u eutektickom otapalu ChCIEG sa 30 %, 50 % i 80 % vode te zakiseljenom
etanolu (75 % EtOH, 0,1 % HCI) koji je koristen kao referentno otapalo (prema protokolu
opisanom u poglavlju 3.2.2). Pripremljeni ekstrakti narancine kore se razrijede 20 puta
demineraliziranom vodom. U epruvete se otpipetira 0,25 mL razrijedenog uzorka te se doda
1,25 mL Folin-Ciocalteau reagensa koji se prethodno razrijedi 10 puta. Nakon 5 minuta na
sobnoj temperaturi dodaje se 1 mL Na,COs (75 g/L). Zatim slijedi termostatiranje otopine u
vodenoj kupelji na 50 °C tijekom 5 minuta. Reakcija se zaustavlja hladenjem u hladnjaku.

Apsorbancija pri A=760 nm se mjeri na UV/VIS spektrofotometru (Singleton i sur., 1999).
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Izrada baZdarnog dijjagrama

Kao standard za izradu bazdarnog dijagrama koristi se otopina galne kiseline
koncentracije 500 mg L. Iz ishodne otopine galne kiseline prirede se razrjedenja
koncentracija 10, 20, 30, 40 i 50 mg L™. BaZdarni dijagram se konstruira pomocu racunala
tako Sto se izmjerene vrijednosti apsorbancija razrijedenih otopina galne kiseline nanesu na
ordinatu koordinatnog sustava, dok se koncentracije razrijedenih otopina galne kiseline
nanesu na apscisu. Prema dobivenoj jednadZbi pravca izraunaju se koncentracije ukupnih

polifenolnih spojeva u uzorcima ekstrakata narancine kore.

3.2.4. Odredivanje proteina metodom po Bradfordu

Ukupni proteini u ekstraktima narancine kore pripremljenima u eutektiCkom otapalu
ChCIEG sa 30, 50 i 80 % vode te puferu (prema protokolu opisanom u poglaviju 3.2.2)
odredeni su metodom po Bradfordu (Bradford, 1976). Ova kolorimetrijska metoda se temelji
na reakciji proteina s bojom Coomassie Brilliant Blue G-250 (CBB) u kiselom mediju. CBB
reagira s baznim pobocCnim grupama, primarno Arg, Lys i His te u manjoj mjeri s aromatskim
poboc¢nim grupama Tyr, Trp i Phe. Anionski oblik boje se hidrofobnim interakcijama i ionskim
vezama veze sa spomenutim ograncima proteina pri ¢emu dolazi do stvaranja kompleksa
protein — boja i dovodi do vidljive promjene boje iz smede u plavu. Prilikom vezanja na
protein pomice se apsorpcijski maksimum boje s valne duljine 465 nm na 595 nm Sto se prati

spektrofotometrijski.

Postupak provodenja analize
U kivete se otpipetira 40 pL uzorka te 1200 pL Bradford reagensa. Zatim slijedi
inkubacija u tami na sobnoj temperaturi tijekom 15 minuta. Nakon 15 minuta ocitava se

apsorbancija pri A=595 nm na spektrofotometru.

Izrada baZdarnog dijagrama

Kao standard za izradu baZdarnog dijagrama koristi se albumin iz govedeg seruma
(BSA). Potrebno je pripremiti otopine proteina albumina iz govedeg seruma koncentracija
0,1; 0,2; 0,3; 0,4; 0,5; 0,6; 0,7; 0,8; 0,9; 1 i 1,2 mg mL™. U kivete se otpipetira 40 pL
otopine govedeg albumina te se doda 1200 uL Bradford reagensa. Nakon 15 minuta se mjeri
apsorbancija pri A=595 nm na spektrofotometru. Bazdarni dijagram se konstruira pomocéu
raCunala tako Sto se izmjerene vrijednosti apsorbancija razrijedenih otopina govedeg

albumina nanesu na ordinatu koordinatnog sustava, dok se koncentracije razrijedenih
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otopina govedeg albumina nanesu na apscisu. Iz dobivene jednadZbe pravca izracunaju se

koncentracije ukupnih proteina u uzorcima ekstrakata narancine kore.

