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1. UVOD

Neizbjezan eksponencijalni porast svjetske populacije dovodi do porasta konzumacije
hrane, potrosnje energije i drugih roba Sto znatno otezava ciljeve zelene kemije i oCuvanja
okoliSa. Kroz program zelene kemije intenzivno se istrazuju kemijski proizvodi i procesi
kojima se smanjuje ili u potpunosti uklanja uporaba ili proizvodnja supstanci opasnih po
ljudsko zdravlje i okoliS. Vodena navedenim idejama Europska Unija je postavila klju¢ne
cilieve vezane uz ocCuvanje okoliSa sa fokusom na sljedeca podrucja: energija, emisija

staklenickih plinova i tvari koje oStecuju ozonski omotac, kakvocéa i zagadenje zraka, emisije

vvvvv

Medu svim obnovljivim izvorima energije, biomasa je najveci, najraznolikiji i najlakse
dostupan izvor sirovina koji nudi moguénost proizvodnje Sirokog raspona novih polimera i
bioproizvoda (Cherubini, 2010). Naran¢a je plod cija se godiSnja proizvodnja priblizno
procjenjuje na 71 000 000 tona, od ¢ega otpad u obliku kore ¢ini oko 14 000 200 tona.
Nusproizvodi prehrambene industrije smatraju se obnovljivim izvorom funkcionalnih
komponenata s dodanom vrijednoscu, poput vlakana, ulja, proteina, voskova, boja i bioloski
aktivnih komponenata (npr. polifenola), a cilj zelene kemije je ekstrahirati te komponente na
ekoloski prihvatljiv nacin. Da bi proces bio odrziv, potrebno je koristiti i netoksi¢na
biorazgradiva otapala. Jedna od tih otapala su i eutekticka otapala koja su nehlapljiva,

nezapaljiva, niske cijene i jednostavne pripreme (Paiva i sur., 2014.).

Cili ovog rada jest ispitati mogucnost primjene eutektickog otapala kolin-
klorid:glukoza s 30%, 50 % i 80 % vode (w/w) u iskoristavanju potencijala otpadne
narancine kore koja je vrijedan izvor Secera, enzima i bioloski aktivnih spojeva. U tu svrhu,
ispitana je mogucnost izdvajanja polifenolnih spojeva te proteina iz narancine kore
primjenom eutektickog otapala, zatim aktivnost enzima pektin-esteraze izdvojenog iz
narancine kore u sintetiziranom eutektickom otapalu te iskoriStavanje potencijala hidrolitickih
enzima narancine kore u kinetic¢koj rezoluciji (R,S)-1-feniletil-acetata primjenom eutektickog

otapala kao medija za provedbu rezolucije.



2.TEORIJSKI DIO

2.1 ZELENA OTAPALA
2.1.1 Opcenito o zelenim otapalima

U mnogim industrijskim procesima primjenjuje se velika koli¢ina hlapljivih i zapaljivih

organskih otapala (gotovo 20 milijuna tona) koja se dobivaju iz neobnovljivih sirovina poput
nafte, stoga njihova primjena Cini znacajan dio ekoloskih i ekonomskih znacajki procesa.
Unatoc tome organska otapala su najcesce koristen medij za provodenje kemijskih reakcija
zbog njihove klju¢ne uloge u otapanju krutih tvari, prijenosu mase i topline. Otapala su
nuzna u procesima kao Sto su ekstrakcija, razdvajanje, prociS¢avanje i suSenje produkta, kod
sintetskih reakcija za postizanje dovoljne Cisto¢e proizvoda, ali i kod analitickih metoda
budu¢i da omogucavaju medusobni kontakt komponenata u sustavu. Organska otapala jesu
neophodna, ali nisu nezamjenjiva, no zbog njihove niske cijene, visoke ucinkovitosti i
dostupnosti jo$ uvijek imaju vecinsku primjenu. Cinjenica da organska otapala ¢ine gotovo
60 % svih industrijskih emisija i 30 % svih emisija hlapljivih spojeva, takva prekomjerna
potroSnja neobnovljivih, otrovnih tvari Stetnih za okoliS izvanredan su primjer ekoloski
neodrzive industrije. Budu¢i da Direktiva Europske Unije o industrijskim emisijama
(2010/75/EV) izricito zahtijeva ograniCenje emisije odredenih hlapljivih organskih spojeva,
usmjerena ka razvoju novih, ekoloski prihvatljivih otapala koja bi takoder zadovoljila i
tehnoloske te ekonomske zahtjeve (EU, 2010).
Posljednjih se godina u akademskim sredinama, a i u Siroj zajednici intenzivno istrazuju novi,
sigurniji i energetski ucinkovitiji procesi proizvodnje i primjene kemikalija koji se zasnivaju na
prihvatljivom kompromisu izmedu ekonomskih, socijalnih i ekoloskih zahtjeva, opisani kao
zelena kemija. Pojam zelena kemija prvi put je upotrijebljen 1991. godine kada je P. T.
Anastas pokrenuo program implementacije odrzivog razvoja u kemijske tehnologije, a danas
se taj pojam definira kao dizajniranje kemijskih proizvoda i procesa koji smanjuju ili potpuno
uklanjaju primjenu i stvaranje skodljivih i opasnih supstancija (Cvjetko Bubalo i sur., 2015a).

Zelena se kemija bavi zamjenom opasnih otapala s onima koja pokazuju bolja
svojstva prema okoliSu, zdravlju i sigurnosti. Organska otapala se zamjenjuju otapalima iz
obnovljivih izvora. Prema nacelima zelene kemije koja su prikazana u tablici 1, odabir
prikladnih zamjena za organska otapala temelji se na sigurnosti radnika (toksi¢nost,
karcinogenost, mutagenost, apsorpcija putem koZe i respiratornog sustava), sigurnosti

procesa (zapaljivost, eksplozivnost, hlapljivost, potencijal stvaranja peroksida), sigurnosti



okolisa (ekotoksi¢nost, postojanost, kontaminacija podzemnih voda, unistavanje ozonskog
omotaca) i odrzivosti procesa (sposobnost recikliranja i mogucénost viSekratne uporabe)
(Alfonsi i sur., 2008). Nemoguce je istodobno maksimalno udovolijiti zahtjevima svih 12
nacela, ali se tijekom pojedinih stupnjeva sinteze pokusava primijeniti Sto veci broj istih.
Otapala koja su se najvise priblizila ovim zahtjevima su superkriti¢ni i subkriti¢ni fluidi, ionske
kapljevine, eutekticka otapala i otapala iz prirodnih/obnovljivih sirovina (Cvjetko Bubalo i
sur., 2015a).

Tablica 1. Nacela zelene kemije (Jukic i sur., 2004)

Dvanaest nacela zelene kemije

Bolje je sprijeciti nastajanje otpada, nego ga obradivati i uniStavati nakon Sto je
nastao.

Tijek kemijske sinteze treba osmisliti tako da se maksimalno ukljuce ulazne
sirovine u konacni proizvod.

Sintetske procese, ako je to moguce, treba osmisliti tako da se u njima ne rabe i
ne proizvode tvari toksicne za ljude i okolis.

Kemijske produkte treba osmisliti tako da im se smanji toksicnost, a zadrzi
djelotvornost.

Uporabu pomocnih kemijskih tvari (npr. otapala, sredstva za razdjeljivanje i sl.)
treba izbjedi ili zamijeniti neskodljivim gdje god je to moguce.

Sintetske procese treba provoditi pri sobnoj temperaturi i atmosferskom tlaku tako
da bi se energetski zahtjevi sveli na minimum.

Potrebno je upotrebljavati obnovljive sirovine gdje god je to s tehnicke i
ekonomske strane prihvatljivo.

