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1. UVOD

U posljednjih nekoliko desetlje¢a aktualna tema u multidisciplinarnim podrucjima kemije,
biologije i tehnologije je stvaranje zelenih i odrzivih procesa proizvodnje te ekstrakcije
prirodnih produkata. Zelena ekstrakcija prirodnih produkta temelji se na dizajniranju procesa
smanjene potroS$nje energije uz ocuvanje sigurnosti ekstrakta i kvalitete te okoliSa i potrosaca
(Chemat i sur., 2019).

Nacela zelene 1 odrzive kemije koriStena su u razli¢itim industrijama s ciljem stvaranja
zelenije 1 sigurnije proizvodnje, kao i nadomjeStanjem opasnih otapala s onim sigurnijim i
efektivnijim. Analize niskotemperaturnih eutekti¢kih otapala (engl. Deep eutectic solvents,
DES) u zadnje vrijeme, naslucuju njihov konstantni razvitak u multidisciplinarnim podruéjima
kemije, posebno kao otapala za ekstrakciju bioaktivnih spojeva iz prirodnih izvora. Zbog svojih
svojstva, DES-ovi se takoder mogu koristiti kao stabilizator ekstrahiranih bioaktivnih spojeva
(Rente i sur., 2022).

Otpad od proizvodnje vina je dobar izvor bioaktivnih spojeva. Medu tim bioaktivnim
spojevima, od velikog interesa su fenolni spojevi, znacajni zbog svojih dobro poznatih
bioaktivnih svojstva, poput antibakterijskog, protuupalnog, antioksidativnog i antitumornog
djelovanja (Teixeirai sur., 2014). koristenjem prirodnih niskotemperaturnih eutektic¢kih otapala
(engl. Natural Deep eutectic solvents, NADESs) u procesima zelene ekstrakcije iz otpada
proizvodnje vina dobivaju se znacajni prinosi ne samo fenolnih spojeve vec i vinske kiseline
(Palos-Hernandez i sur., 2022).

DES-ovi su klasa zelenih otapala koji se zbog svojih svojstava niskog tlaka para, visoke
toplinske stabilnost, niske toksi¢nost i biorazgradivost, upotrebljavaju i za procesiranje
lignocelulozne biomase, s naglaskom na ekstrakciju lignina. DES-ovi ne samo da otapaju lignin
iz lignocelulozne biomase, ve¢ takoder pruzaju ekstrahiranom ligninu karakteristike prikladne
za njegovu daljnju obradu (Chen i sur., 2020).

Cilj ovog rada bio je odabir prikladnih niskotemperaturnih otapala (DES-a) za zelenu

ekstrakciju lignina, iz piljevine ali i peteljke, polifenola i vinske kiseline pomoc¢u DES-ova.



2. TEORIJSKI DIO

Zelena kemija je zajednicki naziv za kemijske procese i njihove produkte ¢iji je cilj smanjiti
ili eliminirati proizvodnju i upotrebu opasnih tvari. Primjenom zelene kemije kroz sva podrucja
istrazivanja Zeli se sprijeéiti zagadivanje na molekularnoj razini, sSmanjiti negativan utjecaj
kemijskih produkata i procesa na ljudsko zdravlje i okolis, dizajnirati kemijske produkte i
procese smanjenih opasnosti. Usvajanjem principa zelene kemije (slika 1) smanjuje se koli¢ina
otpada u samim pocetcima procesa jer se minimalizira ili eliminira opasnost kemijskih sirovina,
reagensa, otopina i produkata.

Za razliku od procesa remedijacije, zelena kemija sprjecava da Stetni materijali dospiju do
okolisa, dok remedijacija samo odvaja otpad i ¢ini ga donekle sigurnim za odlaganje. Takav
postupak zbrinjavanja otpada bi se kvalificirao kao zelena kemija tek onda kada bi eliminirao
utjecaj kemikalija koje sluze za ¢is¢enje otpada izbacenog u okolis, a da ga se pri tome ponovo

ne zagadi istim tim kemikalijama.

2.1. PRINCIPI ZELENE KEMIJE

Zelena kemija temelji se na dvanaest principa:

1. Prevencija nastajanja otpada: kemijska sinteza u kojoj nema otpada za zbrinuti.

2. Iskoristivost atoma: proces sinteze mora biti takva da je u produkt ukljucena
maksimalna koli¢ina pocetne sirovine.

3. Dizajniranje manje Stetnih sinteza: koriStenje 1 proizvodnja netoksi¢nih ili manje
toksi¢nih tvari za ljudsko zdravlje i okolis.

4. Dizajniranje sigurnijih kemikalija i produkata: dizajnirani kemijski produkti
potpune uc¢inkovitosti 1 minimalne toksicnosti.

