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1.Uvod

Stanovnistvo svijeta se eksponencijalno Siri i posljedicno tome sve su veéi zahtjevi za
osnovnim ljudskim potrepstinama (hrana i voda). Zbog promjene nacina Zivota te podizanja
Zivotnog standarda dolazi do potrebe unaprjedenja ve¢ postojece industrije i pronalazenja
resursa za uspostavu novih tehnoloskih rjeSenja. Europska Unija je u razdoblju od 2010. do
2050. godine postavila kljucne ciljeve vezane uz ocuvanje okoliSa. Problemi s kojima se treba
suoCiti su vezani uz podrucja: energije; emisije staklenickih plinova i tvari koje ostecuju
ozonski omotac; kakvoce i zagadenje zraka; emisije staklenickih plinova i onecis¢ivaca zraka
od strane sektora prijevoza otpada; voda; odrziva potroSnja i proizvodnja; kemikalije;
bioloSka raznolikost i koristenje zemljiSta (EEA, 2013). S tom mislju dolazi do razvoja zelene

ekonomije koja objedinjuje brojna podrucja biologije, kemije i biotehnologije.

Citrusi koji su od davnina uvrsteni kao prehrambena namirnica bogatog nutritivnog
sadrzaja svakodnevno se preraduju u tvornicama diljem svijeta. Tijekom industrijskog
procesa prerade citrusa nastaje velika koli¢ina otpada koju je potrebno zbrinut prema
naCelima razvoja zelene ekonomije. Tu ubrajamo valorizaciju kao moguénost ponovne
upotrebe tog otpada specificnih karakteristika i sadrzaja. U skladu sa navedenim utemeljen
je koncept valorizacije otpada nastalog preradom citrusa koji ukljuCuje i narancinu koru, a
podrazumijeva pretvaranje velikog raspona razliCitih sirovina na bazi biomase u Sirok spektar
proizvoda (hrana, stoCna hrana, kemikalije), materijala i energije (gorivo, el.energije i
toplina).

Cili ovog rada jest ispitati mogucnost primjene eutektickog otapala kolin-
klorid:glicerol s 30%, 50 % i 80 % vode (w/w) u iskoriStavanju potencijala otpadne
narancine kore kao sirovine za dobivanje proizvoda sa dodanom vrijednos¢u. U tu
svrhu,ispitana je mogucnost izdvajanja polifenolnih spojeva te proteina iz narancine kore
primjenom eutektickog otapala, aktivnost enzima pektin-esteraze izdvojenog iz narancine
kore u sintetiziranom eutektickom otapalu te je ispitano iskoristavanje potencijala hidrolitickih
enzima narancine kore u kinetickoj rezoluciji (R,S)-1-feniletil-acetata primjenom eutektickog

otapala kao medija za provedbu rezolucije.



2.Teorijski dio

2.1.Valorizacija kore citrusa kao otpada prehrambene industrije

2.1.1.0tpad nastao tijekom prerade citrusa

Agrumi, koji se uzgajaju u cijelom svijetu, prepoznati su kao proizvod visoke
prehrambene vrijednosti, bogatog nutritivnog sadrzaja i pogodnog ucinka na ljudsko
zdravlje. Stovide, mnogi od tih plodova su koristeni kao tradicionalno ljekovito bilje za
lijeCenje bolesti u nekoliko azijskih zemalja. Brojna istrazivanja usredotoena su na
sekundarne metabolite iz agruma (citrusa) zbog kojih je otpad citrusa dobiven iz
prehrambene industrije sve zanimljiviji materijal tj. sirovina. Sekundarni metaboliti dobiveni iz
citrusa, koji ukljucujuéi flavonoide, alkaloide, limonoide, kumarine, karotenoide, fenolne
kiseline i eterina ulja, od vitalnog su znacaja za ljudsko zdravlje zbog svojih aktivnih
svojstava. Ove karakteristike ukljuCuju antioksidativne, protuupalne, antikancerogene, kao i

kardiovaskularne zastitne i neuroprotektive ucinke (Lv i sur., 2015).

Brazil, Kina, Indija, Meksiko, Spanjolska i SAD proizvode vise od dvije tredine citrusa u
cijelom svijetu (Paggiola i sur., 2016). Rod Citrus sadrzi nekoliko vaznih plodova, s
dominantno slatkom narancom, mandarinom, grejpom, limetom i limunom (Mamma i
Christakopoulos, 2014; Zheng i sur., 2016). GodiSnje se na svjetskoj razini proizvede
priblizno 71 000 000 tona narance. Takoder tijekom prerade naranca koje su najzastupljeniji
citrus prehrambene industrije oko 40%  ukupnih naranéi preraduje se u sokove i
konzerviranu hranu nakon ¢ega 40 — 50 % ukupne mase naranci zaostaje kao otpad u obliku
kore. Vecina plodova citrusa nakon berbe i obrade na trziste izlazi kao svjezi proizvod te se
kao takav konzumira. Otprilike 1/3 citrusa upotrebljava se u industriji proizvodnje sokova
prilikom koje dolazi do nakupljanja 50-60% organskog otpada (Ngoc i Schnitzer, 2009;
Taghizadeh-Alisaraei i sur., 2017). Dobiveni organski otpad karakteriziran je niskom pH
vrijednoséu (3-4), visokim udjelom organske tvari (95% ukupne koli¢ine) i visokim sadrzajem
vode (80 — 90 %).

Nusproizvodi tijekom industrije prerade citrusa su brojni, a ukljucuju neke masti,
slobodne Secere (npr. glukoza, fruktoza i saharoza), organske kiseline, ugljikohidratne
polimere (celuloza, hemiceluloza i pektin), enzime (pektinesteraza, fosfataza i peroksidaza),
flavonoide, eteri¢na ulja (uglavnom limonen) i pigmente (Boukroufa i sur., 2015). Takav

otpad koji nastaje u prehrambenoj industriji smatra se obnovljivim izvorom funkcionalnih
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komponenata s dodanom vrijednos¢u, poput vlakana, proteina, ulja, voskova, boja i bioloski
aktivnih komponenata (npr. polifenola). Posto je sveukupna proizvodnja prehrambene
industrije ukljuCujuci i nastali otpad strogo kontrolirana , tok ove vrste otpada i sastav
otpada trebao bi biti Sto ujednaceniji i definiran standardnim propisima. Zbog svega
navedenog otpad nastao iz prehrambene industrije prerade citrusa postaje potencijal kao

sirovina koja se moze ponovo upotrijebiti.

2.1.2.Vaznost valorizacije organskog otpada citrusa

Najnovija dostignuéa i buduce perspektive u potpunoj valorizaciji otpada za preradu
citrusa (engl. Citrus processing waste, CPW) i nusprodukata industrije prerade citrusa
doprinose razvoju zelene ekonomije i smanjenju negativnih utjecaja na okolis. Vazno je
ublaziti negativne ucinke na okoli§ uvodenjem shema valorizacije koje vode do integrirane
platforme za biorafineriju. Zelena ekonomija je novi koncept u razvoju koji je 2012. godine
potaknut od strane Europske komisije , a zasniva se na mogucnosti pretvorbe obnovljivih
bioloskih resursa u ekonomski odrZive proizvodi i bioenergiju ( Ravindran i Jaiswal ,2016b).
U zelenoj ekonomiji, osnovni gradivni element tj. sirovina za dobivanje energije je obnovljiv
bioloski resurs, npr. biomasa (Joshi i sur., 2015a; McCormick i Kautto, 2013; Ravindran i
Jaiswal, 2016b). U rujnu 2015. na vrhu UN-a o odrzivom razvoju odluceno je usvajanje
dokumenta , Transformacija naseg svijeta: Program za odrzivi razvoj do 2030." koji prosiruje
17 ciljeva odrzivog razvoja za zastitu planeta (Matharu i sur., 2016).