3.2.5. Odredivanje aktivnosti pektin-esteraze u ekstraktima kore narance
Aktivnost pektin-esteraze je odredivana spektrofotometrijski na osnovi odredivanja
koncentracije reducirajuc¢ih Seéera koji se oslobode nakon inkubacije enzima sa pektinom
pomocu 3,5-dinitrosalicilne kiseline (eng. 3,5-dinitrosalicylic acid assay, DNSA) (Miller, 1959).
U prisutnosti reduciraju¢ih Seéera 3,5-dinitrosalicilna kiselina se reducira do 3-amino-5-
nitrosalicilne kiseline, a karbonilna grupa Secera se oksidira u karboksilnu grupu (slika 3).
Kao rezultat kemijske reakcije, DNSA reagens mijenja boju s prvotne svijetlo Zute u krajnju

crveno—smedu boju.

ZH

o
HO o CoioH
I HO o
OH e
| HO—— OH | HO——
R —>
-y - o 0 A
i I — °H “T\Ill MH. ——H
0 0 CH,OH 0 CHoH
3,5-dinitrosalicilna glukoza 3_—arr?|no-5-n|trosaI|C|Ina gukonska
kiselina (Zuto obojenje) kiselina (crveno-smede kiselina

obojenje)
Slika 3. Kemijska reakcije redukcije 3,5-dinitrosalicilne kiseline u prisutnosti reducirajucih

Sedera.

Priprema reagensa i otopina za analizu

Za pripravu DNSA reagensa izvaze se 10 g 3,5-dinitrosaliciine kiseline, 0,5 g
natrijevog sulfita i 10 g natrijevog hidroksida te se otopi u 998 mL demineralizirane vode.
Nakon otapanja doda se 2 mL fenola te se pripremljeni reagens pohrani u tamnoj boci.
Rochellove soli se pripreme otapanjem 40 g natrij, kalij tartarata u demineraliziranoj vodi u

odmijernoj tikvici od 100 mL.

Postupak odredivanja

Ekstrakti narancine kore u eutektickim otapalima i puferu (prema protokolu opisanom
u poglavlju 3.2.2) razrijede se 30 puta. U Eppendorf epruvete od 1,5 mL se stavi 5-10 mg
pektina te se doda 1 mL razrijedenog uzorka. Proba s enzimom ne sadrzi supstrat, dok
kontrola supstrata i kontrola reagensa sadrzavaju samo 1 mL demineralizirane vode. Zatim
se vrsi inkubacija tijekom 30 minuta na termomikseru pri 40 °C i 900 rpm. Nakon inkubacije,

uzorci se centrifugiraju 5 minuta na 10000 rpm. Zatim se u Eppendorf epruvete od 2 mL
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doda 600 pL supernatant uzorka i 600 uL reagensa DNSA. Epruvete su inkubirane 15 min na
95 °C. Za stabilizaciju boje uzorka nakon inkubacije se odmah dodaje 200 uL otopine natrij,
kalij tartarata (Rochellova sol). Uzorci se ohlade na ledu tijekom 5 min, nakon ¢ega se mijeri

apsorbancija pri A=575 nm.

Izrada baZdarnog dijagrama

Za izradu bazdarnog dijagrama koriStena je otopina galakturonske kiseline
koncentracije 1 mg mL" koja se pripravi otapanjem 100 mg galakturonske kiseline u 100 mL
demineralizirane vode. 1z ishodne otopine se naprave serijska razrjedenja koncentracija od
0,1 do 1 mg mL™. Pomoéu radunala se konstruira bazdarni dijagram tako da se izmjerene
apsorbancije pri A=575 nm nanesu na ordinatu koordinantnog sustava, a koncentracije

otopina galakturonske kiseline se nanesu na apscisu.

Prikaz rezultata

Od izmjerenih vrijednosti apsorbancija u uzorcima ekstrakata narancine kore oduzme
se apsorbancija otopine enzima, apsorbancija otopine supstrata te apsorbancija otopine
reagensa DNSA. Razlike apsorbancija se uvrste u jednadzbu pravca bazdarnog dijagrama te
se izratuna koncentracija oslobodenih reducirajuéih Seéera (mg mL™). Jednom miligramu
oslobodenog Secera odgovara 5,1509 pumol galakturonske kiseline. Aktivnost enzima pektin-

esteraze se izraCuna iz sljedeceqg izraza:

3.2.6. Hidroliza (R, S) -1-feniletil acetata primjenom hidrolitickih enzima iz
otpadne narancine kore

Hidroliza (R,S)-1-feniletil acetata (slika 4) je provedena pomocu hidrolitickih enzima iz
otpadne kore narance u eutektickom otapalu ChCIEG s 30 %, 50 % i 80 % vode te u puferu
kao referentnom otapalu. Na analitickoj vagi se odvaze 0,2 g isjeckane kore narance. U
Falcon epruvete se stavi po 1 mL otapala te 0,2 g isjeckane kore narance. Reakcija se
zapotne dodavanje 15 pL supstrata (R,S)-1-feniletil acetata te se provodi na tresilici pri
sobnoj temperaturi. Uzorkovanje se vrsi nakon 48, 96 i 168 sati od trenutka zapocinjanja
reakcije. Uzorak za analizu se pripremi tako da se reakcijskoj smjesi doda 1 mL
demineralizirane vode te se vorteksira. Zatim se doda 8 mL heptana te se provede
ekstrakcija preostalog supstrata te nastalih produkata snaznim mijeSanjem tijekom 3 minute.

Iz heptanskog dijela se izuzme 100 pL ekstrakta te se analizira plinskom kormatografijom.
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Slika 4. Hidroliza (R,S)-1-feniletil acetata.

Kako bi se usporedila uspjeSnost hidrolize u puferu te u eutektickom otapalu s 30 %,

50 % i 80 % vode, izracuna se iskoriStenje procesa hidrolize te enantiomerni visak.
Odredivanje koncentracije produkta (R,S)-1-feniletanola

Koncentracija dobivenog produkta (R,S)-1-feniletanola ¢» (mol L) ratuna se prema
jednadzbi 2:

gdje ¢; predstavlja pogetnu koncentraciju (R,S)-1-feniletil acetata (mol L), a ¢

koncentraciju (R,S)-1-feniletil acetata izmjerenu na kraju reakcije (mol L™).

Kvalitativna i kvantitativna analiza (R S)-1-feniletil acetata odnosno (R S)-1-
feniletanola provedena je pomodu plinske kromatografije s masenom spektroskopijom.
Koncentracija (R S)-feniletil acetata ¢, izraCuna se iz bazdarnog pravca ovisnosti
koncentracije istog o povrsini ispod kromatografskog pika analizom reakcijske smjese

plinskom kromatografijom.
Kromatografski uvjeti:

Kromatografska kolona: Beta DEX 225 (30 m x 0,25 mm x 0,25 um)

Pokretna faza: Helij

Protok: 36,5 ml min™

Detektor: spektrometar masa

Temperatura - kolona: gradijentno (T1=80 °C, T2=120 °C (A£=15 °C min™), T3=125
°C (At=2 °C min™), T4=140 °C (Af=1 °C min™?)

Temperatura injektora 200 °C

Detektor: temperatura ionskog izvora 200 °C, temperatura sucelja 200 °C

Vrijeme trajanja analize: 26,37 min

19



Na slici 5 prikazan je tipican plinski kromatogram enzimski katalizirane enantioselektivhe
hidrolize (R S)-1-feniletil acetata. Retencijsko vrijeme (Rf) za (R,S)-1-feniletil acetat iznosi

10,178 min, za (R)-1-feniletanol iznosi 9,095 min, a za (S)-1-feniletanol iznosi 9,334 min.

20000y |
] (R,S)-1-feniletil
1500004 acetat
] (S)-1-feniletanol
100000
50000 | (R)-1-
1 feniletanol
-
425 850 LYE] 900 925 950 975 1000 10.5 1050

Slika 5. Prikaz tipicnog plinskog kromatograma enzimski katalizirane enantioselektivne
hidrolize (R,S)-1-feniletil acetata.

IskoriStenje procesa hidrolize 77 (%) izracuna se prema jednadzbi 3:

gdje ¢ predstavlja izmjerenu koncentraciju (R,S)-1-feniletanola (mol L), a c¢r teoretski

moguéu koncentraciju (R,S)-1-feniletanola (mol L™).

Enantiomerni viSak ee (%) izracuna se prema jednadzbi 4:

gdje je povrsina ispod pika (R)-1-feniletanola, a povrsina ispod

pika (S)-1-feniletanola.