5. Koristenje sigurnijih otapala i uvjeta reakcija: izbjegavanje otapala, agenasa za
razdvajanje ili pomo¢nih kemikalija 1 zamjena sigurnijim pandanima.

6. Pracenje energetske ucinkovitosti: provodenje kemijskih reakcija na sobnoj
temperaturi 1 tlaku kad god je to moguce.

7. Upotreba obnovljivih izvora energije: koristenje obnovljivih sirovina, npr. otpad iz
razli€itih procesa ili produkti iz poljoprivrede.

8. Izbjegavanje kemijskih derivata: upotreba zastitnih skupina ili slicnih modifikacija
zahtjeva dodatne agense i stvara otpad.

9. Koristenje katalitickih reagensa: minimalizira se otpad njihovim koriStenjem jer se
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reakcija moze proizvesti vise puta s malom koli¢inom katalizatora za razliku od
reagensa u stehiometrijskim koli¢inama.

10. Dizajniranje kemikalija i produkata: dizajn tvari koriStenih u kemijskoj reakciji koji
se razgraduju nakon upotrebe i neskodljivi su za okolis

11. Analiza u realnom vremenu: pracenje tijeka reakcije i kontrola tijekom sinteze kako
bi se minimalizirala ili eliminirala formacija nusprodukta.

12. Minimalizirati potencijalne nezgode: dizajn kemikalija i njihovih oblika (krutine,
tekucine ili plinove) kako bi se smanjila moguc¢nost nesrece, npr. eksplozije, pozari
i ispustanje u okoli§ (United States Environmental Protection Agency (2023),
Pristupljeno 12. srpnja 2023.).

nastajanja
otpada
Minimalizira Iskoristivost
nje nezgoda atoma

Analiza u
realnom
vremenu

Manje Stetne
sinteze

Dizajn
kemikalija 1
produkata

Sigurnije
kemikalije 1
produkti

Sigurnija
otapala i
uvjeti

Kataliticki

reagensi

reakcije

Izbjegavanje
kemijskih
derivata

Energetska
ucinkovitost

Obnovljivi
izvori
energije

Slika 1. Dijagram 12 principa zelene kemije (prema United States Environmental Protection

Agency)



Zelena otapala zauzimaju tek mali dio otapala koje se koriste u kemijskoj industriji, a
njihove glavne odlike su niska cijena i smanjen negativan utjecaj na okolis. Poticaji za njihov
razvitak 1 koriStenje bili su veca potraznja za ekoloski prihvatljivim i odrzivim tehnologijama
te manje Stetne, a efikasnije, tehnike proizvodnje farmaceutika kao 1 ostalih kemikalija.
Upotreba zelenih otapala omogucava jednostavniji oporavak i recikliranje samih otapala te
selektivnost i aktivnost razli¢itih komponenata pri ¢emu se kao kriteriji gledaju njihova

fizikalna, kemijska i/ili biolo§ka svojstva. (Banger i sur., 2023)

2.2. NISKOTEMPERATURNA EUTEKTICKA OTAPALA

Niskotemperaturna eutektic¢ka otapala (engl. Deep Eutectic Solvents, DES) su vrsta zelenih
otapala izvedenih iz ionskih tekucina (engl. lonic Liquids, IL) (Chen i sur., 2019). lonske
tekucine su organske soli niske temperature taliSta, a bile su smatrane zelenom alternativom
uobicajenim organskim otapalima zbog iznimno niskih tlakova pare te izvrsne kemijske i
toplinske inertnost. Kasnije su odbacene zbog svoje biotoksi¢nosti 1 problemati¢ne
biorazgradnje (Thuy Pham i sur., 2010).

DES-ovi su smjesa dvije pojedinacne komponente pri ¢emu je jedna akceptor vodika (engl.
Hydrogen-bond acceptor, HBA) dok je druga donor vodika (engl. Hydrogen-bond donor,
HBD) (Chen i sur., 2019). Karakterizira ih niski tlak para, visoka toplinska stabilnost, niska
toksic¢nost te dobra biorazgradivosti (Yang i Wen, 2015). U usporedbi s uobi¢ajenim IL, lakse
ih je sintetizirati postupkom liofilizacije ili zagrijavanjem uz mijesanje te su same njihove
komponente dostupnije. Prednosti DES-ova jo$§ ukljucuju laksu pripremu visoke cCistoée te
iznimne mogucnosti dizajniranja.