Cilj valorizacije narancine kore kao i valorizacije otpada u osnovi u bilo kojoj
preradivackoj industriji, usmjeren je na ponovnu upotrebu, recikliranje ili kompostiranje
otpada u korisne proizvode ili izvore energije. Valorizacija narancine kore kao otpada
prehrambene industrije provodi se kroz tri platforme: (1) izravna upotreba kore kao stoc¢ne
hrane, gnojiva, biosorbensa ili nanocestica; (2) primjena kore kao supstrata za biokemijske
procese dobivanja biogoriva, proteina i industrijskih enzima te drugih vaznih fermentativnih
proizvoda (3) izdvajanje bioloskih spojeva kore s dodanom vrijednoséu (npr. pektin,
esencijalna ulja, nutriceutici, organske kiseline). Zbog pozitivnog ucinka na okolis i
mogucnosti dobivanja korisnih spojeva iz organskog otpada dobivenog preradivanjem citrusa
valorizacija u ovakvoj prehrambenoj industriji je nuzna i ulaze se sve viSe resursa u

istrazivanje i poboljSanje postupaka upotrebe tog otpada.
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Slika 1. Prikaz sheme opskrbe citrusa i valorizacije otpada (Satari i Karimi, 2018)

2.1.3.Ekoloska opterecenja industrije prerade citrusa

Tijekom proizvodnje voca glavni faktori kod uzgoja biljaka su odrzavanje pogodnih
uvjeta za Sto bolji rast i Sto vedi prinos plodova. Potrebno je znanje i poznavanje kulture
koja se uzgaja,ali takoder i poznavanje regije i klimatskih uvjeta uzgoja neke kulture .
Smatra se da je najveci ekoloski teret upravljanje zastitom kulture od Stetocina i bolesti koje
joj mogu nastetiti , opskrba vodom tj. navodnjavanje , upotreba gnojiva i opskrba tla svim
potrebnim nutrijentima te zastita kulture od vremenskih neprilika (Cerutti i sur., 2015).

Da bi se dobila procjena ekoloSkog opterecenja upotrebom pesticida,herbicida i
gnojiva provode se studiji o Zivotnom ciklusu uzgajane kulture uz koje se prati i najveée
optereéenje na okolis, a vezano je uz utroSak energije koja se ulaZe tijekom procesa prerade

(Coltro i sur.,2009). Energija koja se koristi u poljoprivredno-prehrambenom sektoru tijekom



cijelog zivotnog ciklusa proizvodnje procjenjuje se na 20 % ukupne potrosene energije u
razvijenim zemljama. PotroSnja primarne energije i posljedi¢no tome nastanak efekta emisije
staklenickih plinova zabiljezene su kao glavni doprinositelji potencijala globalnog zatopljenja
(Beccali i sur., 2009). PotroSena energija je uzrok velikog opterecenja okoliSa u preradivackoj
industriji citrusa. Analiza energije za proizvodni pogon narane pokazala je da je potrebna
ukupna energetska potrosnja od 1,12 MJ kg narancinog soka, uglavnom u obliku elektricne
energije i pare. Najvedi udio te energije trosi se tijekom pasterizacije soka gdje se mora
posti¢i odredena temperatura kako bi se proveo taj postupak ,a nakon toga prilikom
pakiranja soka u ambalazu energija se trosi za rad strojeva (Waheed i sur., 2008).

Osim toga, joS jedan glavni ekoloski problem kod proizvodnog pogona tehnologije
prerade citrusa u sok je njegova velika koli¢ina nastale otpadne vode, npr. tijekom aktivnosti
CiSéenja pogona (Guzman i sur., 2015). Medutim, karakterizacijom otpadnih voda dobivenih
iz postrojenja preradivacke industrije citrusa otkriveno je da sadrze znatne koli¢ine vrijednih
spojeva kao Sto su vlakna, fenolni spojevi, Seéeri i organske kiseline koji se mogu korisno

upotrijebiti ako se izdvoje ekstrakcijom (Viuda-Martos i sur., 2011).

Najvaznija briga u preradivackoj industriji citrusa je gospodarenje ¢vrstim otpadom
koji nastaje tijekom procesa prerade. Ovaj kruti otpad tipi¢no se sastoji od kore, sjemena i
ostataka listova koji zaostaju nakon postupka cijedenja soka. Dio Cvrstog otpada takoder
proizlazi iz materijala za pakiranje (ambalaza) i otpada koji ne odgovara specifikacijama
postrojenja za proizvodnju soka, no ovdje se navodi glavni otpad prilikom procesiranja
citrusa, u naravi, organski otpad. Primarni problem organskog otpada nastalog tijekom
prerade citrusa je visoka fermentabilnost, zbog visokog sadrzaja ugljikohidrata, sto moze
ubrzati njegovu degradaciju (Lin i sur., 2013). Tradicionalna strategija smanjenja otpada
organskog porijekla spaljivanjem ili odlaganjem danas su nedovoljne i problematicne u
smislu utjecaja na okoliS i energetske ucinkovitosti (Wei i sur., 2017). Dio organskog otpada
dobivenog tijekom prerade citrusa takoder se koristi za ishranu stoke kao hranjivo s niskom
vrijednos¢u (ima nizak sadrZaj proteina). Zbog visokog sadrZaja organske tvari u otpadu koji
nastaje u prehrambenoj industriji prerade citrusa direktiva Europske Unije utvrduje da se
takav otpad kao i sve druge vrste organskog otpada, ne mogu zbrinuti na odlagaliste
otpada ako se prethodno ne podvrgnu procesima energetske obnove (Negro i sur., 2017;
Negro i sur., 2016a).

Ipak , nastali otpad tijekom prerade citrusa moze se valorizirati kako bi se dobili

derivati koji ¢e se koristiti kao izvor energije, npr. fermentacijom, i druge korisne kemikalije



pomocu fizikalnih tretmana. Primjenom valorizacije postigla bi se moguénost da Europska
Unija zadovolji oko 20% svojih potreba za energijom iz obnovljivih izvora bioloskih resursa.
Jos jedna vazna primjena otpada nastalog preradom citrusa je upotreba tog otpada kao
gnojivo, Sto se postize podeSavanjem omjera C / N, pH vrijednosti i sadrzaja vode do 60%
pri ¢emu se dobiva zreli kompost (Angel Siles Lopez i sur.,2010). JoS je mogucéa upotreba
pulpe citrusa za proizvodnju biogoriva (Panuccio i sur., 2016).

2.1.4. Zelena ekstrakcija za izolaciju visokovrijednih bioloski aktivnih ekstrakata

Ekstrakcija je tehnoloska operacija potpunog ili djelomi¢nog odjeljivanja smjese tvari
(kruta ili kapljevita faza) koje imaju nejednaku topljivost u razliCitim otapalima te se smatra
jednim od najcesce koriStenih procesa u industriji i upotrebljava u gotovo svim proizvodnim
procesima (Chemat i sur., 2012). Kod konvencionalnih procesa ekstrakcije u industrijskom
mjerilu postoje veliki nedostaci kao Sto su nepotpuno iskoriStenje procesa, upotreba velike
koli¢ine hlapljivih organskih otapala, dugo vrijeme ekstrakcije te visoka potroSnja energije
zbog intenzivnog zagrijavanja i/ili mijeSanja tijekom ekstrakcije (Rombaut i sur., 2014;
Chemat i sur., 2012). U zelji poboljSanja energetske ucinkovitosti, istrazuju se bolji nacini
ekstrakcije aktivnih tvari iz bioloskih izvora sa ciljem industrijske primjene. Tako je 2012.

godine, uveden pojam zelene ekstrakcije (Chemat i sur., 2012).