Izrada baZdarnog dijagrama za odredivanje koncentracifje supstrata

Pripreme se otopine (R S)-1-feniletil-acetata u heptanu tako da koncentracije redom
iznose 0,001; 0,003; 0,005; 0,007 i 0,01 mol L. Zatim se 100 pL pripremljenih otopina
analizira plinskom kromatografijom. Bazdarni dijagram se konstruira pomocu racunala tako
§to se na ordinatu nanesu izmjerene vrijednosti povrsine kromatografskog pika, a na apscisu
se nanose pripadajuée vrijednosti koncentracija otopina. 1z dobivene jednadZbe pravca

izracunaju se nepoznate koncentracije (R,S)-1-feniletil acetata u uzorcima.
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4. REZULTATI I RASPRAVA

GodiSnje se na svjetskoj razini proizvede oko 71 000 000 tona naranci. Nakon
ekstrakcije soka, otprilike 50 % mase procesiranih naranci €ini otpad koji predstavlja izvor
brojnih spojeva koji se mogu prevesti u proizvode visoke vrijednosti primjenom
biorafinerijskog pristupa (Angel Siles Lopez i sur., 2010). Posljednih godina znacajno je
porastao broj znanstvenih radova koji se bave istrazivanjem primjene eutektickih otapala u
biorafineriji otpada iz prehrambene industrije zbog niske cijene i jednostavnosti pripreme,
biorazgradivosti te niske toksi¢nosti ovih otapala.

Kako bi se koncept biorafinerije u potpunosti temeljio na ekoloski prihvatljivim
nacelima, u ovom radu je ispitana primjena eutektickog otapala kolin-klorid:etilen-glikol sa
30 %, 50 % i 80 % vode (w/w) u iskoriStavanju potencijala otpadne narancine kore kao
sirovine za dobivanje proizvoda sa dodanom vrijednoS¢u. Valorizacija narancine kore je
provedena ispitujuéu moguénost ekstrakcije proteina i polifenola iz otpadne narancine kore.
Takoder je ispitana aktivnost pektin-esteraze te moguénost enantioselektivne hidrolize
racemicnog estera (R,S)-1-feniletil acetata pomocu hidrolitickih enzima iz otpadne narancine

kore.

4.1. Odredivanje ukupnih polifenolnih spojeva Folin-Ciocalteau metodom

U vrlo vazne spojeve narancine kore ubrajaju se polifenoli, spojevi koji su prisutni u
visokoj koncentraciji u narancinoj kori te imaju nutraceuticke prednosti zbog antioksidativnog
djelovanja (Satari i Karimi, 2018).

Odredivanje ukupnih polifenolnih spojeva u ekstraktima otpadne narancine kore
pripremljenima s eutektickim otapalom kolin-klorid:etilen-glikol je provedeno u reakciji s
Folin-Ciocalteau reagensom. Rezultati mjerenja su izrazeni kao mg galne kiseline po gramu
narancine kore. Na slici 6 je prikazan bazdarni dijagram koji predstavlja ovisnost
apsorbancije o koncentraciji galne kiseline (mg L™), a rezultati mjerenja su prikazani na slici
7.
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Slika 7. Maseni udjeli polifenola u ekstraktima kore narance *, **.

*rezultati su srednja vrijednost + S.D (n= 3)
** zakiseljeni EtOH=ekstrakt pripremljen u etanolu zakiseljenom sa HCl (75%,v/v), ChCIEG30%=ekstrakt
pripremljen u otapalu kolin-klorid:etilen-glikol s 30% vode, ChCIEG50%=ekstrakt pripremljen u otapalu kolin-
klorid:etilen-glikol s 50% vode, ChCIEG80%= ekstrakt pripremljen u otapalu kolin-klorid:etilen-glikol s 80% vode
Ekstrakcija polifenolnih spojeva je provedena pomocu eutektiCkog otapala kolin-
klorid:etilen-glikol s 3 razli¢ita udjela vode, a kao referentno otapalo koristen je etanol
zakiseljen s klorovodi¢nom kiselinom. Iz rezultata prikazanih na slici 7 moze se zaklju€iti da
pripravljeno eutekti¢ko otapalo ChCIEG sa 30 %, 50 % i 80 % vode pokazuje vrlo slicnu
selektivnost referentnom otapalu (45,13 + 4,56 mg g naranéine kore) pri ekstrakciji
polifenolnih spojeva iz naranCine kore. Najvecu selektivnost prema ekstrakciji polifenolnih
spojeva je pokazalo eutekticko ChCIEG s 30 % vode (46,69 + 0,88 mg g™ narancine kore).
Iako sintetizirana otapala ChCIEG s 30 %, 50 % i 80 % vode nisu pokazala znacajno vecu

selektivnost od referentnog otapala, eutekticko otapalo ChCIEG predstavlja bolji izbor otapala
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za ekstrakciju polifenolnih spojeva buduéi da su eutekticka otapala biorazgradiva, stabilnija,
nisu hlapljiva te su manje toksi¢ha prema okoliSu i ljudima u usporedbi s hlapljivim
organskim otapalima kao Sto je etanol.