Treba izbjegavati nepotrebna prosirenja procesa (npr. zastic¢ivanje funkcionalnih
skupina, privremene modifikacije fizikalno-kemijskih procesa itd.).

Kataliticki reagensi selektivni koliko je to moguce, prihvatljiviji su od reagensa u
stehiometrijskim kolicinama.

Kemijski produkti moraju imati moguénost pretvorbe u produkte neskodljive za
okolis nakon prestanka njihovog djelovanja.

Potrebno je primijeniti i razvijati analiticke metode za pracenje kemijskog,
proizvodnog procesa s ciljem sprjecavanja nastanka opasnih tvari.

U kemijskim procesima potrebno je smanijiti uporabu tvari koje mogu uzrokovati
Stetne posljedice (eksplozija, vatra i Stetno isparavanje).



2.1.2 Ionske kapljevine i eutekticka otapala

Tijekom proteklog desetljeca ionske kapljevine (eng. ionic liquids, IILs) i eutekti¢ka
otapala (eng. deep eutectic solvents, DES) intenzivno se istrazuju s ekoloskog, tehnoloskog i
ekonomskog gledista kao zamjena za tradicionalna organska otapala. Zelena svojstva ovih
kapljevina su neznatna hlapljivost (smanjenje onecis¢enja zraka), nezapaljivost (sigurnost
procesa) te velika toplinska, kemijska i elektrokemijska stabilnost (moguénost recikliranja i
viSestruke uporabe) (Cvjetko Bubalo i sur., 2014). Ionske kapljevine, organske soli koje se
tale pri temperaturi nizoj od 100 °C, pokazale su se izvrsnim otapalima u razlicitim
podruéjima prehrambene tehnologije, biotehnologije i kemijske tehnologije. Medutim, bez
obzira na njihove izvrsne tehnoloSke karakteristike, konvencionalne ionske kapljevine s
imidazolijevim i piridinijevim kationom su skupe, uglavhom se dobivaju iz neobnovljivih
sirovina te su pokazale umjerenu do visoku toksi¢nost (Cvjetko Bubalo i sur., 2014). Upravo
to je posljednjih godina dovelo do razvoja eutektickih otapala koja predstavljaju novu
generaciju tekuéih soli i opcenito se temelje na mjeSavini jeftinih i lako dostupnih
komponenti: netoksicne kvartarne amonijeve soli (npr. kolin-klorid) i nenabijenog donora
vodika poput Secera, amina, amida, alkohola, organskih kiselina i vitamina (Tang i Row,
2013). Te su tekucine najcesce sastavljene od stani¢nih metabolita u odredenim molarnim
omjerima, ukljuCujuci u nekim slucajevima i vodu, a odlikuju se snaznim intermolekulskim
interakcijama (npr. vodikove i ionske veze). Eutekticka se otapala ponekad nazivaju i ionskim
kapljevinama Cetvrte generacije, iako s molekularnog aspekta to nije tocno jer su za razliku
od ionskih kapljevina sastavljena od neutralnih molekula povezanih vodikovim vezama
(Zhang i sur., 2012). Eutekticka otapala uz karakteristiku visoke biorazgradivosti imaju
jednostavniju pripremu, nisku toksi¢nost te niske troskove proizvodnje (Paiva i sur. 2014),
sigurna su za okoliS i ljude Sto proSiruje mogucnost primjene na prehrambenu,
farmaceutsku, kozmetic¢ku i agrokemijsku industriju. Uz navedene prednosti pri koristenju
eutektickih otapala nisu potrebni ni brojni dodatni koraci pri prociS¢avanju proizvoda pa
eutekticka otapala imaju pohvalan status dizajnerskih otapala (Cvjetko Bubalo i sur., 2015b).

DES-ovi nastaju mijeSanjem nabijenog akceptora vodika (najées¢e kvaterne
amonijeve soli) s donorom vodika, gdje se navedene polazne krute komponente povezuju
jakim vodikovim vezama te zagrijavanjem prelaze u tekuce otapalo. Kako je ve¢ navedeno
DES-ovi se pripremaju od jeftinih, lako dostupnih, netoksi¢nih tvari i mijeSaju se u razlicitim
molarnim omjerima. Najveéa prednost DES-ova jest Cinjenica da je tocka talista
pripremljenog DES-a niza od pojedinacnih komponenata. Raznolikost DES-ova te njihova
razlicita kemijsko-fizikalna svojstva posljedica su velikog broja moguéih kombinacija ishodnih



tvari koriStenih za sintezu (Kudtak i sur., 2015). Klasican primjer je smjesa kolin-klorida
(ChCl) (&= 302 °C) i uree (& = 133°C) u molarnom omjeru 1:2, gdje je temperatura talista
pripremljenog DES-a 12 °C (Cvjetko Bubalo i sur., 2015a).

akceptori vodika

fih
H,C—N"CH;-CH;-OH | Cl
CH,

kolin klorid (ChCl)

donori vodika

CH,0H
0w HA O H H,
LT A ~C~OH
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OH OH OH s e 2
glicerol (Gly) glukoza (Glc) etilen glikol (EG)

Slika 1. Primjer akceptora (amonijeve soli) i donora vodika koji se koriste u pripravi
eutektickih otapala (Paiva i sur. 2014).

DES-ovi koji ukljucuju glicerol kao donor vodika moze biti problemati¢an za mnoge kemijske
postupke zbog visoke viskoznosti Sto nepovoljno utjeCe na prijenos mase, brzinu reakcije i
opcenito samo rukovanje. Kako bi se smanijila viskoznost, odnosno kako bi se oslabila
vodikova veza izmedu donora i akceptora vodika, Guajardo i sur. (2017) proveli su mnoga

istrazivanja u kojima je otkriveno da male koli¢ine vode uvelike smanjuju viskoznost.

DES-ovi se ne smiju smatrati netoksi¢nim iako se pripremaju iz spojeva koji se pojavljuju u
prirodi. Hayyan i sur. (2013b) su istrazili toksi¢nost i citotoksi¢nost Cetiri DES-a na osnovi
kolin-klorida (s glicerolom, etilen glikolom, trietilen glikolom i ureom kao donorima vodika) .
Autori su otkrili da su svi DES-ovi netoksi¢ni; medutim, citotoksi¢nost svakog od
pripremljenog DES-a s kolin-kloridom bila je znacajno viSa od pojedinacnih komponenata, no
visok antibakterijski ucinak te antifungalna svojstva DES-a mogu biti prednost za odredene
kemijske procese, posebno u biotehnoloskoj industriji.



2.2 KORA CITRUSA - vrijedan izvor Secera, enzima i bioloski aktivnih

spojeva

Citrusi ili agrumi su biljke iz porodice Rutaceae kojoj pripadaju plodovi poput narance,
mandarine, limuna, grejpa te limete. Prema podacima USDA (U.S. Department of
Agriculture) 2010. godine proizvedeno je preko 82 milijuna tona agruma, a zanimljiv je i
podatak da proizvodnja narance ¢ini ¢ak 61 % ukupne svjetske proizvodnje agruma (Stinco i
sur., 2016). Obzirom na drasticno povecanje populacije te zivotnih standarda danas je taj
broj mnogo vedi, a time je i koli¢ina nusproizvoda mnogo veca jer se samo 1/3 narance

koristi za proizvodnju narancinog soka.

Svaki plod iz roda Citrus ima mesnati dio (mezokarp) i koru (perikarp) (slika 2). Koru
Cine dva razli¢ito obojena dijela, obojeni epikarp (flavedo) i bijela mekana sredina mezokarp
(albedo) prikazani na slici 3. Obojenost kore se mijenja razmjerno o stupnju zrelosti ploda
(Crnomarkovic i Kiridzija, 2014). Eteri¢na ulja pojedinog ploda nalaze se u uljnim Zlijezdama
u vanjskom dijelu kore. Do oslobadanja mirisa dolazi pri mehanickom ostecenju kao Sto je

guljenje ili tjeS¢enje usploda te se tako dobiva etericno ulje .

flavedo e albedo FIZICKI SASTAV CITRUSA
Yo N flavedo
pulpa 10%
26% albedo
\ /_17%
endokarp
sjemenke

2% \

perikarp

Slika 2. Struktura citrusa (Mahato i sur.,2018).