Zelena ekstrakcija bazira se na pronalasku i uspostavi ekstrakcijskog procesa koji ¢e
omoguditi upotrebu alternativnih otapala i obnovljivih prirodnih proizvoda te osigurati siguran
i visokokvalitetan ekstrakt. Osim ucinkovitosti tih metoda,prednosti zelene ekstrakcije su
selektivnost, ekoloska prihvatljivost, upotreba manjih koli¢ina otapala, veci prinos od klasic¢ne
ekstrakcije, mogucnost kontrole temperature prilikom ekstrakcije te smanjena potrosnja
energije i smanjena emisija staklenickih plinova (Chemat i sur., 2012; Rostagno i Prado,
2013; Banerjee i sur., 2017). Stoga, u posljednjih nekoliko godina kako bi se smanijilo
koristenje konvencionalnih procesa ekstrakcije, koji zbog ve¢ navedenih nedostataka imaju
nepozeljine ucinke na okolis, interes za tehnologije zelene ekstrakcije je poveéan. Osim
prednosti koje se odnose na koriStenje zelenih otapala, razvijene su i nove tehnologije
ekstrakcije, kao Sto su upotreba ultrazvuka i mikrovalova. Selektivna ekstrakcija razlicitih
bioaktivnih spojeva u slucaju najsuvremenijih tehnologija ekstrakcije omoguéena je
jednostavnom promjenom procesnih parametara (snaga zracenja, temperatura, tlak, protok,
snaga, itd. (Gil-Chavezi i sur., 2013). Takoder se razmatraju otapala bazirana na organskim

solima (ionske kapljevine i eutekticka otapala) i agro-otapalima (npr. etanol, glicerol, metilni



esteri masnih kiselina biljnog ulja, terpeni) te sve popularnije superkriticne tekucine kao sto
su CO; i voda.

Ekstrakcija bioaktivnih komponenta djelovanjem ultrazvuka visokog intenziteta
(frekvencija 20-100 kHz) jedna je od novijih tehnika koja omogucuje visoku reproducibilnost
u kracem vremenu, ograniCava se poviSenje temperature tijekom tretmana te se dobiva vedi
prinos bioaktivnih tvari (Caili i sur.,2006). Metodom ultrazvucne ekstrakcije bioaktivnih tvari
nastoji se smanijiti upotreba otapala ili u potpunosti izbjeéi. Tijekom tretiranja ultrazvukom
dolazi do pojave kavitacije i stvaranja mjehuri¢a plina koji implodiraju i uzrokuju bubrenje
stanica te probijanje stani¢ne stjenke Sto omoguéuje visoku brzinu difuzije kroz stani¢nu
stjenku. Ultrazvuk visoke snage, uslijed djelovanja kavitacije na stani¢ni materijal, tocnije
stanicnu stjenku, omogucuje vecCe prodiranje otapala u materijal te takoder povecava
prijenos mase (Vinatoru, 2001). Na taj nacin se ubrzava ekstrakcija te se povecava njena
ucinkovitost. Industrijska vaznost primjene ultrazvukom potpomognute ekstrakcije u
tehnologiji prerade citrusa jest od interesa u smislu povecanja ekstrakcije odredenih
komponenata kao Sto su su polifenoli (Springett, 2001), antocijani (Springett, 2001),
aromatske tvari (Vinatoru, 2001) i ulja (Chemat i sur., 2004) iz biljnog materijala.

Upotreba dielektricnog zagrijavanja u laboratorijima, koriste¢i mikrovalove zapocela je
kasnih 70-tih, te je prvo upotrijebljena u prehrambenoj industriji, a danas se cesto
primjenjuje za analizu tragova organskih spojeva kod krutih uzoraka. Mikrovalovima se
postizu visoke, ali kontrolirane stope zagrijavanja koje omoguéuju selektivno i ciljano
zagrijavanje medija te se zbog toga toplina iz sustava gotovo ne gubi (Mandal i sur., 2007).
Pod utjecajem mikrovalova molekule u biljnom tkivu titraju, a tkivo se zagrijava. Tijekom
mikrovalnog zagrijavanja mehanizam djelovanja moZzemo podijeliti na dva simultana nacina.
Prvi je rotacija dipola uslijed djelovanja elektromagnetskog zracenja, a drugi je ionska
vodljivost, tj. zamjena iona izmedu otopljene tvari i otapala (Favretto, 2004). Energija
mikrovalova zagrijava polarno otapalo koje je u kontaktu s ¢vrstim uzorkom i na taj nacin
smanjuje koli¢inu potrebnog otapala i vrijeme ekstrakcije Sto je zbog ustede na energiji
(nema dodatnog zagrijavanja) ekonomski isplativo (Veggi i sur., 2013). Visok sadrzaj vode u
otpadu koji nastaje tijekom prerade citrusa ne moze ograniciti primjenu tehnike ekstrakcije
mikrovalovima zbog njihove dobre interakcije s vodom koja ima visoku dielektricnu konstantu
(Pfaltzgraff i sur., 2013).



Osim ekstrakcije pomocu ultrazvuka i mikrovalova sve se vise istrazivanja fokusira na
pronalazak novih i efikasnijih metoda s ciljem pobolj$anja razvoja proizvoda. Stovise,
kombinacije ekstrakcije uz pomo¢ ultrazvuka s nekim inovativnim tehnikama, ftj.
mikrovalovima , ekstrakcijom superkriticnim fluidom i ekstrakcija potpomognuta visokim
hidrostatskim tlakom zabiljezeni su kao jedan od najperspektivnijih hibridnih tehnika (Chemat
i sur., 2017).

U nastavku je dan kratak pregled osnovnih saznanja o zelenim otapalima kao Sto su
ionske kapljevine i eutekticka otapala.

2.2 ZELENA OTAPALA

Otapala se svakodnevno koriste u brojnim industrijskim procesima zbog njihove
kljuéne uloge u otapanju krutih tvari, prijenosu mase i topline te postupcima procis¢avanja i
izdvajanja proizvoda. Vedina konvencionalnih otapala je toksi¢na, zapaljiva i nagrizajuca , a
njihova topljivost i hlapivost doprinijele su poluciji zraka, vode i zemlje. Recikliranje i
ponovna uporaba takvih otapala, kada je to moguce, zahtjeva energetski snaznu destilaciju
uz znatne gubitke te unakrsnu kontaminaciju. Povecanjem svijesti o Stetnosti i nedostacima
postojecih otapala kemicari su zapoceli potragu za sigurnijim rjeSenjima zbog cega pocinje
razvoj zelenih otapala (Anastas i Eghbali, 2010). Prema tome dvije glavne strategije razvoja
zelenih otapala su (1) zamjena otapala dobivenih kao naftni derivati otapalima iz obnovljivih
izvora proizvedenih od biomasa poput drva, ulja voca i povréa i (2) zamjena opasnih otapala
s onim otapalima koja pokazuju bolju zastitu okoliSa. Takoder svojstva tih otapala su velika
moc¢ otapanja, biorazgradivost, netoksi¢nost i nezapaljivost. Idealna zelena otapala moraju
zadovoljavati sljedece kriterije: moraju biti sigurna za zdravlje ljudi, smanijiti opasnost, lako
razgradiva te pruziti visoki prinos produkta (Chemat i sur., 2012). Kao nova zelena otapala
podrazumijevaju se biootapala, ionske kapljevine, voda, superkriticne tekucine, reakcijski
sustavi bez prisustva otapala i eutekti¢na otapala (Cvjetko Bubalo i sur., 2014).