Mnogi autori su takoder primijetili da eutekticka otapala koja u svom sastavu sadrze
polialkohol (npr. etilen-glikol) imaju veliku mo¢ ekstrakcije polifenolnih spojeva iz razliitih
biljnih vrsta, a to se mozZe objasniti vrlo niskom viskoznoS¢u ovakvih eutekti¢kih otapala te
visokom sposobnoS¢u za vezanjem vodika. Zbog svoje polarnosti, etilen-glikol ostvaruje
znacajne polarne interakcije s polarnim spojevima kao Sto su polifenoli. Takoder je
primijeéeno da linearna struktura etilen-glikola omoguéuje lakSu interakciju izmedu ciljanih

spojeva i kolin-klorida od onih postignutih s razgranatim polialkoholima (Alafién i sur., 2018).

4.2. Odredivanje proteina metodom po Bradfordu

Proteini predstavljaju materijalnu osnovu Zivota te su prisutni u svim stanicama. Bitni
su elementi prehrane za ljude i Zivotinje, te su takoder vazna sirovina u farmaceutskoj i
kozmetickoj industriji (Xiu i Shabazi, 2015).

Ukupna koncentracija proteina je odredena metodom po Bradfordu na temelju
reakcije proteina s bojom Coomassie Brilliant Blue G-250 (CBB) u kiselom mediju, nakon
Cega dolazi do promjene boje iz smede u plavu. Koncentracije proteina u ekstraktima
narancine kore su izraunate pomoc¢u bazdarnog dijagrama prikazanog na slici 8, a rezultati
mjerenja su prikazani na slici 9. Koncentracije proteina su izrazene u mg proteina po mL

ekstrakta narancine kore.

1,8

1,6 y =1,20187x .
1,4 R2=0,99054

1,2 <

1
0,8 - /
0,6 /

0,4 * /

0,2 /

0 T T T T T T 1
0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2 1,4
Koncentracija proteina (mg mL1)
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Slika 8. Bazdarni dijagram za odredivanje koncentracije proteina metodom po Bradfordu.
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Slika 9. Koncentracija proteina u ekstraktima kore narance*.

*rezultati su srednja vrijednost + S.D (n= 3)

Na temelju prikazanih rezultata (slika 9) moze se zakljuciti da eutektiCko otapalo
ChCIEG pokazuje nisku selektivnost prema ekstrakciji proteina u odnosu na pufer. Najmanja
koncentracija proteina je ekstrahirana pomoéu ChCIEG sa 50 % vode (0,27 + 0,06 mg mL™),
dok je koncentracija proteina ekstrahirana pomocéu pufera gotovo dvostruko veca (0, 53 +
0,05 mg mL™). Od ispitanih eutektickih otapala najboljim se pokazalo ChCIEG s 30 % vode
(0,32 + 0,04 mg mL™).

4.3. Odredivanje aktivnosti pektin-esteraze u ekstraktima kore narance

Aktivnost enzima pektin-esteraze u ekstraktima narancine kore je odredena pomocu
DNSA reagensa Cija boja otopine se mijenja iz svijetlo Zute u crveno-smedu kao rezultat
redukcije DNSA reagensa u prisutnosti reducirajuci Secera. Kao standard je koriStena otopina
galakturonske kiseline.Bazdarni dijagram ovisnosti apsorbancije o koncentraciji galakturonske

kiseline je prikazan na slici 10, dok su rezultati mjerenja su prikazani na slici 11.

1,8
16 .
14 y=1,5922x - 0,1561
’ R2=0,9766
12 //
~
< 1
0,8
.
0,6
0,4 A 4
0,2 s
O / T T T T 1
0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2
Koncentracija galakturonske kiseline (mg mL?)