DES-ovi se mogu podijeliti na &etiri vrste: tip | (kvartena sol Cat™X i halogenidi metala kao
Sto su cink ili zeljezo), tip I (kvartena sol Cat*X i halogenidi metala kao $to su krom ili kolbalt),
tip Il (kvartena sol Cat*™X" i donori vodikove veze kao $to su kiseline ili alkoholi), tip 1V
(kvartena sol Cat*X" i donori vodikove veze kao §to su amidi ili alkoholi) (Sheldon, 2017). Od
navedenih, najvise se koristi tip III zbog niske cijene i velikog broja dostupnih spojeva pri cemu
Cat*™X" akceptori mogu biti primjerice kolin-klorid ili betain dok su donori vodikove veze (X)
Seceri (glukoza i saharoza), polioli (sorbitol, ksilitol i glicerol), amidi (urea) i organske kiseline

(mlije¢na, limunska i jabu¢na), a u sastav moze ulaziti i voda (slika 2) (Smith i sur., 2014).



Akceptori vodikove veze Donori vodikove veze

o) OH v
L T £ 0
P N 2 HzN
; OH NH2
betain (B) ) alanin (Ala) prolm (Pro) histidin (His) arginin (Arg) Ht
M 3 I ke
’ B H NJ\ HzN NH HaN NH
etilamonijev klorid (EAC) acetamid (AAm) urea (U) tiourea (tU)
\ + 5
,—;\J ~" 6l 3
kolin klorid (ChCl) glukoza (Clc) fruktoza (Fru) ksiloza (Xyl) saharoza (Suc)
\N_ ~_ O 3 e
N = :
O\ _OH = HO a 0 =
HO” "\\O ; OH OH OH 0 ‘
S mlijecna kiselina  oksalna kiselina jabucna kiselina limunska kiselina
(LA) (OxA) (MA) (CA)
kolin-dihidrogen fosfat OH OH
(ChDHP) s HO -
=20 _E L S :>7.,m HO i HO OH
a HO OH OH OH
cinkov klorid (ZnCl,) etilen-glikol (EG) glicerol (Cly) eritritol (Erol) ksilitol (Xyol)

Slika 2. Primjeri uobi¢ajeno koristenih spojeva za izradu DES-ova (prema Smith i sur.,
2014).

Prirodna niskotemperaturna eutekticka otapala (engl. Natural Deep Eutectic Solvents,
NADES) tipovi su DES-ova ¢ije su komponente zapravo primarni metaboliti biljaka poput
poliola, Secera, aminokiselina, masnih i organskih kiselina (Yang, 2019) koje organizam
proizvodi u suvisku. Raznolikost komponenti NADES-a poboljsava njihova svojstva i prosiruje
mogucnosti njihove aplikacije. Pretpostavlja se da su niske toksi¢nosti zbog toga jer njihove
komponente potjecu od stani¢nih metabolita te je za veliki broj NADES-a to i potvrdeno.
Takoder ih karakterizira visoka polarnost i hidrofilnost te mogucnost otapanja Sirokog spektra
analita. Viskozniji NADES-i teze otapaju analite, ali brzina otapanja nije jednaka topljivosti

istih te se ona moze povecati zagrijavanjem i/ili mijesanjem (Liu i sur., 2018).

2.2.1. Fizikalna i kemijska svojstva niskotemperaturnih eutektickih otapala

Eutekticka temperatura je najniza temperatura pri kojoj je tekuca faza prisutna u sustavu
(Dan¢k, 2006), odnosno tocka u kojoj krutine prelaze u kapljevito stanje (slika 3). Kod DES-
ova ili temperatura talista znatno je niza u usporedbi S temperaturama talista pojedinih

komponentama smjese. Snizenje tocke talista dogada se zbog delokalizacije naboja uzrokovane
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jakim intermolekulskim interakcijama kao §to su to vodikove, ionske i van der Waalsove veze

(Paivaisur., 2014).
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Slika 3. Dijagram eutekticke tocke u dvokomponentnom sustavu pri ¢emu je EK
eutektiCka komponenta. A je nedefinirani tekuc¢i medij dok su B 1 C mjeSavine EK1 1 EK2
(kruto/tekuce ili tekuée/kruto), a D je mjeSavina EK1 i EK2 (kruto/kruto). Eutekticka tocka je
znacajna po tome $to se dva ili viSe spoja mogu mijesati u preciznim omjerima kako bi postali

medusobno kompatibilni §to uzrokuje snizenje taliste smjese (prema Liu i sur., 2018).

Istrazivanja ukazuju na to da su DES-ovistabilni u temperaturnom opsegu od 0 do 100 °C
(Dai i sur., 2013). Takoder, talista su im niza od 150 °C dok se na sobnoj temperaturi
upotrebljavaju otapala talista nizih od 50 °C te im se temperatura taliSta snizava porastom udjela
hidroksilnih grupa, odnosno vodikovih interakcija (Paiva i sur., 2014). Promjena omjera
dvokomponentnog DES-a ne utjeCe znacajno na promjenu temperature talista pri istom udjelu
vode (Savi i sur., 2019). Za predvidanje optimalnog omjera komponenta DES-a Koristi se
rac¢unalni program COSMOtherm koji za to koristi informacije 0 termodinamic¢kim svojstvima
otopine.