2.2.1. Ionske kapljevine

Ionske kapljevine su organske otopine soli koje su u teku¢em stanju na sobnoj
temperaturi. Gotovo da nemaju tlak pare i zapaljivost im je vrlo niska ,a po definiciji tocka
taljenja im mora biti ispod 100 °C (Anastas i Eghbali, 2010). Njihova je specifi¢nost Sto su
gradene od aniona i kationa, to jest njihovih slabo koordinirajucih otopina. U njima, kationi

najéesée dolaze iz razliCito supstituiranih velikih organskih molekula male simetrije koji
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sadrze pozitivno nabijen duSikov, sumporov ili fosforov atom kao Sto su A, N
dialkilimidazolijev,  M-alkilpiridinijev,  A~alkilmorfolinijev,  A~alikilpikolinijev, A,  N*
dialkilpirazolijev, alkilamonijev kation. TipiCni anioni su anioni halogenidi, tetrafluorborat,
heksafluorfosfat , nitrat, sulfat, bis[(trifluormetil)-sulfonil]imid, acetat, dicijanamid,
alkilsulfati, alkilsulfonati, p-toluensulfonat i trifluoracetat (Cvjetko Bubalo i sur., 2014; Janiak,
2013). Sama priprava ionskih kapljevina najceSc¢e se odvija u dva koraka: priprava Zeljenog
kationa reakcijom kvaternizacije tercijarnog amina odgovarajuéim alkiliraju¢im reagensom te

izmjena aniona solima ili kiselinama koje sadrze Zeljeni anion (Cvjetko Bubalo i sur., 2014).

Zbog razli¢itih kombinacija aniona i kationa postoji velik broj strukturno razlicitih
ionskih kapljevina. Bududi da fizikalno-kemijska svojstva ionskih kapljevina ovise o strukturi
kationa (npr. simetrija kationa, duljina alkilnih supstituenata, prisutnost funkcijske skupine),
kao i o stupnju delokalizacije naboja na anionu, svojstva ove skupine spojeva medusobno se
razlikuju (Zhao i sur., 2002). Upravo je to jedno od najvaznijih svojstava ionskih kapljevina
koje omogucava dizajniranje njihovih fizikalnih i kemijskih svojstava modifikacijom odnosno
izmjenom aniona i/ili kationa . Modifikacijama kemijske strukture ionskih kapljevina moze se
utjecati na taliste, topljivost odredenih komponenti, kiselost, gustocu, viskoznost, topljivost u
vodi ili organskim otapalima i ekstrakcijski kapacitet te tako izravno utjecati na uspjeSnost

primjene ionske kapljevine (Karkkainen, 2007).

@ =
3 3

supstituent “jezgra”

-duljina
-linearan/razgranat
-kiralan/akiralan

-funkcijske skupine

Slika 2. Dizajniranje svojstava ionskih kapljevina (Cvjetko Bubalo i sur., 2014)

Na temelju dosadasnjih istrazivanja vidljivo je da jedinstvena fizikalno-kemijska

svojstva te mogucnosti dizajniranja za specificne namjene predstavljaju prekretnicu u



kemijskoj i procesnoj tehnologiji te biotehnologiji. Primjenom ovih spojeva omoguceno je
poboljSanje postojecih i uspostavljanje novih visokoucinkovitih procesa. Opcenito, klju¢na
prednost primjene odgovarajuc¢e ionske kapljevine kao otapala u odnosu na klasi¢na
organska otapala jest u promjeni reakcijskih odnosa, izvrsnom otapanju supstrata te
poboljSanoj aktivnosti, selektivnosti i stabilnosti (bio)katalizatora (Yang, 2009). Takoder kada
se govori o primjeni ionskih kapljevina, vrlo je vazno istaknuti da se ionske kapljevine zbog
niskog tlaka para i toplinske stabilnosti mogu relativno jednostavno regenerirati nakon
procesa uz neznatne gubitke. Zbog visoke cijene i nedostatka podataka o njihovom utjecaju
na ljude i okolis ionske kapljevine za sada nisu nasle Siru komercijalnu primjenu (Cvjetko
Bubalo i sur., 2014).

2.2.2.Eutekticka otapala

Eutekticka otapala (eng. Deep Eutectic Solvents, DES) su nova generacija otapala
koja se otkrivaju 2011. godine, a svrstavaju se u 4. generaciju ionskih kapljevina. To su
smjese dviju ili viSe komponenata koje se povezuju intermolekularnim vodikovim vezama
tvoreci eutektiCku smjesu koja ima nize taliste nego pojedinacne komponente smjese (Zhang
i sur., 2012). Najcesca eutekticka otapala temelje se na kolin kloridu, karboksilnim kiselinama
i drugim donorima vodikovih veza, poput uree, limunske kiseline, sukcinske kiseline i
glicerola. Imaju slicne karakteristike kao ionske kapljevine, ali su u prednosti zbog niske
cijene, biorazgradivosti i niske toksi¢nosti (Kudlak i sur., 2015). Eutekticka 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 50° C (Paiva i sur., 2014).

Tablica 1: Tipovi eutektickih otapala (Kudlak i sur., 2015)

TIPOVI SASTAV PRIMJER
Kombinacija metalne soli i ZnCl; + kolin klorid
TipI organske soli
Kombinacija hidrata metalne CoCl,*6H,0 + kolin klorid
Tip II soli i organske soli
Komponenta koja je donor kolin klorid + urea
Tip III vodika u kombinaciji s

organskom soli

Kombinacija metalnog klorida | MClx + urea / etilen-glikol /
Tip IV s komponentom koja je donor | acetamid
vodikove veze
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Eutekticka otapala su stekla veliki znanstveni interes, a paznja znanstvene zajednice
usmjerena je prema razumijevanju njihovih karakteristika, faznog ponasanja komponenti i
interakcija uspostavljenih izmedu donora i akceptora vodikove veze koji Cine eutekticku
smjesu te mogucnosti njihove brojne primjene kao Sto je u ekstrakciji biolosko aktivnih
spojeva ili kao otapala za biokatalizu.

Eutekticke otopine imaju sposobnost doniranja i prihvacanja protona i elektrona, Sto
im daje sposobnost stvaranja vodikovih veza te se time povecava njihova sposobnost
otapanja. Fizikalno-kemijska svojstva otapala su vrlo bitna za postupak ekstrakcije jer je
ucinkovitost ekstrakcije prije svega ovisna o svojstvima otapanja Zeljene tvari u odabranom
otapalu. Ovdje vrijedi pravilo ,slicno se otapa u slicnom". U vecini radova, kao negativan
utjecaj se spominje viskoznost ovih otapala koja utjece na prijenos mase svih reaktanata te
mijenja brzinu reakcije (Zhang i sur., 2012). Dai i suradnici su promatrali ekstrakciju fenolnih
spojeva Safranike, koriste¢i razliita prirodna eutekticka otapala (mlije¢na kiselina:glukoza,
glukoza:kolin-klorid i fruktoza:glukoza:saharoza) gdje je zapazena velika sposobnost
ekstrakcije fenolnih spojeva upravo zbog vodikovih veza koje se ostvaruju izmedu fenolnih
spojeva i molekula eutektickog otapala. Medutim, viskoznost se smanjuje dodatkom

odredenog postotka vode prilikom pripreme otapala.

Takoder i polarnost znacajno utje¢e na ucinkovitost ekstrakcije. Optimiziranjem svih
parametara (viskoznost, polarnost i parametri ekstrakcije-temperatura, vrijeme ekstrakcije),
ovi su autori zabiljezili veci prinos ekstrakcije fenolnih spojeva koriStenjem prirodnih
eutektickih otapala u usporedbi s uobicajenim klasi¢nim otapalima kao Sto su voda i etanol.
Takoder, Paiva i sur., 2014. su primijetili da je topivost slabo topljivih molekula kao Sto je
benzojeva kiselina, grizeo-fulvin, danazol i itrakonazol, prijavijena 5 do 20 000 puta veéa u
eutektickim otapalima nego u vodi.