KEMIJSKI SASTAV AGRUMA MIKRONUTRUENTI

ostalo limunska kiselina

. . 0, ()

mikronutrijenti m|neraI|(K,°Mg, Ca, P) /’15% , 16% eteri¢na ulja
13% 104’1 5%

\proteini
vIakna_' 9%
1% | \
masne
kseline pektin
3% 21%

Slika 3. Kemijski sastav citrusa (Mahato i sur., 2018).

Preostale dvije trecine narance cini otpad (kostice, kora) kojeg karakterizira visok udio
organske tvari (95 % od ukupne koli¢ine krute tvari) i visok sadrzaj vode (oko 80 — 90 %).
Zbog nedostatka infrastrukture za obradu biomase i nedostatka znanja, ogromne koli¢ine
nusproizvoda zavrSe u okoliSu. Citrusni otpad je Stetan za okoliS jer sadrzi mnogo bioaktivnih
spojeva prikazanih na slici 4 te se mora pazljivo tretirati prije odlaganja. Organske tvari Cine
topljivi Seéeri (npr. glukoza, fruktoza i saharoza), ugljikohidratni polimeri (celuloza,
hemiceluloza i pektin), enzimi (pektinesteraza, fosfataze i peroksidaze), flavonoidi, eteri¢na
ulja (uglavnom limonen), pigmenti (Boukroufa i sur., 2015) te organske kiseline koje Cine
oko 1 % suhe tvari (Angel Siles Lopez i sur., 2010).

KORA FLAVEDO  ukupni KORA ALBEDO
proteini |, 4a
,_4% 9% lipidi

e

ukupni
proteini

lipidi

0%

ugljikohidratni
organske tvaﬁ ugljikohidratni polimeri organske tvaﬂ/ polimeri
62% 13% 78% 4%

Slika 4. Kemijski sastav perikarpa (Mahato i sur., 2018).



Ce$¢om konzumacijom proizvoda koji sadrze dijetalna vlakna moze se prevenirati i
lijeciti niz bolesti kao Sto su pretilost, dijabetes, neki gastrointestinalni poremecaii,
kardiovaskularne i maligne bolesti. Dijetalna viakna se sastoje od raznih ugljikohidratnih
polimera kao Sto su celuloza, hemiceluloza, pektin, S-glukan te lignin, a mozemo ih naci u
vocu i povréu (Elleuch i sur., 2011). Danas se ¢ak fenoli, aminokiseline, eteri¢na ulja, pektin,
karotenoidi, flavonoidi i vitamin C, koji su prisutni u agrumima, povezuju sa prevencijom

degenerativnih bolesti (Wang i sur.,2014).

Kora citrusa koja je primarni otpad dobar je izvor melase, pektina i limonena pa se
minimalno obradena, odnosno osusena, prodaje kao sto¢na hrana (Bocco i sur., 1998).
Dolazimo do zakljucka da bi kora agruma, koja se uglavnhom odbacuje kao otpad u okolis,
pravilno obradena te tretirana mogla koristiti i kao potencijalno ljudsko prehrambeno
sredstvo zbog svoje niske cijene i lake dostupnosti. Prerada nusproizvoda agruma
potencijalno predstavlja bogat izvor fenolnih spojeva i dijetalnih vlakana koji se nalaze u kori.

2.2.1. Fenolni spojevi

Istrazivanja su pokazala da fenoli nisu prisutni samo u jestivim dijelovima biljke, veé
su takoder zapazeni u nejestivim dijelovima biljke s viSestrukim bioloskim ucincima. Kao
promicatelji zdravlja, fenolni spojevi imaju ulogu u diferencijaciji stanica, odrzavanju
stabilnosti genoma, suzbijanju stvaranja A-nitrozamina i u metabolizmu estrogena (Shahidi,
1997). Glavni mehanizmi za antioksidativni ucinak fenola u funkcionalnoj hrani ukljucuju
uklanjanje slobodnih radikala i keliranje metala, odnosno uklanjanje teskih metala iz tijela Sto
znadi da su polifenoli djelotvorni kod prevencije i lije¢enja bolesti posredovanih slobodnim
radikalima kao Sto su maligne bolesti (Huang i sur., 2001), dijabetes (Boynes, 1991) i
neurodegenerativane bolesti (Perry i sur., 2000). Agrumi sadrZe brojne antioksidanse koji
imaju Sirok raspon bioloskih ucinaka ukljucujuéi: antibakterijsko, antivirusno, protuupalno,

antialergijsko djelovanje (Cook i Sammon, 1996).

Glavni uzroci kvarenja hrane, posebno mesnih proizvoda su oksidacija lipida i auto-
oksidacija. Kako bi se usporilo i donekle sprijecilo njihovo kvarenje koriste se sinteticki
antioksidansi koji mogu uzrokovati promjene u parametrima kvalitete mesa kao Sto su boja,
okus, miris, tekstura pa cak i Cak hranjiva vrijednost (Fernandez i sur., 1997). Za
prevladavanje takvih nedostataka Devatkal i sur. (2010) su iz kore Kinnow mandarine dobili
mljeveni praskasti ekstrakt koji se pokazao kao uspjesna te sigurnija metoda prezerviranja
hrane. Rezultati su pokazali da su upravo fenolni spojevi zasluzni za usporavanje

autooksidacije. Benamrouchea i Madania (2013) su proveli istrazivanje gdje su se
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nusproizvodi dviju narancinih sorti uzgojenih u Alziru (Gitrus sinensis L. i Gitrus aurantium L.)

pokazali kao snazni antioksidansi (Rafiq i sur.,2016).

2.2.2. Flavonoidi

Flavonoidi su najveca klasa polifenolnih spojeva sa preko 6000 razlicitih kemijskih
spojeva, a zajednicka im je struktura od 15 C atoma (Ce-C3-Cs). Ovisno o strukturi grupe
koju ¢ine 3 C atoma mogu se podijeliti u tri velike skupine: auroni, flavonodi te kalkoni i
hidrokalkoni.

Citrusi sadrze tri vrste flavonoida: flavanone, flavone i flavonole. Flavanoni su najveca
grupa flavonoida koja je prisutna u agrumima, a Cesto se pojavljaju u obliku glikozida i to
najcesée kao hesperidin i naringin. Najveca koncentracija flavonoida nalazi se upravo u kori,
a ovisno o mijestu uzgoja biljike se razlikuje njihova ukupna koli¢ina (Manthey i
Grohmann,2001; Wang i sur., 2014). U istrazivanjima Chen i sur. (2017), ukupni sadrzaj
flavonoida u ekstraktu narancine kore bio je oko 14,0-31,9 mg g™ ekstrakta narancine kore.
Najzastupljeniji glikozidni flavanoni u citrusnoj kori su naringin, neohesperidin te dominirajuci
hesperidin, dok su specifi¢no u ekstraktu narancine kore uz dominirajuci hesperidin prisutni i
narirutin, nobiletin i tangeritin (Chen i sur., 2017). Utvrdeno je da flavanoni imaju antivirusno
i protuupalno djelovanje, smanjuju krhkost kapilara te ograni¢avaju agregaciju trombocita
kod ljudi (Huet, 1982; Benavente-Garcia i sur., 1997).