Gustoc¢e svih DES-ova vece su 1 do 20 % nego gustoca vode i uobicajeno koristenih



organskih otapala te linearno opadaju pove¢anjem temperature ili udjela vode (Dai i sur., 2013).
Viskoznost je povezana s molekularnim kohezivnim silama u tekuéini, odreduje njenu fluidnost
te ograniCenost prijenosa mase u njoj. Vec¢ina DES-ova i NADES-ova su visoko viskozne
tekucine u odnosu na uobiCajena organska otapala zbog cijele mreze njihovih vodikovih
interakcija, odnosno zbog viSe hidroksilnih grupa, donora vodikovih veza, pa se i k tome broj
vodikovih interakcija povecava. Visoke vrijednosti za viskoznost jedna su od mana koriStenja
DES-ova i NADES-ova kao otapala pa je taj problem rijeSen povec¢anjem ili udjela vode ili
temperature (Yang, 2019).

Polarnost je odlucujuéi faktor otapala prilikom utvrdivanja sposobnosti otapanja. S obzirom
na polaritet hidrofilnih i mnogih lipofilnih metabolita, DES-ovi imaju $iroki opseg polarnosti
(Liu i sur., 2018). Prilikom eksperimenta mjerenja polarnosti za 13 uobicajenih DES-ova,
sastavljenih od razli¢itih komponenti, otkriveno je da su DES-ovi bazirani na organskim
kiselinama najpolarniji, nakon njih oni na bazi amino-kiselina dok su DES-ovi na bazi Secera i
poliola najmanje polarnosti, blizu vrijednosti vode (Dai i sur., 2013). Polarnost DES-ova se
moze povecati dodatkom vode (Huang i sur., 2017).

Dobra sposobnost otapanja je jo§ jedna u nizu dobrih karakteristika DES-a. Njihov opseg
otapanja je velik te ukljucuje metabolite koji su slabo topljivi u vodi kao i proizvode prirodnog
porijekla malih ili velikih molarnih masa (npr. ginkolid B, proteini, DNA) (Yang, 2019).
Topljivost spoja u DES-u je vjerojatno povezana s polarnoscu otapala te se povecava dodatkom
vode ili povecanjem temperature pri cemu optimalni udio vode kod kojeg je topljivost najveca
ovisi 0 samoj otopljenoj tvari. DES-ovi posjeduju i svojstvo stabilizacije makromolekula. Tako
su primjerice otopljeni prirodni pigmenti stabilniji na svjetlosti i visokim temperaturama te im
se produljuje vrijeme skladi$tenja u nekim DES-ovima na bazi Secera, §to se obi¢no pripisuje
smanjenom udjelu vode i poveéanoj viskoznosti (Dai i sur., 2013).

Indeks loma (engl. Refractive Index, IR) je takoder bitno svojstvo otapala i rijetko se o
njemu izvjeStava kad su u pitanju ionske teku¢ine i DES-ovi. Vrijednosti indeksa loma DES-
ova, kolin-klorida i fruktoze (ChClI:Fru) te kolin-klorida i glukoze (ChCI:GlIc), kre¢u se od 1,51
do 1,52 te od 1,66 do 1,67 u temperaturnom opsegu od 25 do 85 °C. Kao i u prethodnom slucaju
povrSinske napetosti, vrijednosti indeksa loma linearno opadaju povecanjem temperature
(Yang, 2019).

Provodnost DES-a ovisi 0o njegovom sastavu te se moze opisati sljede¢om skalom
baza/poliakohol > baza/organska kiselina > baza/SeCer > organska kiselina/amino kiselina
(nepolarna) > organska kiselina/Secer > Secer/Secer. Provodnost se takoder mijenja promjenom

temperature ili udjela vode, odnosno linearno raste poveéanjem temperature dok se odnos
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udjela vode i provodnosti moze prikazati zvonolikom krivuljom (Dai i sur., 2013).

Funkcija vode u DES-ima je uobicajena kao i kod drugih otapala. Ona mijenja njihova
svojstva 1 strukturu pri ¢emu povecanjem njenog udjela dolazi do smanjenja gustoce i
viskoznosti dok se istovremeno povecava njihova polarnost (Dai i sur., 2015). Sposobnost
otapanja i provodnost opisuju se ve¢ prije spomenutom krivuljom oblika zvona. NMR studije
su utvrdile da dodatkom vode dolazi do prekida vodikovih interakcija u eutekti¢nom otapalu,
Sto dovodi do pukotina u supramolekularnoj strukturi (Yang, 2019).