Gill i sur. (1994 ) su primjetili da eutekticka otapala mogu biti i supstrat za enzimske
reakcije. Takoder, dosli su do saznanja da enzimi mogu zadrzati svoju aktivnost kada su u
eutektickim otapalima, osiguravajuéi bolji reakcijski medij od uobic¢ajenih organskih otapala.
Takoder zabiljezen je i utjecaj eutektickih otapala na strukturu i aktivnost biokatalizatora Sto
posljedicno povecava ili smanjuje efikasnost biokatalize. Zbog razliCitih karakteristika
eutektickih otapala vrlo je bitan odabir donora i akceptora vodikove veze. Zbog vaznosti
biokatalize i potrebe za poboljiSanjem imobilizacije, stabilizacije i recikliranja biokatalizatora
kako bi se troskovi procesa smanijili eutekticka otapala smatraju se zelenim otapalima koja se

mogu primijeniti kao otapala u biokatalizi (Clouthier i sur., 2012.).
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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
e Albumin govedeg seruma, Sigma-Aldrich, St. Louis, SAD

e Bradford reagens, Sigma-Aldrich, St. Louis, SAD

e Demineralizirana voda, PBF

e 3,5-dinitrosalicilna kiselina (DNS), Sigma-Aldrich, St. Louis, SAD

e Etanol (96 %), Kemika, Zagreb, Hrvatska

e Etilen-glikol, Sigma-Aldrich, St. Louis, SAD

e Fenol, Sigma-Aldrich, St. Louis, SAD

e Folin-Ciocalteau reagens, Kemika, Zagreb, Hrvatska

e Galakturonska kiselina, Sigma-Aldrich, St. Louis, SAD

e Galna kiselina, Sigma-Aldrich, St. Louis, SAD

e n-Heptan, Sigma-Aldrich, St. Louis, SAD

o Kalij-fosfatni pufer, pripravljen u Laboratoriju za tehnologiju i primjenu stanica i
biotransformacije, PBF (KH2PO4, Fisher Chemical, UK)

e Kalij, natrij tartarat, Kemika, Zagreb, Hrvatska

e Klorovodic¢na kiselina, Kemika, Zagreb, Hrvatska

e Kolin-klorid, Sigma-Aldrich, St. Louis, SAD

e Natrijev hidroksid, Kemika, Zagreb, Hrvatska

e Natrijev karbonat, Kemika, Zagreb, Hrvatska

e Natrijev sulfit, Kemika, Zagreb, Hrvatska

e Pektin, Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

e (R)-1-feniletanol, Sigma-Aldrich, St. Louis, SAD

e (R S)-1-feniletil-acetat, Sigma-Aldrich, St. Louis, SAD

e (9)-1-feniletanol, Sigma-Aldrich, St. Louis, SAD

Sve upotrijebljene kemikalije i otapala su bili analiticke Cistoce.

3.1.3. Oprema i uredaji
e Analiticka vaga, BAS 31 plus, BOECO, Njemacka

e Hladnjak, Gorenje, Slovenija
e Homogenizator — IKA vortex GENIUS 3, Sigma-Aldrich, St. Louis, SAD

e Homogenizator s regulacijom temperature, EppendorfThermoMixer C, Njemacka



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

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

Schwerte, Njemacka

e Laboratorijsko posude (laboratorijske ¢ase, epruvete, odmjerne tikvice, menzure,

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

e Magnetska mjesalica s grijanjem, Tehnica, Zelezniki, Slovenija
e Mikropipete (20 puL, 100 pL, 1 mL, 5mL)
e Plinski kromatograf s masenom spektroskopijom, Shimadzu, Japan

e Tarionik s tu¢kom
e UV — Vis spektrofotometar, GENESYSTM10S, ThermoFisher Scientific, Madison, SAD
e Vodena kupelj, Camlab Limited, tip SUB 14, Cambridge, UK

3.2. Metode

3.2.1. Priprema eutektickog otapala kolin-klorid:glicerol (ChCIGly)

Molarni omjer kolin-klorida i glicerola za pripremu eutektickog otapala je koriSten

kao i u Panic i sur., (2017). Za pripremu eutektickog otapala koristena su 3 razli¢ita udjela

vode 30, 50 i 80 % (w/w). U tikvici s okruglim dnom pomijeSaju se kolin-klorid i glicerol u

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

prirodno eutekticko otapalo s 30, 50 i 80 % vode (w/w). Mase potrebnih sirovina su

prikazane u tablici 2. Sinteza otapala je provedena na magnetskoj mjesalici zagrijavanjem na

50 °C tijekom 2 sata, nakon Cega je dobivena homogena, prozirna i bezbojna tekucina.

Tablica 2. Mase sirovina potrebnih za pripremu prirodnog eutektickog otapala kolin-

klorid:glicerol

EUTEKTICKO
OTAPALO

m (kolin- klorid) [g]

m(glicerol) [g]

m (voda) [g]

Kolin-klorid:glicerol sa
vode
(ChCIGIly30%)

30

%

7

9,235

6,958

Kolin-klorid:glicerol sa
vode
(ChCIGly50%)

50

%

9,235

16,235

Kolin-klorid:glicerol sa
vode
(ChCIGIly90%)

80

%

9,235

64,94
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3.2.2. Priprava ekstrakata kore narance

Ekstrakcija je provedena pomocu prirodnog eutektickog otapala kolin-klorid:glicerola s
30, 50 i 80% vode (w/w) , kalij-fosfatnog pufera (pH-vrijednost 7) ili zakiseljenog etanola
(75 % EtOH, 0,1 % HCl) u tarioniku s tuckom. Nakon Sto se narance operu pomocu
detergenta, povrsinski steriliziraju etanolom i potom isperu demineraliziranom vodom, ogule
se noziéem te se kora nareze na komadice priblizne veli¢éine 5 mm x 5 mm x 2 mm . 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 pomocu tucka. Zatim se reakcijska smjesa
centrifugira 15 min na 5000 rpm. Nakon centrifuge provodi se filtracija pomoéu obicnog
lijevka za filtraciju i filter papira kako bi se u potpunosti odijelili zaostali krupni dijelovi.
Pripravljeni ekstrakti kore narance su koristeni 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

Ukupni polifenoli odredeni su u ekstraktima narancine kore koji su pripremljeni u
prirodnom eutekti¢ckom otapalu ChCIGly sa 30 %, 50 % i 80 % vode te zakiseljenom etanolu
(75 % EtOH, 0,1 % HCI) koji je koristen kao referentno otapalo. Princip odredivanja se
temelji na kolornoj reakciji, koja je posljedica reakcije polifenola s Folin-Ciocalteau-ovim
reagensom. 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;WQO4/MoO4 + Fenol — (fenol-MoW11040)*
Mo(VI) (Zuto obojen) + e- —» Mo(V) (plavo obojen)

Postupak provodenja analize

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 NaxCOs (75 g/L). Zatim slijedi termostatiranje otopine u vodenoj kupelji na 50 °C
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tijekom 5 minuta. Reakcija se zaustavlja hladenjem u hladnjaku. Apsorbancija pri A=760 nm
se mjeri na UV/VIS spektrofotometru (Singleton i sur., 1999).

Izrada baZdarnog dijagrama

Kao standard za izradu bazdarnog dijagrama upotrebljava 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. Izmjerene vrijednosti apsorbancija razrijedenih
otopina galne kiseline nanesu na ordinatu koordinatnog sustava, dok se koncentracije
razrijedenih otopina galne kiseline nanesu na apscisu. Bazdarni dijagram se konstruira
pomocu racunala unosom dobivenih apsorbancija poznate koncentracije galne kiseline.
Prema dobivenoj jednadzbi pravca uvrstavanjem apsorbancija mjerenih otopina izracunaju se

nepoznate koncentracije ukupnih polifenolnih spojeva u uzorcima ekstrakata narancine kore.