Slika 10. Bazdarni dijagram galakturonske kiseline.
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Slika 11. Aktivnost enzima pektin-esteraze u ekstraktima kore narance.

Iz rezultata prikazanih na slici 11 mozZe se zakljuciti da je aktivnost enzima pektin-
esteraze znacajno veca u eutektitkom otapalu ChCIEG sa sva 3 udjela vode, nego u puferu.
Pektin-esteraza pokazuje najvecu aktivnost u eutektiCkom otapalu ChCIEG sa 50 % vode, u
kojem je zapaZena gotovo 3 puta veéa aktivnost pektin-esteraze (2,75 U mL™) u odnosu na
aktivnost u puferu (0,96 U mL?).

Mnogi autori su takoder uocili da esteraze (npr. lipaze i proteaze) imaju visoku
aktivnost u eutektickim otapalima na bazi kolin-klorida ili etilamonijevog klorida u kombinaciji
s donorom vodikove veze kao Sto su alkoholi (npr. etilen-glikol), kiseline ili amidi (Zhao i sur.,
2011; Durand i sur., 2012). Autori su zakljucili da enzimi zadrzavaju aktivnost unatoC
prisutnosti klorida i donora jakih vodikovih veza koji najceSée ne ometaju reakcije. Xu i sur.
(2017) objasSnjavaju veéu aktivnost enzima u eutektickom otapalu kao posljedicu utjecaja
eutektickog otapala na sekundarnu strukturu enzima.

Xu i sur. (2017) takoder isti€u da koncentracija eutektickog otapala te udio vode u
eutektickom otapalu vrlo znacajno utjeCu na efikasnost reakcije. Visok udio vode smanjuje
viskoznost eutektickog otapala te omogucuje kontakt molekule enzima i supstrata. Medutim,
prevelik udio vode djeluje razarajue na mrezu vodikovih veza eutektickog otapala te
smanjuje njegovu ucinkovitost. U skladu s tim, od 3 ispitana udjela vode u eutektiCkom

otapalu ChCIEG, najboljim se pokazalo eutekticko otapalo ChCIEG sa 50 % vode.

4.4. Hidroliza (R, S)-1-feniletil acetata primjenom hidrolitickih enzima iz otpadne
narancine kore

Posebnu vaZznost u narancinoj kori imaju hidrolitiCki enzimi (npr. esteraze) zbog
sposobnosti stereoselektivne hidrolize jednog enantiomernog oblika estera (R)- odnosno (S)-
1-feniletil acetata u odgovarajuéi (R)- odnosno (5)-1-feniletanol. Enantiomerno Cisti spojevi

su potencijalni kiralni gradevni blokovi za sintezu farmaceutski vaZnih molekula,
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poljoprivrednih kemikalija te asimetri¢nih kiralnih liganada. Enantiomeri imaju razliCite
strukturne karakteristike zbog €ega imaju razli€itu bioloSku aktivnost (Vandenberghe i sur.,
2013). Primjerice, (R)-1-feniletanol se koristi kao kiralni gradevni blok i kao sintetski
intermedijer za fine kemikalije u farmaceutskoj i agrokemijskoj industriji (Suan i Sarmidi,
2004), dok se oba enantiomerna oblika koriste kao kiralni reagensi za odredivanje
enantiomerne Cistoée i za asimetricno otvaranje cikli¢nih anhidrida i epoksida (Frings i sur.,
1999). Vaznu primjenu u proizvodnji kiralnih gradevnih blokova imaju biotransformacije koje
se definiraju kao kemijske reakcije katalizirane izoliranim enzimima, mikroorganizmima ili
kulturama stanica. Medutim, ove tri tehnike imaju ograniCenu primjenu, ili zbog cijene ili
zbog komplicirane primjene ovih tehnika na industrijskoj razini zbog €ega se pocinje
razmatratiti primjena vocéa i povréa ili dijelova voc¢a i povréa kao katalizatora reakcija, pri
kojima nastaju enantiomerno Cisti spojevi. Ova vrsta biokatalize je ekoloSki prihvatljiva
buduéi da se odvija pri blagim uvjetima (sobna tempertura, neutralan pH), pri ¢emu su
biokatalizatori netoksicni i biorazgradivi (Vandenberghe i sur., 2013).