Flavonoidi posjeduju Sirok spektar biokemijskih funkcija poput povecanja
antioksidativnog kapaciteta protiv lipidne peroksidacije (Assini i sur., 2013) i reducira utjecaj
oksidacijskog stresa koji uzrokuje ostecenje stanica. Ovi spojevi imaju korisne protuupalne,
antitumorske (Romagnolo i Selmin, 2012;Park and Pezzuto, 2012) i antiarterosklerozne
ucinke (Mulvihill i Huff, 2012). Preporuca se povecan unos flavonoida kod razliCitih bolesti
(npr. dijabetes, Aruoma i sur., 2012) i pri raznim lijeCenjima (npr. kemoterapije, Meiyanto i
Hermawan, 2012), a pokazuju i odli¢ne rezultate kao neuroprotektivni lijekovi (Hwang i sur.,
2012). Osim tradicionalne ekstrakcije metanolom/etanolom, koriste se i ekstrakcija vru¢om
vodom, ekstrakcija uz pomo¢ mikrovalnog zracenja ili ultrazvuka, adsorpcija, enzimska

ekstrakcija i ekstrakcija primjenom zelenih otapala - superkriticnih fluida i DES-a .

2.2.3.Dijetalna vlakna

Dijetalna vlakna se cesto Kklasificiraju kao topljiva i netopljiva dijetalna vlakna. Biljni
ugljikohidratni polimeri, oligosaharidi i polisaharidi, poznatiji kao celuloza, hemiceluloza,
lignin, gume, otporni Skrob te inulin su netopljiva dijetalna vlakna (Fuentes-Zaragoza i sur.,
2010). Da bi se odredena hrana definirala kao izvor vlakana treba imati omjer SDF / IDF



blizu 1: 2, gdje je SDF-topljiva dijetalna vlakna i IDF-netopljiva dijetalna vlakna (Jaime i sur.,
2002). Potreban dnevni unos dijetalnih vlakana za zene iznosi 21-25 g, dok za muskarce 30—
38 g (Odbor za hranu i prehranu, Institut of Medicine, 2001). Vecina nutricionista i
struCnjaka za prehranu sugerira da 20-30% naseg dnevnog unosa vlakana dolazi iz topljivih
vlakana. Prehrambena vlakna imaju i neka funkcionalna svojstva kao Sto su sposobnost
zadrzavanja vode, sposobnost zadrzavanja ulja, stabilizacija emulzije te povecavaju vijek
trajanja hrane ukoliko je ono bogato vlaknima (Satari i Karimi, 2018). Vlakna imaju
mnogobrojne utjecaje na organizam, imaju vazan utjecaj u regulaciji probave i apsorpcije u
tankom crijevu, odrzavanju razine inzulina i u izbjegavanju hidrolize (Champ i sur., 2003;
Fuentes-Zaragoza i sur., 2010). Zitarice, voée i povrée su najpoznatiji izvori vlakana, a ono
Sto je zanimljivo jest da se i u njihovim nusproizvodima netopljiva dijetalna vlakna nalaze u
velikim koli¢inama. Tipi¢an primjer je primjena 1,5 % narancinog vlakna iz kore koje se moze
koristiti kao nadomjestak masnoc¢i u suhim fermentiranim kobasicama (Garcia i sur. 2002).
Najpoznatiji predstavnik topljivih dijetalnih vlakana je pektin koji se primarno nalazi u
stanicnoj stijenci kopnenih biljaka i u veéini povréa i voéa (Ciriminna i sur., 2015).
Zahvaljujuci svojstvu topljivosti koristi se u prehrambenoj industriji kao dodatak koji moze
osigurati pozeljnu teksturu hrane i pica. Pri niskoj koncentraciji vode pektin djeluje kao
hidrokoloid, odnosno kao stabilizator i uguséivac (npr. kod pripreme marmelade).
Hidrokoloidi imaju hidrofilna svojstva i dispergiraju se u otopini kao koloidi. Opéa svojstva
korisnih hidrokoloida su uz znacajnu topljivost u vodi i sposobnost povecanja viskoznosti te
sposobnost tvorbe gela. Dodatne specificne uloge hidrokoloida su stabilizacija pjena i
emulzija, poboljSanje/smanjenje ljepljivosti glazura na pekarskim proizvodima, inhibicija
kristalizacije (Secer i led) te inkapsulacija arome (Jasi¢ M. 2013). Nadalje, kao rezultat
njegove biorazgradivosti, biokompatibilnosti, jestivosti i kemijske stabilnosti, pektin se smatra
prikladnom matricom za izradu jestivih aktivnih filmova pri pakiranju hrane (Espitia i sur.,
2014). Takoder, pektin se veze na lipoprotein niske gustoce Cime se smanjuje apsorpcija
lipida tijekom probave, a time se povecava prikladnost prehrambenog proizvoda (Karboune i
Khodaei, 2016).

2.2.4. Eteric¢na ulja

Citrusova kora kao sirovina najviSe sluzi za dobivanje esencijalnog ulja koja se najvise
koriste se u prehrambenoj, a manje u kozmetickoj i parfemskoj industriji (Markovi¢, 2005).
Nazivaju se jos i ,etericnim" jer ostavljena na otvorenome nestaju bez traga, hlapeéi u eter
(Wildwood, 2004.). Etericna ulja su smjese aromatskih i hlapljivih spojeva, vedinom

bezbojne, zuckaste ili tamnosmede boje. Pri sobnoj temperaturi su uglavhom u tekuéem
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stanju te lako kristaliziraju. Medusobno kombinirani atomi ugljika, kisika i vodika daju velik
broj molekula s najrazliCitijim grupama spojeva. Esencijalna ulja uz hlapljive dominirajuce
terpene sadrze i alkohole, aldehide, ketone, fenole, estere, laktone i fenilpropane (Markovic,
2005). Vise od 400 razli¢itin etericnih ulja sadrze agrumi, sa 85-99 % hlapljivih, 1-15%
nehlapljivih komponenti, a najbogatiji su limonenom s koncentracijom 73,9 -97,0 % (w/w et.
ulja) (Satari i Karimi, 2018). Eteritna ulja nastaju kao nusproizvodi metabolizma u
specijaliziranim biljnim tkivima koja sadrze uljne Zlijezde. Eteri¢na ulja predstavljaju prirodni
zastitni mehanizam koji biljkama sluzi za preZivljavanje, za odbijanje grabeZljivaca i
privlaenje kukaca koji pomazu pri oprasSivanju i zastiti biljke od bolesti. Etericna ulja se
mogu nalaziti u razli¢itim dijelovima biljke, primjerice drvo narance proizvodi tri razliCite
mirisne esencije, a svaka esencija ima razli¢ito farmakolosko djelovanje. Eteri¢na ulja agruma
imaju veliku primjenu u prehrambenoj industriji zbog GRAS statusa koji im je dodjelila
Americka agencija za hranu i lijekove (eng. US Food and Drug Administration) (Espina i sur.,
2011).