3.2.4. Odredivanje proteina metodom po Bradfordu

Jednostavna i brza kolorimetrijska metoda Sirokog opsega proporcionalnosti
intenziteta obojenja i koncentracije proteina. Ova kolorimetrijska metoda se temelji na
reakciji proteina s bojom Coomassie Brilliant Blue G-250 (CBB) u kiselom mediju. CBB reagira
prvenstveno sa poboc¢nim grupama 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. Pri tome se apsorpcijski maksimum
boje pomice s valne duljine 465 nm na 595 nm Sto se prati spektrofotometrijski.

Postupak provodenja analize

Ukupni proteini u ekstraktima narancine kore pripremljenima u eutektickom otapalu ChCIGly
sa 30, 50 i 80 % vode te puferu (prema protokolu opisanom u poglavlju 3.2.2) odredeni su
metodom po Bradfordu (Bradford, 1976). 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
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otopine govedeg albumina te se doda 1200 pL Bradford reagensa. Nakon 15 minuta se mjeri
apsorbancija pri A=595 nm na spektrofotometru. Bazdarni dijagram se konstruira pomocu
raCunala tako Sto se izmjerene vrijednosti apsorbancija razrijedenih otopina govedeg
albumina nanesu na ordinatu koordinatnog sustava, dok se koncentracije razrijedenih
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 odredivana je Millerovom kolorimetrijskom metodom
mjerenjem koli¢ine otpustenih reduciranih grupa pektina (polisaharida) izrazenih kao jedinice
galakturonske kiseline. Aktivnost se odreduje na osnovi odredivanja koncentracije
reduciraju¢ih Secera 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 Secera 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. Razvijeno obojenje otopine mjereno je spektrofotometrom pri

valnoj duljini od 575 nm.

HO_ O e HO. .O GOCH
—+—OH —t—0CH
CH + HO—T— OH + HO——
—_— —
% N o o o
I I B Wk ‘hlll NH, —1—CH
O O CH,OH 0O CH_OH
‘ 3,'S-dir1itrosalici!na. glukoza 3jarr?ino-5-nitrosalicilna gukonska
kiselina (Zuto obojenje) kiselina (crveno-smede kiselina

obojenje)

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

Secera.
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Priprema reagensa i otopina za analizu

Za pripravu DNSA reagensa izvaze se 10 g 3,5-dinitrosalicilne 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
odmjernoj tikvici od 100 mL.

Postupak odredivanja

Ekstrakti narancine kore u prirodnom 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 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 pL otopine natrij, kalij tartarata (Rochellova sol). Uzorci se ohlade na ledu tijekom 5 min,
nakon Cega 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. Iz ishodne otopine se naprave serijska razrjedenja koncentracija od
0,1 do 1 mg mL 1. Pomocu racunala 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 izracuna koncentracija oslobodenih reduciraju¢ih Se¢era (mg mL?). Jednom miligramu
oslobodenog Secera odgovara 5,1509 pmol galakturonske kiseline. Aktivnost enzima pektin-

esteraze se izracuna iz sljedeceqg izraza:
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oslobodeni Secer [umol
Aktivnost enzima (UmL™1) = Lumot}

X fakt i i 1
vrijeme inkubacije[min] X 1mL faktorrazrjedenja. [1]

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 prirodnom eutektickom otapalu ChCIGly s 30 , 50 i 80 % vode te u
puferu kao referentnom otapalu. Najprije se na analitiCkoj vagi 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 zapocne dodavanje 15 pL supstrata (R,S)-1-feniletil-acetata te se provodi na
tresilici pri sobnoj temperaturi. Od trenutka zapocinjanja reakcije prati se vrijeme te se
uzorkovanje vrsi nakon 48, 96 i 168 sati. 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.
O.. _CHy o CHy
('[ l (')H OH o
N CH,4 J 3 CH, , S CH ) N . .
H N . “ ] biokatalizator ‘ My | CH; . HyC OH
(5)-1-fenieti acetat (R)-1-fendeti acetat (5)-1-fendetanol (R)-1-fendetanol octena kseina

Slika 4. Hidroliza (R, S)-1-feniletil-acetata

Kako bi se usporedila uspjesnost hidrolize u puferu te u prirodnom eutektickom otapalu
ChCIGly 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 C» (mol L?) racuna se prema
jednadzbi 2:

Cp = Cs1 — (s, (2]
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U navedenoj jednadzbi Cs; predstavlja pocetnu koncentraciju (R,S)-1-feniletil-acetata
(mol L ), a Cs; koncentraciju (R,S)-1-feniletil-acetata izmjerenu na kraju reakcije (mol L?).

Kvalitativna i kvantitativna analiza (R S5)-1-feniletil-acetata odnosno (R, 5)-1-
feniletanola provedena je pomocu plinske kromatografije s masenom spektroskopijom.
Pomocéu racunala se nacrta dijagram ovisnosti mnozinske koncentracije (R,S)-1-feniletil-
acetata o povrSini ispod pika te se prema jednadzbi pravca izraCunavaju nepoznate

koncentracije (R, S)-1-feniletil-acetata u uzorcima.

Kromatografski uvjeti:

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

e Pokretna faza: Helij

e Protok: 36,5 ml min™

e Detektor: spektrometar masa

e Temperatura - kolona: gradijentno (T1=80 °C, T2=120 °C (At=15 °C min'), T3=125°C
(At=2 °C min''), T4=140 °C (At=1 °C min)

e Temperatura injektora 200 °C

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

e Vrijeme trajanja analize: 26,37 min

Retencijsko vrijeme (Rt) za (R, S)-1-feniletil-acetat iznosi 10,178 min, za (R)-1-feniletanol

iznosi 9,095 min, a za ($)-1-feniletanol iznosi 9,334 min (slika 5).

(R,S)-1-feniletil

1 |
: / \ acetat
(5)-1-feniletanol [

100000+ 2 M

(R)-1- I |

feniletanol [\ /

=]

1 =TT

T T T Y T T T T T T T T T T T T ™ T T T T T T
825 81‘30 875 9.00 925 950 975 1000 1025 1050

Slika 5. Tipi¢an GC kromatogram analize reakcijske smjese enantioselektivne hidrolize (R, S)-

1- feniletil-acetata
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Izrada baZdarnog dijagrama za odredivanje koncentraciije 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. Izmjerene vrijednosti povrSine kromatografskog pika
nanesu se na ordinatu, a na apscisu se nanose pripadajuce vrijednosti koncentracija. Pomocu
raCunala se nacrta dijagram ovisnosti mnoZzinske koncentracije (R, S)-1-feniletil-acetata o
povrsini ispod pika te se prema jednadzbi pravca izraCunavaju nepoznate koncentracije
(R, S)-1-feniletil-acetata u uzorcima.

Iskoristenje procesa hidrolize 7 (%) izracuna se prema jednadzbi 3:

Cp
I‘]hidroliza = C_T x 100 [3]

U navedenoj jednadzbi Cr predstavlja izmjerenu (stvarnu) koncentraciju (R,S)-1-feniletanola
(mol L), a Cr teoretski moguéu koncentraciju (R,S)-1-feniletanola (mol L-1).

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

_ Rl—feniletanol - Sl—feniletanol

ee x 100 [%] [4]

Rl—feniletano + Sl—feniletanol

U navedenoj jednadzbi Ri_feniteranot  j€ POVISiNa ispod pika (R)-1-feniletanola, a

S1—feniletanor POVISina ispod pika (S)-1-feniletanola.