Reakcija hidrolize (R,S)-1-feniletil acetata u eutektickom otapalu ChCIEG sa 30 %, 50
% i 80 % vode i kalij-fosfatnom puferu pra¢ena je ekstrakcijom zaostalog supstrata i nastalih
produkata u r~heptan uz snazno mijeSanje. Heptanski ekstrakt analiziran je plinskom
kromatografijom. Dobiveni bazdarni dijagram za odredivanje koncentracije supstrata

prikazan je na slici 12.

5000000
4500000 y = 4E+07x + 326019

4000000 Re=0,9709

3500000 )/
3000000
2500000
2000000
1500000
1000000 po
500000
0 T T T T T !
0 0,02 0,04 0,06 0,08 0,1 0,12

Povrsinaispod pika

Koncentracija (R,S)-1-feniletil acetata [mol L]

Slika 12. Bazdarni dijagram za odredivanje koncentracije (R,S)-1-feniletil acetata.

Kako bi se usporedila uspjesnost hidrolize u puferu te u eutektiCkom otapalu s 30 %, 50 % i
80 % vode, izraCunati su iskoriStenje procesa hidrolize te enantiomerni viSak. Dobiveni

rezultati su prikazani na slikama 13 a —d.
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Slika 13. Enantiomerni viSak te iskoriStenje hidrolize (R S)-1-feniletil acetata katalizirane
enzimima otpadne narancine kore nakon 48, 96 i 168 sati u a) puferu, b) eutektickom
otapalu ChCIEG s 30% vode, c) eutektitkom otapalu ChCIEG s 50% vode i d) eutektickom
otapalu ChCIEG s 80% vode. Reakcijski uvjeti: 0,015 mol L™ (R S)-1-feniletil acetata; 0,2 g
narancine kore; 25 °C. Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost = S.D (n= 3).
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50 mn (%)
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Slika 14. Enantiomerni viSak te iskoristenje hidrolize (R,S)-1-feniletil acetata katalizirane
enzimima otpadne kore narance u puferu te eutektickom otapalu ChCIEG s 30, 50 i 80 %
vode. Reakcijski uvjeti: 0,015 mol L™ (R S)-1-feniletil acetata; 0,2 g naranéine kore; 25 °C;
168 sati. Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost + S.D (n= 3).

(R S)-1-feniletil acetat je izabran kao supstrat zbog toga $to je predstavnik brojnih
visokovrijednih kemijskih struktura kao $to su ibuprofen i naproksen.

U enzimski kataliziranoj kineti¢koj rezoluciji racemi¢nog supstrata jedan enantiomer
brze stupa u reakciju. Kada je katalizator potpuno stereoselektivan, 50 % enantiomerno

Cistog supstrata Ce ostati neizreagirano na kraju reakcije. Niza enantioselektivnost
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biokatalizatora ¢e se odraziti na iskoristenju reakcije koje tada iznosi vise od 50 %
(Vandenberghe i sur., 2013).

IskoriStenje reakcije hidrolize (R,S)-1-feniletil acetata provedene u puferu je iznosilo
70,08 %, dok je enantiomerni viSak iznosio tek 28,69 % nakon 168 sati reakcije. IskoriStenje
hidrolize veée od 50 % ukazuje na to da enzimi iz kore narance, u puferu kao otapalu,
provode hidrolizu i (R)- i (5)-1-feniletil acetata u pripadajuce alkohole. Enantiomerni visak za
reakcije hidrolize provedene u eutektickom otapalu ChCIEG je znacajno visi (>75 %), pri
¢emu iskoriStenje hidrolize ne prelazi 50 %. Najboljim se pokazalo otapalo ChCIEG sa 50 %
vode gdje je enantiomerni viSak nakon 168 sati reakcije iznosio 84,89 %, dok je iskoriStenje
iznosilo 35,3 %.

RazliCita enantioselektivnost u puferu i eutektiCkom otapalu se moZe objasniti
prisutnoS¢u nekoliko hidrolitickih enzima u narancinoj kori s razliCitom enantioselektivnoSéu
koji pretvaraju ili (R) ili (S) ester, a koji su razli¢ito inhibirani u eutektickom otapalu ovisno o
karakteristikama eutektiCkog otapala (Pani¢ i sur., 2018). Maugeri i Domingez de Maria
(2014) su takoder uocili razli¢itu enantioselektivhost enzima u ovisnosti o koli€ini vode u
eutektickom otapalu. Autori navode da je razliCita enantioselektivnost rezultat inhibicije
pojedinih enzima, dok drugi ostaju aktivni.