Postoje biljke koje pripadaju istoj porodici i vrsti, imaju isti izgled, ali medusobno se
razlikuju po svom kemijskom sastavu. Za takve biljke upotrebljava se izraz ,kemotip". Na
kemijski sastav biljaka uvelike utjeCe i geografski poloZaj (samoniklo ili uzgoj), vrsta tla,
klimatski uvjeti i nadmorska visina. Pri oznacavanju kemotipova etericnih ulja, prema
dogovorenoj terminologiji, nakon latinskog naziva biljke navodi se glavni kemijski spoj
etericnog ulja, kod narance bi to bio D-limonen (Ferenci¢ i sur, 2016). Kiralnost je vazna u
svojstvima limonena jer o njoj ovisi miris i okus, (+)-limonen (takoder R- ili D-limonen) ima
ugodan i klasi¢an narancin miris, dok (-)-limonen (takoder & ili L-limonen) ima ostar, pomalo
neugodan miris (Jongedijk i sur., 2016). Trenutno, dominantni limonen enantiomer na trzistu
je (+)-limonen, koji se uglavnom proizvodi iz nusproizvoda prerade limunskog voca razlicitim

metodama ekstrakcije (Satari i Karimi, 2018).
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3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1 MATERIJALI
3.1.1 Biljni materijali

e narancina kora nepoznatog podrijetla

3.1.2 Kemikalije

e Albumin govedeg seruma, Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

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 rHeptan, Sigma-Aldrich, St. Louis, SAD

o Kalij-fosfatni pufer, pripravljen u Laboratoriju za tehnologiju i primjenu stanica i
biotransformacije, PBF (KH2POa4, Fisher Chemical, UK)

e Kalij, natrij tartarat, Kemika, Zagreb, Hrvatska

e Klorovodicna 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 (5)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
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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 Case, epruvete, odmijerne tikvice, menzure,
kivete, tikvice s okruglim dnom, stakleni lijevak, stalak za epruvete)

e Magnetska mjesalica s grijanjem, Tehnica, Zelezniki, Slovenija

e Mikropipete (20 pL, 100 L, 1 mL, 5 mL)

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 DES-a kolin-klorid:glukoza (ChCIGlc)

U tikvici s okruglim dnom pripremljen je DES mijeSanjem kolin-klorida kao akceptora
vodikove veze i glukoze kao donora vodikove veze u molarnom omjeru 1:1 s 30 %, 50 % i
80 % vode (w/w) (tablica 2). Priprema otapala je provedena na magnetskoj mjesalici pri
stalnoj temperaturi od 50 °C. Nakon 2 sata zagrijavanja dobivena je homogena, prozirna i
bezbojna tekudina.

Tablica 2. Mase sirovina potrebnih za pripremu DES-a kolin klorid:glukoza

udio m
vode kolin-

m m
Klorid glukoze voda

[o] [g] [a]

Kratica [%,

w/w]

ChCIGIc 30 %

Kolin-klorid:glukoza ChCIGlc 50 % 50 7 9,03 16,03

ChCIGIc 80 % 80 7 9,03 |64,12

3.2.2. Priprava ekstrakata narancine kore
Da bi se uklonile povrsSinske necistoce sa kore, narancu je potrebno oprati pomocu

detergenta, povrsinski sterilizirati etanolom i potom isprati demineraliziranom vodom. Zatim
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se narance pazljivo ogule noZi¢em te se kora nareze na komadice priblizne veli¢éine 5 mm x 5
mm x 2mm. Izvaze se 2,5 g isjeckane kore narance koja se prenese u tarionik s tuckom
gdje se zajedno sa 10 mL pripravljenih eutektickih otapala, kalij-fosfatnog pufera (pH=7)
odnosno zakiseljenog etanola (75 % EtOH, 0,1 % HCI) mehanicki homogenizira pomocu
tucka. Provedene su tri ekstrakcije DES-om kolin-klorid:glukoza s 30 %, 50 % i 80 % vode.

Nakon dvije minute homogenizacije smjesa se centrifugira 15 min na 5000 rpm.
Nakon toga, smjesa se filtrira pomocu obi¢nog lijevka za filtraciju i filter papira buduéi da
centrifugiranjem nisu potpuno odvojeni Cvrsti dijelovi kore narance. Supernatant je koristen
za odredivanje 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;W0O4/MoO4 + Fenol — (fenol-MoW11040)*
Mo(VI) (Zzuto obojen) + & — Mo(V) (plavo obojen)

Postupak odredivanja

Ukupni polifenolni spojevi su odredivani u ekstraktima narancine kore koji su
pripremljeni u DES-u ChCIGIc 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).

Izrada baZdarnog dijagrama
Otopina galne kiseline koncentracije 500 mg L koristi se kao standard za izradu

bazdarnog dijagrama. Iz ishodne otopine galne kiseline prirede se razrjedenja koncentracija
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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 DES-u ChClGlc sa 30,
50 i 80 % vode te puferu (prema protokolu opisanom u poglavlju 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 pobocnim 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

Protein Albumin iz govedeg seruma (BSA) koristi se kao standard za izradu baZdarnog
dijagrama. 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. Reakcija
traje 15 minuta,nakon ¢ega se mijeri 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. 1z
dobivene jednadzbe pravca izracunaju se koncentracije ukupnih proteina u uzorcima

ekstrakata narancine kore.
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3.2.5. Odredivanje aktivnosti pektin-esteraze u ekstraktima narancine kore
Spektrofotometrijski se  mijeri aktivnost pektin-esteraze na osnovi odredivanja
koncentracije reducirajuéih 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 reducirajuc¢ih Secera 3,5-dinitrosalicilna kiselina se reducira do 3-amino-5-
nitrosalicilne kiseline, a karbonilna grupa Secera se oksidira u karboksilnu grupu (slika 5).
Moguce je pratiti tijek kemijske reakcije promjenom boje DNSA reagensa koji mijenja boju s

prvotne svijetlo Zute u krajnju crveno—smedu boju.

CH

8]
HO 2 CO0H
— HO 0
OH o
CH + 2T OH 4+ HO——
—— —>
o, e CH S —oH
I 1 —e “hlll MH. —tH
0 0 CHOH 3 CH,oH
. 3,.5-dir1itrosalici-lna. glukoza 3?arr?ino-5-nitrosal|cnna gukonska
kiselina (Zuto obojenje) kiselina (crveno-smede kiselina

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

Secera.

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

odmjernoj tikvici od 100 mL.

Postupak odredivanja

Ekstrakti narancine kore u DES-ovima 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 10 000 rpm. Zatim se u Eppendorf epruvete od 2 mL doda 600 L
supernatant uzorka i 600 pL reagensa DNSA. Epruvete su inkubirane 15 min na 95 °C. Za
stabilizaciju boje uzorka nakon inkubacije se odmah dodaje 200 pL otopine natrij, kalij
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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*. 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 reducirajuc¢ih Se¢era (mg mL*). Jednom miligramu
oslobodenog Secera odgovara 5,1509 pmol galakturonske kiseline. Aktivnost enzima pektin-

esteraze se izrauna iz sljedeceq izraza:

oslobodeni secer [umol]

Aktivnost enzima (U mL™1) = - faktor razrjedenja [1]

vrijeme inkubacije [min] - 1 mL

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

Pomocu hidrolitickih enzima iz otpadne kore narance u DES-u ChCIGIc provedena je
hidroliza (R,S)-1-feniletil-acetata (slika 6) s 30 %, 50 % i 80 % vode. Kao referentno otapalo
koristi se pufer. 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 te se reakcija zapocinje
dodavanjem 15 pL supstrata (R,S)-1-feniletil-acetata. Reakcija se provodi na tresilici pri
sobnoj temperaturi, a uzorkovanje se vrsSi nakon 48, 96 i 168 sati. Uzorak za analizu se
pripremi tako da se reakcijskoj smjesi doda 1 mL demineralizirane vode te se nakon
vorteksiranja doda 8 mL heptana. Zatim se provodi ekstrakcija preostalog supstrata te
nastalih produkata snaznim mijeSanjem tijekom 3 minute. Pomocu plinske kromatografije se

analizira ekstrakt (100 L) iz heptanskog dijela.
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Slika 6. Hidroliza (R, S)-1-feniletil-acetata.