20



4. REZULTATI I RASPRAVA

Na svjetskoj razini svake se godine proizvede oko 140 bilijuna tona biomase u
poljopriviednom 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 te obnovljiv izvor funkcionalnih
komponenata s dodanom vrijednos¢u, poput vlakana, proteina, ulja, voskova, boja i bioloski
aktivnih komponenata (npr. polifenola). Upravo zbog tih vrijednosti koje su sadrzane u
narancinoj kori, pozelino ih je izdvojiti u Sto vecim koli¢inama. Konvencionalne metode
ekstrakcija zasnivaju se na utrosku velike koli¢ine organskih otapala i energije Sto ne Cini
sustav odrzivim. Upoznati s tim problemima, znanstvenici istrazuju brojne metode i otapala

koja su u skladu s principima zelene kemije (Chemat i sur., 2012).

U ovom eksperimentalnom radu kao zeleno otapalo koristeno je prirodno eutekticko
otapalo kolin-klorid:glicerol s razliCitim udjelima vode. Valorizacija narancine kore je
provedena ispitujucu mogucnost ekstrakcije proteina i polifenola iz otpadne narancine kore.
Takoder je ispitana aktivnost pektin-esteraze te mogucnost 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

Polifenoli su spojevi prepoznati po svojoj bioloskoj aktivnosti zbog koje imaju vaznu
ulogu u ocuvanju zdravlja organizma jer djeluju kao antioksidansi te inhibiraju slobodne

radikale.

Odredivanje ukupnih polifenolnih spojeva u ekstraktima otpadne narancine kore
pripremljenima s eutektickim otapalom kolin-klorid:glicerol 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

Otkricem i razvojem eutekticnih otapala, kao zelenije verzije ionskih kapljevina,
uocena je njihova prednost naspram ionskih kapljevina , a osobito naspram konvencionalnih
organskih otapala. Istaknut je potencijal njihove primjene u sintezi te procesima razdvajanja
i analize. IstraZivanjem Paive i sur., 2014. utvrdili su da eutekticka otapala imaju visoku
sposobnost ekstrakcije fenolnih spojeva, Sto se pripisuje uspostavljanju vodikovih veza
izmedu fenolnih spojeva i komponenata otapala. Ukupni fenoli se mogu kvalitativno i

kvantitativno odredivati primjenom razli¢itih metoda, u ovom su radu ukupni fenolni spojevi
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u ekstraktima narancine kore koji su pripremljeni u eutektickom otapalu ChCIGly sa 30 %, 50
% i 80 % vode (w/w) te zakiseljenom etanolu (75 % EtOH, 0,1 % HCI) koji je koristen kao
referentno otapalo analizirani UV/Vis spektrofotometrijskom metodom s Folin-Ciocalteau
reagensom. Iz rezultata prikazanih na slici 7 moze se zakljuciti da pripravljeno eutekticko
otapalo ChCIGly sa 30 % i 50 % vode pokazuje vecu selektivnost prema ekstrakciji
polifenolnih spojeva, dok ChCIGly sa 80 % vode pokazuje manju selektivnost od referentnog
otapala (zakiseljeni etanol). Eutekticko otapalo ChCIGly svakako predstavlja bolji izbor
otapala za ekstrakciju polifenolnih spojeva bududi da su eutekticka otapala biorazgradiva,
stabilnija te su manje toksi¢na prema okoliSu i ljudima u usporedbi s organskim otapalima
kao Sto je etanol.

Radosevic i sur. (2016) su proveli ekstrakciju polifenolnih spojeva iz pokozice grozda,
a ekstrakti su promatrani s obzirom na ekstrakciju pojedinacnih polifenola. Najveéa
efikasnost ekstrakcije (+) katehina postignuta je s otapalom kolin-klorid:fruktoza a zatim
slijede kolin-klorid:jabu¢na kiselina > kolin-klorid:ksiloza > kolin-klorid:glukoza > kolin-
klorid:glicerol. Istrazivanjem je utvrdeno da su DES-ovi dostojna zamjena konvencionalnim
otapalima s tim da je barem jedan DES postigao vece iskoriStenje ekstrakcije polifenolnih
spojeva u odnosu na metanol. Moze se zakljuditi da se ti rezultati podudaraju s nasima gdje
se otapalo kolin-klolrid:limunska kiselina pokazalo selektivnije od zakiseljenog etanola (70 %,
v/v) dok druga otapala pokazuju sli¢nu ili nizu selektivnost. Naime, DES-ovi imaju sposobnost
tvorbe vodikovih veza izmedu komponenata otapala i polifenolnih spojeva i posljedicno se

povecava kapacitet otapanija istih (Zhang i sur., 2012; RadosSevic i sur., 2016).

4.2. Odredivanje proteina metodom po Bradfordu

Fizikalno-kemijske metode za odredivanje koncentracije proteina se dijele na
apsorpcijske i kolorimetrijske metode. Kolorimetrijske metode se baziraju na kemijskoj
reakciji proteina sa razli¢itim reagensima pri ¢emu se razvija karakteristicno obojenje
otopine. Intenzitet razvijene boje je u odredenom opsegu koncentracija proteina
proporcionalan koncentraciji proteina, a najpreciznija su mijerenja u srediSnjem dijelu
podruéja proporcionalnosti. Ukupna koncentracija proteina je odredena metodom po
Bradfordu na temelju reakcije proteina s bojom Coomassie Brilliant Blue G-250 (CBB) u
kiselom mediju, nakon cCega dolazi do promjene boje iz smede u plavu. Koncentracije
proteina u ekstraktima narancine kore su izracunate pomocu 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.
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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

Na temelju prikazanih rezultata (slika 9) moze se zakljuciti da prirodno eutekticko
otapalo ChCIGly pokazuje nisku selektivhost prema ekstrakciji proteina u odnosu na pufer.
Najmanja koncentracija proteina je ekstrahirana pomoéu ChCIGly sa 50 % vode, dok je
vidljivo da je koncentracija proteina ekstrahirana pomocu pufera gotovo dvostruko veéa. Od
ispitanih eutektickih otapala najboljim se pokazalo ChCIGly s 30 % vode.

Zeng i sur. (2014) pripremili su 4 vrste prirodnih eutektickih otapala na bazi kolin-
klorida s kojima su proveli ekstrakciju albumina iz govedeg seruma te su dokazali da na
samu ekstrakciju utjeCu parametri poput vremena i temperature ekstrakcije. Rezultati su

pokazali da hidrofobne interakcije i vodikove veze igraju vaznu ulogu u prijenosu tvari ,a
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DES-ovi pokazuju potencijal u pruzanju novih moguénosti u ekstrakciji proteina. Iako u
ovom radu prema dobivenim rezultatima, referentno otapalo pufera ekstrahiralo je 0,53 mg
proteina po mL otapala Sto je veca koncentracija proteina od ekstrahiranih proteina u
eutektickom otapalu ChCIGly30% koja iznosi 0,41 mg po mL otapala.

4.3. Odredivanje aktivnosti pektin-esteraze u ekstraktima kore narance

Pektin je ugljikohidrat, polisaharid (poligalaktouronid) i prisutan je gotovo u svim
vrstama voca. NajceScée se nalazi u kori (pokozici) ploda i srzi ploda. Prosjecni udio pektinskih
tvari u voéu kreée se oko 0,1 — 0,3 %, a pojedine vrste vo¢a bogate su pektinskim tvarima
poput kore narance koja sadrzi 3 — 5 %. Zbog velikog udjela pektina u narancinoj kori koja

zaostane u procesu proizvodnje moze se upotrijebiti kao sirovina za proizvodnju pektina.

Aktivnost enzima pektin-esteraze u ekstraktima narancine kore odreduje na osnovi
odredivanja koncentracije reducirajuéih Secera koji se oslobode nakon inkubacije enzima sa
pektinom pomocu 3,5-dinitrosalicilne kiseline ¢ija boja otopine se mijenja iz svijetlo zute u
crveno-smedu. 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.
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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 moze se zakljuciti da je aktivnost enzima pektin-esteraze
znacajno veca u eutektickom otapalu ChCIGly sa sva 3 udjela vode, nego u puferu.Pektin-
esteraza pokazuje najvecu aktivnost u eutektickom otapalu ChCIGly sa 30 % vode.