Unato¢ tome §to pojedina komponenta DES-a sama za sebe nije Stetna, zabrinjava
moguénost toksi¢nosti kada su komponente pomijesane (Alfonsi i sur., 2008). To je posebno
vazno kad je rije¢ o primjeni u industriji gdje se in vitro ispitivanja citotoksi¢nosti provode zbog
zaStite okolisa i ljudskog zdravlja, prepoznavanjem i otklanjanjem tvari koje jesu ili bi mogle
biti toksi¢ne (Hayyan i sur., 2015).

Prvi test citotksi¢nosti DES-a proveo se s njih jedanaest te usporedno s dva IL-a
([BMIm][Ac] i [BMIm][CI]). Cetiri od jedanaest DES-ova koja su se sastojala od vinske i
limunske kiseline pokazali su jako nisku viabilnost, kao i dva IL-a (Paiva i sur., 2014). Sto
pokazuje da prisutnost organskih kiselina stetno djeluje na stanice, a kasnijim testiranjima je to
dodatno potvrdeno. Pretpostavljeni razlog je snizenje vrijednosti pH potaknut organskim
kiselinama (Zhao i sur., 2015). U zavr$nom radu Brdarevi¢ (2021) ispitan je citotoksi¢an u¢inak
DES-ova limunska kiselina i glukoza (Ca:Glc), betain, jabu¢na kiselina i glukoza (B:Ma:Glc)
te glicerol i glukoza (Gly:Glc) u rasponu koncentracija od 5 do 2000 mg L™! na stani¢ne linije
Caco-2 1 HeLa pri ¢emu niti jedan od DES-ova nije pokazao citotoksi¢no djelovanje ili izazvao
morfoloske promjene na ijednoj od stani¢nih linija te su prema tome sigurni za koriStenje.

O biorazgradnji DES-a zna se vrlo malo zbog manjka istrazivanja te teme. Doduse, DES
mogu biosintetizirati, pa i metabolizirati gotovo svi organizmi, $to objasnjava njihovu veliku
biokompatibilnost. U usporedbi s organskim otapalima i ionskim tekuc¢inama, biorazgradivost
DES-a pomaze kod koriStenja otapala koja su sigurna za zdravlje i okoli$. Stoga, se DES sustavi
opcenito smatraju ekoloski prihvatljivima i “zelenim” otapalima (Paiva i sur., 2014). Za sad je
poznata sljedeca skala biorazgradnje: DES-ovi na bazi amina = DES-ovi na bazi Se¢era > DES-
ovi na bazi alkohola > DES-ovi na bazi kiselina (Yang, 2019).

Za primjenu u obliku funkcionalnog otapala, DES se moze reciklirati i ponovno Koristiti.
Do sada, mnoge strategije oporavka, kao $to su superkriti¢ni ugljikov dioksid, antiotapala,
povratna ekstrakcija, kromatografija (ionska izmjena na anionskom nosacu i protustrujno
odvajanje) koristeni su za tu svrhu (Dai i sur., 2013). Prema jednoj studiji, razrjedivanje DES-

a ¢e ne utjece na njihovo ponasanje tijekom kromatografije (Dai i sur., 2016). Ovo sugerira da
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se odvajanje Zeljenog analita i recikliranje DES-a mozZe posti¢i istovremeno.

2.3.PRIMJENA NISKOTEMPERATURNIH EUTEKTICKIH OTAPALA U
BIOTEHNOLOGIJI

2.3.1. Upotreba niskotemperaturnih eutekti¢kih otapala u obradi otpada proizvodnje vina

Nakon procesa proizvodnje vina, dobiva se nusporodukt — komina grozda koja predstavlja
problem gospodarenjem otpada s ekoloskog i ekonomskog stajali$ta (Panic i sur., 2021). Ovaj
se jeftini otpad moze pretvoriti u vrijednu sirovinu za potrebe kozmeticke, farmaceutske i
prehrambene industrije i time smanjiti nakupljanje otpada vinske industrije. Naime, ovaj
nusprodukt je izuzetno bogat bioloski aktivnim komponentama u sjemenkama, kao $to su
polifenolni spojevi, esencijalne masne kiseline, uglavnom linolenske i oleinske kiseline, i drugi
antioksidansi kao Sto su tokoferol i f-karoten, ali i fitosteroli, dok su u kozici grozda zaostaju
uglavnom tartarati, primjerice vinska kiselina (Teixeira i sur., 2014).

Polifenoli su sekundarni metaboliti biljaka te su bitan dio ljudske prehrane zbog iznimnih
antioksidativnih i antimikrobnih djelovanje kao i drugih bioloskih aktivnosti. U ranijim
radovima je potvrdena i njihova uloga u prevenciji kardiovaskularnih bolesti (Pandey i Rizvi,
2009), a izmedu ostalog, inhibiraju rast bakterija, protozoa i funga (Hassan i sur., 2019).