Kako bi se usporedila uspjesnost hidrolize u puferu te u DES-u 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) rauna se prema
jednadzbi 2:

Cp = Cs1 —Cs2 [2]

gdje ¢ predstavlja pocetnu koncentraciju (R,S)-1-feniletil-acetata (mol L1), a &2

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

Kvalitativna i kvantitativna analiza (R S5)-1-feniletil-acetata odnosno (R S)-1-
feniletanola provedena je pomocu 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 pm)

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 (A¢=2 °C mint), T4=140 °C (At=1 °C min)

vV V V V V

v

Temperatura injektora 200 °C
> Detektor: temperatura ionskog izvora 200 °C, temperatura sucelja 200 °C
> Vrijeme trajanja analize: 26,37 min
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Na slici 7 prikazan je tipi¢an plinski kromatogram enzimski katalizirane enantioselektivne
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.

200000y ‘
15@&: (R,S)—l—feniletil
1 acetat
1 (S)-1-feniletanol
100000
0] (R)-1-
1 feniletanol
t——— -—
825 850 875 S.EIJ 925 950 975 1000 1025 1050

Slika 7. Prikaz tipi¢nog plinskog kromatograma enzimski katalizirane enantioselektivne
hidrolize (R,S)-1-feniletilacetata.

Iskoristenje procesa hidrolize 77 (%) izracuna se prema jednadzbi 3:
Nhidroliza = z_: - 100 [3]

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

mogucu koncentraciju (R,S5)-1-feniletanola (mol L?).

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

ee = Rl—feniletanol_ Sl—feniletanol . 100 (%) [4]

Rl—feniletanol"‘ Sl—feniletanol

gdje j& Ri_fenitetanor POVISING ispod pika (R)-1-feniletanola, a Si_fenitetanor POVISING ispod
pika (5)-1-feniletanola.

Izrada baZdarnog dijjagrama 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. Bazdarni dijagram se konstruira pomocu racunala tako
Sto se na ordinatu nanesu izmjerene vrijednosti povrSine kromatografskog pika, a na apscisu
se nanose pripadajuée vrijednosti koncentracija otopina. Iz dobivene jednadzbe pravca

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

Agrumi su najviSe konzumirani plodovi jer posjeduju velike prehrambene vrijednosti i
od velike su zdravstvene koristi. Sadrze brojne antioksidanse koji imaju Sirok raspon bioloskih
ucinaka ukljucujuéi: antibakterijsko, antivirusno, protuupalno, antialergijsko djelovanje (Cook
i Sammon, 1996). Samo se 45 % narance koristi, veCinom u prehrambenoj industriji, dok se
preostalih 55% smatra otpadom. Kako bi se iskoristio cjelokupni potencijal narance, ovaj
brzo akumulirajuéi otpad potrebno je preraditi te u konacnici iskoristiti. Donedavno se
ekstrakcija bioaktivnih spojeva iz kore narance provodila pomocu zapaljivih i hlapljivih
organskih otapala, Stetnih za okoliS. Organska otapala se u akademskoj zajednici polako
zamjenjuju otapalima iz obnovljivih izvora koja zadovoljavaju nacela zelene kemije pa ih
nazivamo i zelenim otapalima. Jedna od njih su eutekticka otapala cija sposobnost

ekstrakcije bioaktivnih spojeva pokazuje zadovoljavajuce rezultate.

U cilju pronalaska najboljeg DES-a za ekstrakciju bioaktivnih spojeva, odredivanje
aktivnosti enzima pektin-esteraze, odredivanje koncentracije proteina te biokatalizu u ovom
radu je ispitan DES kolin-klorid:glukoza s razli¢itim udjelima vode. Kako bi se usporedila
uspjesnost ekstrakcije polifenolnih spojeva iz otpadne narancine kore koristen je zakiseljeni
EtOH kao referentno otapalo, dok se u preostalim ispitivanjima koristio kalij-fosfatni pufer.
Takoder je ispitana moguénost enantioselektivne hidrolize racemi¢nog estera (R,S)-1-

feniletil-acetata pomocu hidrolitickih enzima iz otpadne narancine kore.

4.1 Odredivanje ukupnih polifenolnih spojeva Folin-Ciocalteau metodom

Narancina kora bogata je fenolnim spojevima, sekundarnim metabolitima biljaka .
Kora narance obiluje fenolnim spojevima koji pokazuju veliko antioksidativno djelovanije, a

osnovnu strukturu karakterizira aromatski prsten.

Odredivanje ukupnih polifenolnih spojeva u ekstraktima otpadne narancine kore
pripremljenima s DES-om kolin-klorid:glukoza je provedeno u reakciji s Folin-Ciocalteau
reagensom. Rezultati mjerenja su izrazeni kao mg galne kiseline po gramu narancine kore.
Slika 8 prikazuje bazdarni dijagram koji predstavlja ovisnost apsorbancije o koncentraciji

galne kiseline (mg L), a na slici 9 su prikazani rezultati mjerenja.
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Slika 8. Bazdarni dijagram galne kiseline.
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zakiseljeni EtOH ChCIGlc 30 % ChCIGlc 50 % ChCIGlc 80 %
Slika 9. Maseni udjeli polifenola u ekstraktima narancine kore *, **,

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

** zakiseljeni EtOH=ekstrakt pripremljen u etanolu zakiseljenom sa HCl (75 %,v/v s 0,1 %, v/v HCl),
ChCIGIc30%=ekstrakt pripremljen u otapalu kolin-klorid:glukoza s 30 %, v/v vode, ChCIGIc50%=ekstrakt
pripremljen u otapalu kolin-klorid:glukoza s 50 %, v/v vode, ChCIGIc80= ekstrakt pripremljen u otapalu kolin-
klorid:glukoza s 80 % vode

Ekstrakcija polifenolnih spojeva provedena je pomocu DES-a kolin-klorid:glukoza s 3
razliCita udjela vode, 30 %, 50 % te 80 % (w/w). Kao referentno otapalo koristen je etanol,
zakiseljen s klorovodi¢nom kiselinom. Iz grafa se moze isCitati da je najvedi maseni udio
polifenolnih spojeva ekstrahiran DES-om ChClGlc s 30 % vode (52,69 + 0,035 mg g*
narancine kore). Pripravljenim DES-om ChClGlc sa 50 % vode (48,28 + 0,34 mg g
narancine kore) ekstrahirana je veéa kolicina polifenolnih spojeva iz narancine kore u
usporedbi s referentnim otapalom (45,13 + 4,52 mg g narancine kore). U odnosu na sva
ispitana otapala ChClGIc s 80 % vode pokazuje najmanji udio ekstrahiranih polifenolnih
spojeva. U usporedbi s hlapljivim organskim otapalima kao Sto je etanol, DES-ovi ChCIGIc sa
30 % i 50 % vode predstavljaju bolji izbor otapala za ekstrakciju polifenolnih spojeva. U
literaturi su poznata brojna istrazivanja bazirana na ekstrakciji polifenolnih spojeva iz biljnih
materijala (Cvjetko Bubalo i sur., 2016a, RadoSevic i sur., 2016). Tako su RadosSevi¢ i sur.
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(2016) proveli ekstrakciju polifenolnih spojeva iz pokozice grozda, a ekstrakti su promatrani s
obzirom na ekstrakciju pojedinacnih polifenola. Najveca efikasnost ekstrakcije (+)-katehina
postignuta je s otapalom kolin-klorid:fruktoza a zatim slijede ChCl:jabucna kiselina >
ChCl:ksiloza > ChCl:glukoza > ChCl:glicerol. Kao i u nasem slucaju otapalo na bazi kolin
klorida i Secera kao donora vodikove veze je medu najproduktivnijim otapalima dok se
otapalo kolin klorida i glicerola pokazalo kao najmanje selektivno. Medutim, osim (+4)
katehina u pokozici grozda nalazi se joS jedan vazan flavonoid — kvercetin-3-O-glukozid.
Najveca koli¢ina ekstrahiranog kvercetin-3-0-glukozida postignuta je s otapalima kako slijedi:
ChCl:Fru > ChCl:ksiloza > ChCl:Gly > ChCl:jabuc¢na k. >ChCl:Glc. Radi usporedbe ekstrakcija
je provedena i s vodenom otopinom metanola (70 %, v/v) (RadoSevic i sur., 2016).
Istrazivanjem je utvrdeno da su DES-ovi dobra zamjena konvencionalnim otapalima
gdje je jedan DES postigao vece iskoriStenje u ekstrakciji polifenolnih spojeva u odnosu na
metanol. Navedeni rezultati se podudaraju s nasima, otapalo ChFru se pokazalo selektivnije
od zakiseljenog etanola (70 %, v/v) dok druga otapala pokazuju slicnu ili nizu selektivnost.
Naime, DES-ovi imaju sposobnost tvorbe vodikovih veza s polifenolnim spojevima Sto

posljedi¢no povecava kapacitet otapanja istih (RadosSevic i sur., 2016).
4.2. Odredivanje proteina metodom po Bradfordu