Usporedujuci enantiomerni viSak hidrolize u eutektickom otapalu ChCIEG i puferu (slika
14), vidljivo je da se otapalo ChCIEG pokazalo ucinkovitijim za enantioselektivnu hidrolizu
(R S)-1-feniletil acetata.

U zakljucku, rezultati prikazani u ovom radu predstavljaju znacajan doprinos u razvoju
biorafinerijskih pristupa koji se zasnivaju na ekoloski prihvatljivim nacelima. Na temelju
rezultata dobivenih u ovom radu, moze se zakljuciti da zeleno otapalo kolin-klorid:etilen-
glikol sa 30 %, 50 % i 80 % vode (w/w) ima velik potencijal u biorafineriji otpadne
narancine kore. Ispitano eutekticko otapalo se pokazalo kao pogodno otapalo za ekstrakciju
polifenolnih spojeva iz naranCine kore te boljim otapalom za enantioselektivhu hidrolizu
(R S)-1-feniletil acetata primjenom hidrolitickih enzima iz naran¢ine kore u odnosu na pufer.
Ispitano eutektitko otapalo je takoder pokazalo pozitivan utjecaj na aktivnost pektin-esteraze
Sto ukazuje na potencijalnu primjenu ovog otapala u enzimski kataliziranim reakcijama.
Prikazani rezultati predstavljaju izvorni znanstveni doprinos primjeni eutektickih otapala u
preradi biomase, podrucju koji je jo$S uvijek u pocetnoj fazi, ali s naznakom vrlo

obecavajuceg ekoloski prihvatljivog pristupa biorafinerije otpada iz prehrambene industrije.
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5. ZAKLJUCCI

U ovom radu je ispitana moguénost primjene eutektickog otapala kolin-klorid:etilen
glikol sa 30 %, 50 % i 80 % vode (w/w) u iskoriStavanju potencijala naran¢ine kore. Na

osnovi dobivenih rezultata mogu se donijeti sljedeéi zakljucci:

1. Ekstrakcija polifenolnih spojeva iz narancine kore eutektickim otapalom kolin-
klorid:etilen-glikol sa 30 %, 50 % i 80 % vode pokazala se gotovo jednako
ucinkovitom kao ekstrakcija etanolom, Sto ukazuje na potencijalnu zamjenu
organskog otapala — zakiseljenog etanola, koje se uobicajeno koristi pri ekstrakciji
polifenolnih spojeva, eutektickim otapalom kolin-klorid:etilen-glikol.

2. Ekstrakcija proteina eutektickim otapalom kolin-klorid:etilen-glikol sa 30 %, 50 % i 80
% vode pokazala se znacajno loSijom u odnosu na pufer Sto ne ukazuje na
mogucnost primjene ispitanog eutektickog otapala pri ekstrakciji proteina iz narancine
kore.

3. Enzim pektin-esteraza pokazuje zna€ajno vecu aktivnost u ispitivanom eutektiCkom
otapalu u odnosu na pufer. Takoder, promjenom udjela vode moze se utjecati na
aktivnost enzima pektin-esteraze, pri ¢emu se najboljim pokazalo otapalo kolin-
klorid:etilen-glikol sa 50 % vode.

4. Eutekticko otapalo kolin-klorid:etilen-glikol se  pokazalo  u€inkovitijim u
enantioselektivnoj hidrolizi (R S)-1-feniletil acetata u odnosu na pufer pri ¢emu
enantiomerni viSak za reakciju hidrolize koja je provedena u puferu iznosi 28,69 %,
dok je za reakcije provedene u eutekticCkom otapalu kolin-klorid:etilen-glikol veci od
75%. Kao najbolje otapalo za enantioselektivhu hidrolizu (R,S)-1-feniletil acetata
pokazalo se eutekti¢ko otapalo kolin-klorid:etilen-glikol sa 50 % vode.

5. Eutekticko otapalo kolin klorid:etilen-glikol pokazalo se obeéavajuéim zelenim

otapalom u biorafinerijskom pristupu u obradi kore narance.
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Izjava o izvornosti

Izjaviljujem da je ovaj zavrsni rad izvorni rezultat mojeg rada te da se u njegovoj

izradi nisam Koristila drugim izvorima, osim onih koji su u njemu navedeni.
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