Polifenolni sastav komine grozda ovisi o mnogo faktora, ukljucujuéi raznolikosti vinove
loze, a svoj utjecaj ima i veli¢ina bobica, kultivacija, godiSnje doba i okoli$ni faktori (Palos-
Hernandez i sur., 2022). Takoder, zbog velike koncentracije polifenola komina grozda ima i
antioksidativno djelovanje Sto pozitivno utjece na ljudsko zdravlje, ve¢ od prije spomenuto
antiviralno, antitumorsko i protuupalno djelovanje. Uz to, znacajna koncentracija pigmenta
antocijanina u komini ¢ini ju obe¢avaju¢im prirodnim izvorom bojila $to je od velike koristi za
prethodno spomenuta podrucja farmacije, kozmetike i prehrane (Fontana i sur., 2013).
ljudskoj uporabi, a u sebi sadrze sekundarne biljne metabolite, mogu se koristiti ready-to-use
ekstrakti Sto smanjuje troSkove i vrijeme trajanja proces. Zbog toga se za pripremu takvih
ekstrakata sve vise koriste niskotemperaturna eutekticka otapala (DES-ovi). DES-ovi takoder
pojacavaju biolosku aktivnost i stabilnost bioloski aktivnih spojeva kao §to su kao polifenoli,
tartarati i pigmenti (Pani¢ i sur., 2019). Takoder se smanjuje potroS$nja energije, moguc¢nost
kontaminacije te iskljucuje pojava toksi¢nosti u ekstraktima (Palos-Hernandez i sur., 2022).

Osim faktora koji znacajno utjecu na tijek ekstrakcije, na primjer polarnost i viskoznost

otapala, slozenost fenolnog udjela u biljci uvjetuje izbor odgovaraju¢eg DES-a (Pani¢ i sur.,
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2019). Nedavno su razvijene razli¢ite tehnike odabira DES-a za ekstrakciju antocijanina iz
komine grozda. Analiza razli¢itih radova pokazala je da DES-ovi postizu sli¢ne prinose
nasuprot organskih otapala, a u sluCaju optimiziranog procesa, ih udvostruc¢uju (Palos-
Hernandez i sur., 2022). Nadalje, uporaba DES-a u vodenim otopinama ne komplicira
ekstrakciju antocijanina zbog afiniteta izmedu antocijanina i same vode, ve¢ je olakSava zbog
smanjenja viskoznosti i smanjuje troSkove otapala (Benvenutti i sur., 2020).

Vinska kiselina ima $irok raspon potencijalnih primjena za mnoga podruc¢ja prehrambene,
farmaceutske, kemijske 1 kozmeti¢ke industrije. Primjerice, vinska kiselina bi mogla biti
izvrsna alternativa Siroko primijenim kiselinama, limunskoj i fosfornoj, u industriji hrane 1 pica.
Stoga se ona koristi u izradi bombona, pekarskih proizvoda poput kolaci¢a i gaziranih pica.
Zbog relativno dobre mikrobne stabilnost, vinska kiselina ¢ini ove proizvode stabilnijima te
postoji manja potreba za kemijskim ili termi¢kim oCuvanjem istih. Vinska kiselina se koristi u
prehrambenoj i farmaceutskoj industriji tako da se proizvodi samo iz Kkalijevog
hidrogentartarata i kalcijevog tartarata dobivenim u vinarijama (Salgado i sur., 2010).

Za izolaciju vinske kiseline koristi se najces¢e ekstrakcija tekuée-tekuée pri ¢emu su
nedavno potvrdeni prirodni sastojci, primjerice mentol, geraniol i timol, kao dobri kandidati za
pripremu odrzivih i jeftinih hidrofobnih otapala za ekstrakciju zbog njihove vrlo niske
topljivosti u vodi (Rodriguez-Llorente i sur., 2019). U radu Liu i sur., 2021, predlazu nove DES-
ove na bazi amida kao HBA i terpena kao HBD za odvajanje karboksilnih kiselina, limunske,
jabucne i vinske kiseline. Pri ¢emu su HBA uglavnom utjecali na elektrostatsku interakciju
vodikove veze i povecavaju koeficijent raspodjele stvaranjem dvostrukih vodikovih veza s
limunskom, jabu¢nom i vinskom kiselinom. U meduvremenu, HBD uglavnom utjecu na
poboljsavanje selektivnost karboksilnih kiselina.