Ukupna koncentracija proteina odreduje se metodom po Bradfordu na temelju
reakcije proteina s bojom Coomassie Brilliant Blue G-250 (CBB) u kiselom mediju. Vrijeme
reakcije se biljezi promjenom boje iz smede u plavu. Pomocu bazdarnog dijagrama na slici
10 izacunate su koncentracije proteina u ekstraktima narancine, a rezultati mjerenja su
prikazani na slici 11. Koncentracije proteina su izrazene u mg proteina po mL ekstrakta

narancine kore.
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Slika 10. BaZdarni dijagram za odredivanje koncentracije proteina metodom po Bradfordu.
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Slika 11. Koncentracija proteina u ekstraktima kore narance*.

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

Slika 11 prikazuje da DES ChCIGIc sa udjelom vode od 30 % ima najvedu selektivnost
(0,41 £ 0,05 mg mL!) u ekstrakciji proteina u odnosu na preostala dva ispitana DES-a.
Vidljivo je kako se povecanjem udjela vode smanjuje selektivnost prema ekstrakciji proteina.
U odnosu na pufer (0, 53 £ 0,05 mg mL) otapala pokazuju od 21% do 53 % manju
selektivnost. Najmanja koncentracija proteina, tocnije dvostruko manja u odnosu na pufer,
je ekstrahirana pomoc¢u ChCIGlc sa 80 % vode (0,28 + 0,02 mg mL™?).

Liu i sur. (2016) su kroz istrazivanja dokazali da molarni omjer donora i akceptora
vodikove veze utjeCe na ucinkovitost ekstrakcije proteina. Veca koncentacija kolin-klorida u
proteinskoj otopini moze povecati hidrofobne interakcije, Sto dovodi do smanjenja topljivosti
proteina u vodi, odnosno dolazi do isoljavanja. Primjerice, Liu i sur. (2016.) su zakljucili da je
optimalni molarni omjer pripremljenog DES-a, polietilenglikola 200 (PEG) i kolin-klorida 3: 1.
Time dolazimo do zakljucka da bi se ucinkovitost ekstrakcije mogla povecati vedim molarnim
omjerom glukoze naspram kolin-klorida, no potrebno je istraziti optimalni molarni omjer.
Prevelika koncentracija donora vodikove veze moze uzrokovati destrukciju stanicne stijenke

Sto bez dovoljne koncentracije akceptora moze smaniiti ekstrakciju proteina.

4.3. Odredivanje aktivnosti pektin-esteraze u ekstraktima narancine kore

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 12, dok su rezultati mjerenja su prikazani na slici
13.
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Slika 12. Bazdarni dijagram galakturonske kiseline.
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Slika 13. Aktivnost enzima pektin-esteraze u ekstraktima kore narance.

Slika 13 pokazuje da je aktivnost enzima pektin-esteraze, u odnosu na pufer (1,93 U
mL™1), veca samo u DES-u ChClGIc sa 30 % vode (2,16 U mL™1). Preostala dva ispitana
DES-a sa 50 % i 80 % vode pokazuju slicne enzimske aktivnosti, no u odnosu na referentni
pufer pokazuju manje enzimske aktivnosti. Pektin-esteraza pokazuje najvecu aktivnost u
DES-u ChClGIc s 30 % vode.

Proteini su materijalna osnova zivota i kljucni su za pravilno funkcioniranje svakog
Zivog organizma, stoga se svakodnevno ispituju razliCite metode za izolaciju te pripravu Cistih
proteina. Zbog svoje trodimenzionalne strukture proteini se lako denaturiraju u nepovoljnim
uvjetima. Konvencionalne metode procis¢avanja proteina ukljuuju talozenje amonijevim
sulfatom, isoljavanje, elektroforezu, ionsku izmjenu, kromatografiju i afinitetnu
kromatografiju. Kroz ove dugotrajne, a ponekad i skupe metode, proteini gube aktivnost.
Kao alternativa za tradicionalnu ekstrakciju organsko otapalo-voda primjenjuje se metoda
ekstrakcije tekuée-tekuc¢e zvana vodeni dvofazni sustav. Vodeni dvofazni sustav (ATPS od

eng. aqueous two-phase system) nalazi primjenu kod odvajanja i prociS¢avanja bioloskih
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materijala kao Sto su proteini, enzimi, nukleinske kiseline, virusi, antitijela i stani¢ne
organele. Nastaje mijeSanjem dvaju polimera ili polimera i soli u vodi, ¢ime se eliminiraju
hlapljivi organski spojevi. Prema nasim saznanjima, ne postoji istrazivanje u kojem se je
odredivala pektin-esterazna aktivnost u ekstraktima kore narance pripremljenima prirodnim
DES-ovima, no Zeng i sur. (2014) su ispitali su utjecaj DES-a te soli na ucinkovitost
ekstrakcije proteina, tocnije dikalijeva fosfata. Ispitivani sljede¢i parametri koji utjecu na
ekstrakciju su tip DES-a, masa DES-a, koncentracija K2HPO4 te temperatura. Zeng i sur.
(2014) su koriste¢i BAS kao primjer proucavali utjecaj mase ChCl-uree na raspodjelu proteina
u dvije faze, a rezultati su pokazali da kad se masa DES-a kretala od 0,8 g do 1,4 g,
ucinkovitost ekstrakcije se brzo povecavala. Medutim, kad je masa DES-a bila povecana na
1,6 g, uCinkovitost ekstrakcije se nije povecala. Povecanjem koncentracije otopine K2HPOa4
ispod 0,6 g mL™1 efikasnost ekstrakcije raste jer K2HPO4 u proteinskoj otopini povecava
broj hidrofobnih interakcija, Sto dovodi do smanjenja topljivosti proteina u vodi. Kada
koncentracija K2HPOa4 prede 0,6 g mL™! dolazi do smanjena ucinkovitosti ekstrakcije jer je
sekundarna struktura proteina kontrolirana i molekulama vode na povrSini proteina.
Provedeno istrazivanje je pokazalo da su pokretacka sila ove ekstrakcije hidrofobne
interakcije, efekt isoljavanja te vodikove veze koje u konacnici guraju agregate proteina u
DES-om bogatu fazu.