Xu i sur. (2017) objasnjavaju vecu aktivnost enzima u eutektickom otapalu kao posljedicu

utjecaja eutektickog otapala na sekundarnu strukturu enzima.

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

narancine kore

Upotreba zelenih otapala sve se viSe istraZzuje u pripravi komercijalno zanimljivih
organskih spojeva poput kiralnih alkohola, a koji su vazni meduprodukti za sintezu mnogih
kiralnih lijekova i kiralnih pomo¢nih sredstava (Yadav i sur., 2001). Izazov u njihovoj pripremi
vezan je uz Cinjenicu da postoje R i S enatiomerna oblika ovih alkohola koji imaju razliCite
strukturne karakteristike te zbog toga mogu imati razli¢ite bioloske aktivnosti (Liang i sur.,
2015). Primjerice, oba enantiomerna oblika koriste kao kiralni reagensi za odredivanje
enantiomerske Cistoce i asimetrino otvaranje cikliénih anhidrida i epoksida (Frings i sur.,
1999) , dok se (R)-1-feniletanol koristi se kao kiralni gradevni blok i kao sintetski intermedijer
za fine kemikalije u farmaceutskoj i agrokemijskoj industriji (Suan i Sarmidi, 2004). Takve
opticki Ciste spojeve mozemo dobiti kemijskom sintezom ili primjenom enzima kao

biokatalizatora (Habulin i Knez, 2009). Enzimi su u prednosti zbog efikasnosti, enantio- i
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regioselektivnosti te ekoloske prihvatljivosti (Cheng i sur., 1996). Reakcija hidrolize (R, S5)-1-
feniletil-acetata u eutektickom otapalu ChCIGly sa 30 %, 50 % i 80 % vode i kalij-fosfatnom
puferu praéena je ekstrakcijom zaostalog supstrata i nastalih produkata u r+heptanu uz
snazno mijeSanje nakon cega je heptanski ekstrakt analiziran plinskom kromatografijom.
Dobiveni bazdarni dijagram za odredivanje koncentracije supstrata prikazan je na slici 12.
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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 ChCIGly s 30% vode, c) eutektickom otapalu ChCIGly s 50% vode i d) eutektickom
otapalu ChCIGly s 80% vode. Reakcijski uvjeti: 0,015 mol L (R, S5)-1-feniletil-acetata; 0,2 g
narancine kore; 25 °C. Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost + S.D (n= 3).
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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 ChCIGly s 30 %, 50 % i 80
% vode. Reakcijski uvjeti: 0,015 mol L-! (R,S)-1-feniletil acetata; 0,2 g narancine kore; 25

°C; 168 sati. Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost = S.D (n= 3).
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U kontekstu primjene otpadne narancine kore kao izvora bogatog hidrolitickim
enzimima u ovom radu istrazio se potencijal mogucnosti dobivanja (R)- odnosno (S5)-1-
feniletanola hidrolizom racemi¢nog 1-feniletil-acetata. Usporedujuci enantiomerni visak
hidrolize u eutektickom otapalu ChCIGly i puferu (slika 14), vidljivo je da se otapalo ChCIGly
pokazalo ucinkovitijim za enantioselektivnu hidrolizu (R, S)-1-feniletil acetata. RazliCita
enantioselektivnost u puferu i eutektickom otapalu se moze objasniti prisutnos¢u nekoliko
hidrolitickih enzima u narancinoj kori koji su razli¢ito inhibirani u eutekti¢ckom otapalu ovisno
o karakteristikama eutektickog otapala te zbog toga imaju razli¢itu enantioselektivnost prema
pretvorbi ili (R) ili (S) ester (Pani¢ i sur., 2018). 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 ve¢e od 50 % ukazuje na to da
enzimi iz kore narance, u puferu kao otapalu, provode hidrolizu i (R)- i (S)-1-feniletil acetata
u pripadajuée alkohole. Enantiomerni viSak za reakcije hidrolize provedene u eutektickom
otapalu ChCIGly je znacajno visi (>75 %), pri Cemu iskoristenje hidrolize ne prelazi 50 %.

Na temelju rezultata dobivenih u ovom radu moZe se zakljuciti da zeleno otapalo
kolin-klorid:glicerol sa 30 , 50 i 80 % vode (w/w) ima velik potencijal u valorizaciji otpadne
narancine kore. Ispitano prirodno eutekticko otapalo je pokazalo pozitivan utjecaj na
aktivnost pektin-esteraze Sto ukazuje na potencijalnu primjenu ovog otapala u enzimski
kataliziranim reakcijama. Takoder ispitano eutekticko otapalo se pokazalo kao pogodno
otapalo za ekstrakciju polifenolnih spojeva iz naranéine kore te boljim otapalom za
enantioselektivnu hidrolizu (R,S)-1-feniletil-acetata primjenom hidrolitickih enzima iz
narancine kore u odnosu na pufer. Iako je sam koncept valorizacije otpada nastalog
preradom narance kao prehrambene namirnice kao i brojnog organskog otpada slicnih
karakteristika podrucje koje je tek u razvoju, brojni znanstvenici smatraju da ¢e daljnjim
istrazivanjem i napretkom ta ,grana“ Zzelene ekonomije uvelike pridonijeti Zeljenim

promjenama smanjenja otpada i oCuvanju okolisa.
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5. ZAKLJUCCI

U ovom radu je ispitana mogucnost primjene eutekti¢kog otapala kolin-klorid:glicerol
sa 30 , 50 i 80 % vode (w/w) u iskoriStavanju potencijala otpadne narancine kore kao
sirovine za dobivanje proizvoda sa dodanom vrijednoS¢u. Na osnovi dobivenih rezultata

mogu se donijeti sljedeci zakljucci:

1. Ekstrakcija polifenolnih spojeva iz narancine kore eutekti¢kim otapalom kolin-klorid:glicerol
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:glicerol. Vidljivo je da pripravljeno prirodno eutekticko otapalo ChCIGly sa 30 % i 50 %
vode pokazuje vecu selektivnost ekstrakcije polifenolnih spojeva, dok ChCIGly sa 80 % vode
(ekstrahirano 44,26 mg polifenola po gramu narancine kore) pokazuje manju selektivnost od
referentnog otapala (zakiseljeni etanol, ekstrahirano 45,13 mg polifenola po gramu

narancine kore).

2. Ekstrakcija proteina eutektickim otapalom kolin-klorid:glicerol sa 30 %, 50 % i 80 % vode
pokazala se znacajno loSijom u odnosu na pufer Sto ne ukazuje na moguénost primjene
ispitanog eutektickog otapala pri ekstrakciji proteina iz narancine kore. Vidljivo je da je
koncentracija proteina ekstrahirana pomocu pufera gotovo dvostruko veca, a od ispitanih

eutektickih otapala najboljim se pokazalo ChCIGly s 30 % vode.

3.Enzim pektin-esteraza pokazuje znacajno vecu aktivnost u ispitivanom eutektickom otapalu
ChCIGly sa sva 3 udjela vode, nego u puferu.Pektin-esteraza pokazuje najvecu aktivnost u

eutektickom otapalu ChCIGly sa 30 % vode.

4. Eutekticko otapalo kolin-klorid:etilen-glikol se pokazalo ucinkovitijim 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
eutektickom otapalu kolin-klorid:glicerol veéi od 75%.
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Izjava o izvornosti

Lzjavijujem da je ovaj zavrsni rad izvorni rezultat mojeg rada te da se u njegovoj
izradi nisam koristio drugim izvorima, osim onih koji su v njemu navedeni.
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