Glavni nedostaci provodenja procesa ekstrakcije pomo¢u DES-a su velika gustoca i
viskoznost sto otezava primjenu u industriji. Takvi nedostaci mogu se prevladati dodatkom
vode ili reguliranim povecanjem temperature, kako ne bi doslo do raspada spojeva od interesa.
Postoji i problem s niskim tlakom para DES-a, $to oteZava izolaciju zeljenih spojeva iz ekstrakta
pri ¢emu u vecini slucajeva je potrebno koristi organska otapala, kao §to su etanol ili metanol

(Palos-Hernandez i sur., 2022).
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2.3.2. Upotreba niskotemperaturnih eutekti¢kih otapala za pred tretman lignocelulozne

biomase

Lignocelulozna biomasa je najrasprostranjenija sirovina zbog proizvodnje biogoriva,
ponajprije bioetanola (Zhang i sur., 2017). Sastoji se od ugljikohidratnih (celuloze i
hemiceluloze) i fenolnih (lignin) polimera. Osim toga smatra se i obe¢avaju¢im obnovljivim
izvorom sirovine kod proizvodnje kemikalija na bioloskoj bazi. Medutim, veéina
biorafinerijskih procesa trenutacno je usmjerena na iskoriStavanje frakcija ugljikohidrata
(celuloze i hemiceluloze), pri ¢emu zaostaje nedovoljno iskoristen lignin (Wang i sur., 2019).

Lignin je jedina obnovljiva aromati¢na sirovina, velikih koli¢ina, koja se nalazi u veéini
kopnenih biljaka (Wang i sur., 2019). To je trodimenzionalni aromatski polimer sastavljen od
tri velike podjedinice, p-hidroksifenila, gvaiacila i siringila izvedenih iz trans-p-kumaril, trans-
koniferil i trans-sinapil alkohola. Ove tri fenilpropanske jedinice medusobno su povezane
putem nasumicnog aril-etera (4-O-4, a-0O-4, 4-O-5) i C-C (5— 5, -5, p-1, p-p) veze koje tvore
slozenu matricu tesku za probijanje (Schutyser i sur., 2018).

Uspjesna konvezija lignina u Zeljene proizvode trebala bi rijesiti probleme vezane uz
frakcioniranje biomase, $to ukljucuje Kkarakterizaciju lignina i njegovih derivata,
depolimerizacija lignina i nadogradnju produkta. Dobra metoda frakcioniranja trebala bi
izolirati lignin visokog prinosa i Cistoce te zadrzati f-O-4 veze u tehnickom ligninu, za
naknadne procese pretvorbe (Kim i sur., 2018).

Pocetni korak valorizacije lignina je u¢inkovita ekstrakcija lignina iz biomase. Pred tretman
lignocelulozne biomase je preduvjet te skupa s razdvajanjem lignina od celuloze i hemiceluloze,
kriti¢an korak za proizvodnju bioetanola. Cesto se u takvim procesima koriste organska otapala
koja predstavljaju opasnost za zdravlje i okolis, a ta etapa konverzije lignina je i najskuplja
(Haghighi Mood i sur., 2013)

Zelena i efikasna ekstrakcija prirodnih proizvoda iz biomase vazna je za farmaceutsku i
biokemijsku industriju. Zbog jedinstvenih svojstava DES-ova, posebno iznimne sposobnosti
otapanja prirodnih produkata razli€itih polarnosti, porasla je 1 njihova upotreba kod ekstrakcije
bioakivnih tvari iz prirodnih izvora (Chen i sur., 2019). Mana njihove upotrebe i efikasnosti je
visoka viskoznost, koja se razrjeSuje povec¢anjem temperature ili udjela vode kako je prije
navedeno. Takoder, bitnu ulogu u efikasnosti ekstrakcije ima i polarnost samog DES-a. Kako
bi se smanjila upotreba kemikalija i troSkovi pred tretmana, potrebne su velike koli¢ine vode

kako bi se isprale krutine i istalozio otopljeni lignin $to utjece na svojstava DES-ova. Da bi se
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svojstva odrzala dobrim, viSak vode se mora ukloniti za recikliranje DES-a (Chen i sur., 2019).

U zadnje vrijeme poceli su se koristiti DES-ovi u procesu ekstrakcije lignina zbog svoje
jednostavne sinteze, biorazgradivosti i ekoloske prihvatljivosti. Lignin ekstrahiran pomocu
DES-a na bazi karboksilne kiseline dobro je proucen jer je ovakva vrsta DES-a dobro istrazena
u primjeni frakcioniranja biomase i ekstrakcije lignina pri ¢emu je karakteristi¢na velika ¢isto¢a
produkta (Zhao i sur., 2017). Takoder, lignin niske molekularne teZine i visoke Cisto¢e dobiven
je pred tretmanom uz pomo¢ mikrovalova (Microwave-Assisted Extraction, MAE). MAE je
unaprijedila efikasnost i prakti¢nost procesa skrac¢ivanjem vremena pred tretmana. Upotreba
mikrovalova zamijenila je uobicajeno koriStene metode zagrijavanja i u kombinaciji s DES-om
pokazala visoku efikasnost frakcioniranja biomase (Chen i Wan, 2018). Osim toga, ovaj lignin
takoder je pokazao druga korisna svojstva, kao $to je veliki stupanj demetilacije, koji ligninu

povecava reaktivnost pri kemijskoj modifikaciji.
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3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1.MATERIJALI