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

narancine kore

HidrolitiCki enzimi, koji se nalaze u otpadnoj narancinoj kori, od posebnog su znacaja
jer su stereoselektivni te kao takva imaju sposobnost hidrolize jednog enantiomernog oblika.
Enantiomeri imaju razliite strukturne karakteristike zbog ¢ega imaju razliitu biolosku
aktivnost (Vandenberghe i sur., 2013). Hidroliticki enzimi u kori narance, mogu hidrolizirati
ester (R)- odnosno (S)-1-feniletil-acetata u odgovarajuci (R)- odnosno (S)-1-feniletanol. (R)-
1-feniletanol se koristi kao sintetski intermedijer ili kao gradevni blok za fine kemikalije u
farmaceutskoj i agrokemijskoj industriji (Suan i Sarmidi, 2004), dok se oba enantiomerna
oblika koriste kao kiralni reagensi za odredivanje enantiomerne Cisto¢e i za asimetri¢no
otvaranje ciklicnih anhidrida i epoksida (Frings i sur., 1999). Reakcija hidrolize (R,S5)-1-
feniletil-acetata u DES-u ChCIGIc sa 30 %, 50 % i 80 % vode i u referentnom kalij-fosfatnom
puferu pratena je ekstrakcijom zaostalog supstrata i nastalih produkata u mheptan uz
snazno mijeSanje. Heptanski ekstrakt analiziran je plinskom kromatografijom. Dobiveni

bazdarni dijagram za odredivanje koncentracije supstrata prikazan je na slici 14.
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Slika 14: Bazdarni dijagram za odredivanje koncentracije (R,S)-1-feniletil-acetata.

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

rezultati su prikazani na slikama 15 a — d.
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Slika 15. Enantiomerni viSak te iskoristenje hidrolize (R,S)-1-feniletil-acetata katalizirane
enzimima otpadne narancine kore kroz vrijeme, odnosno nakon 48, 96 i 168 sati u a) puferu,
b) DES-u ChCIGlc s 30 % vode, ¢) DES-u ChCIGIc s 50 % vode i d) DES-u ChCIGIc 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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Slika 16. Enantiomerni viSak te iskoristenje hidrolize (R,S)-1-feniletil-acetata katalizirane
enzimima otpadne kore narance u puferu te DES-u ChCIGIc s 30, 50 i 80 % vode. Reakcijski
uvjeti: 0,015 mol Lt (R, S)-1-feniletil-acetata; 0,2 g narancine kore; 25 °C; 168 sati.
Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost = S.D (n= 3).

Enantiomerni viSak (ee) hidrolize (R, S)-1-feniletil-acetata u ispitanim DES-
ovimaiznosi od 36,6 % do 61,2 %, dok u referentnom puferu 28,8 %. Enantiomerni viSak
daje podatak o Cistoéi uzorka, ee od 100 % oznacava enantiomerno Cist spoj, dok vrijednost
0 % oznacava racemat, odnosno jednake koli¢ine enantiomera kiralnog spoja. Sa slike 16
moze se primjetiti da se enantiomerni viSak u svim DES-ovimapovecava povecavanjem
udjela vode. Najmanja vrijednost enantiomernog viska hidrolize (R, 5)-1-feniletil-acetata je u
DES-uChCIGIc 30 %, no joS uvijek veca u odnosu na pufer. Mozemo zakljuciti da su enzimi
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narancine kore sposobni hidrolizirati oba enantiomera, nisu stereospecificni za hidrolizu (R,
S)-1-feniletil-acetata, Sto su zakljucili i Vandenberghe i sur. (2013). U odnosu na pufer
vidljivo je poboljSanje u enantioselektivnosti uDES-ovima. Razli¢ita enantioselektivnost u
puferu i eutektickom otapalu moze se objasniti prisutnoS¢u nekoliko hidrolitickih enzima u
narancinoj kori s razli¢citom enantioselektivnoscu koji pretvaraju ili (R) ili (S) ester, a ovisno o
karakteristikama DES-a razli¢ito su inhibirani u navedenom mediju (Pani¢ i sur., 2018).
Maugeri i Domingez de Maria (2014) su takoder uoili razli¢itu enantioselektivnost enzima u
ovisnosti o koli¢ini vode u DES-u. Dosadasnja istrazivanja navode da je razli¢ita
enantioselektivnost rezultat inhibicije pojedinih enzima, dok drugi ostaju aktivni.

Iskoristenje reakcije hidrolize (R, 5)-1-feniletil-acetata provedene u puferu iznosi 70,08
% nakon 168 sati reakcije. Opcenito iskoriStenje hidrolize ve¢e od 50 % ukazuje na to da
enzimi iz kore narance provode hidrolizu i (R)- i (S)-1-feniletil-acetata u pripadajuce alkohole.
Kao najbolji DESse pokazao ChCIGlc s udjelom vode 80 % te iskoriStenjem od 21,0 %.
Prema dobivenim podacima smanjenjem udjela vode u eutektickom otapalu smanjuje se
iskoriStenje reakcije, tako je iskoristenje ChClGlc 50 % 15,9 % , a ChCIGIc 30 % 13,5 %.

U zakljucku, u ovom radu je proucavan neiskoristen potencijal otpadne kore narance.
Ekstrahiran je najve¢i maseni udio polifenolnih spojeva DES-om ChCIGIc 30 % (52,69 =+
0,035 mg g! narancine kore) u usporedbi s ostalim ispitivanim otapalima. U odnosu na
zakiseljeni EtOH navedena otapala imaju od 7 do 15 % vecu moc ekstrakcije polifenolnih
spojeva. Ekstrakcija proteina nije bila toliko uspjesna u odnosu na referentno otapalo (0, 53 +
0,05 mg mL') sa maksimumom ekstrakcije u ChCl:Glc 30 % (0,41 + 0,05 mg mL!) .Takoder se DES
ChCIGIc 30 % pokazalo najbolje u mjerenju aktivhosti pektin esteraze (2,16 U mL™1), dok je
najvisu enantioselektivnost pokazao ChCIGIc 80 % sa iskoriStenjem reakcije hidrolize (R,S)-1-
feniletil-acetata od 21,0% .
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5. ZAKLJUCAK

U ovom radu je ispitana mogucnost primjene DES-a kolin-klorid:glukoza sa udjelom
vode 30 %, 50 % i 80 % (w/w) u iskoriStavanju potencijala otpadne narancine kore. Na
osnovi dobivenih rezultata mogu se donijeti sljedeéi zakljucci:

1. Ekstrakcija polifenolnih spojeva iz otpadne narancine kore DES-om kolin-klorid:glukoza
sa 30 % vode (52,69 + 0,035 mg g!) pokazala se 15 % , a s 50 % vode (48,28 + 0,34
mg g!) 7 % ucinkovitijom u odnosu na ekstrakciju etanolom.

2. Ekstrakcija proteina DES-om kolin-klorid:glukoza sa 30 % (0,41 + 0,05 mg mL), 50 %
(0,38 £+ 0,06 mg mL?) i 80 % (0,28 % 0,02 mg mL?') vode pokazala se znacajno
loSijom u odnosu na pufer (0,53 + 0,05 mg mL!) Sto ne ukazuje na mogucnost
primjene ispitanog eutektickog otapala pri ekstrakciji proteina iz otpadne narancine
kore.

3. Enzim pektin-esteraza pokazuje 11 % vecu aktivnost u ispitivanom DES-u sa 30 %
vode u odnosu na pufer. Promjena udjela vode moze utjecati na aktivnost enzima
pektin-esteraze, Sto se vidi kod ispitivang DES-a ChCIGIc 50 % gdje se primjecujemo
drasti¢an pad aktivnosti.

4. Eutekticko otapalo kolin-klorid:glukoza s 80 % vode se pokazalo najucinkovitijim u
enantioselektivnoj hidrolizi (R,S)-1-feniletil-acetata. Enantiomerni visSak u eutektickim
otapalima iznosi od 36,6 % do 61,2 % te se smanjuje smajnenjem udjela vode.
Ispitani DES-ovi su se pokazali obecavaju¢im u odnosu na pufer gdje enantiomerni

viSak provedene hidrolize iznosi 28,8 %.
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Izjava o izvornosti

Izjavijujem da je ovaj zavrsni rad izvorni rezultat mojeg rada te da se u njegovoj
izradi nisam koristio drugim izvorima, osim onifh kaji su u njemu naveder.
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