3.1.1. Kominai piljevina

Pri izradi rada koriStena je komina sorte grozda Vitis vinifera cv. Grasevina. Komina je

¢uvana u zamrzivacu na -18°C, za potrebe provedenih eksperimenata je usitnjena. Piljevina

Pri izradi rada koristena je piljevina bukve ¢uvana u kutiji. Za potrebe provedenih

eksperimenata je usitnjenja i ¢uvana na 25 °C.

3.1.2. Kemikalije

e Betain, 98%, Thermo Scientific, Massachusetts, SAD

e Destilirana voda, PBF

e Eukaliptol, 99+%, Sigma-Aldrich, St. Louis, SAD

e Etanol, Kemika, Zagreb, RH

e Etilen glikol, Kemika, Zagreb, RH

e Folin-Ciocalteau reagens, Kemika, Zagreb, RH

e Kamfor, 96%, Sigma-Aldrich, St. Louis, SAD

o Kolin-klorid, 99%, Thermo Scientific, Massachusetts, SAD
e Ksiloza, 99+%, Sigma-Aldrich, St. Louis, SAD

e Glukoza, Fisher Bioreagents, Pennsylvania, SAD

e Lakti¢na kiselina, 90%, Sigma-Aldrich, St. Louis, SAD

e Laurinska kiselina, 98+%, Sigma-Aldrich, St. Louis, SAD
e Limunska kiselina, Sigma-Aldrich, St. Louis, SAD

e Natrijev karbonat, Sigma-Aldrich, St. Louis, SAD

e Malic¢na kiselina, 99+%, New Jersey, SAD

e Mentol, 99%, Sigma-Aldrich, St. Louis, SAD

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

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

e Sumporna kiselina, 96%, Carlo Erba Reagents, Val-de-Reuil, Francuska
e Kit za odredivanje koncentracije vinske kiseline, Megazyme, Michigan, SAD
e Urea, Sigma-Aldrich, St. Louis, SAD
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3.1.3.

3.14.

Otopine i puferi

Folin-Ciocalteau reagens
FC reagens
Destilirana voda

Otopina etanola
EtOH (96%)
Destilirana voda

Otopina natrijevog karbonata
Na=COs

Destilirana voda
Otopina octene kiseline
HAC

Destilirana voda

Oprema

Analiticka vaga, Sartorius, Entris, Njemacka

Autoklav, Kambi¢ laboratorijska oprema, Semic, Slovenija

do 25 mL
do 250 mL

109,4 mL
do 150 mL

7,59
do 50 mL

1,25 mL
do 500 mL

Centrifuga, Megafuge ST Plus Series, Thermo Scientific, Massachusetts, SAD

Digitalna vaga BAS 31 plus, Boeco, Njemacka

HPLC, Agilent1260 Infinity Il Series, Agilent Technologies, Santa Clara, CA, SAD

Laboratorijski pribor (epruvete, kivete, laboratorijske ¢aSe, menzure, pipetmani,

odmjerne tikvice, lijevci, sterilni filtar, viale, Spatule)

Mlinac, RC 2 Lite, IKA Werke, Njemacka

Magnetska mijeSalica s grijanjem, RTC Basic, IKA Werke, Njemacka
pH-metar METTLER TOLEDO pH/lon meter S220, Zagreb, RH

Rotacioni viskozimetar, ViscoQC300, Anton Paar Croatia d.o.0., Hrvatska

Shaker, Environmental Shaker - Incubator ES — 20/60, BioSan, Latvija
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e Termo mikser, Thermomixer C, Eppendorf, SAD

e UV — Vis spektrofotometar, GENESYSTM10S, ThermoFisher Scientific, Madison,
SAD

e Ultrazvuc¢na kupelj, XUB Series Digital Ultrasonic Baths, BioSan, Latvija

e Uredaj za mjerenje gustoce, Mettler Toledo DE40, Svicarska

e Vakumska pecnica

3.2.METODE

3.2.1. Procjena topljivosti ciljnih molekula u niskotemperaturnih eutektickim otapalima

otapala pomocu programa COSMOtherm

COSMOtherm je racunalni program koji daje izra¢un kemijskog potencijala gotovo svake
molekule u skoro svakoj ¢istoj ili mijeSanoj tekuéini na promjenjivoj temperaturi te tako
olaksava odabir i eliminaciju DES-a za procese u kojima se oni koriste (Pani¢ i sur., 2021). U
COSMOtherm programu ispitana je topljivost molekula od interesa u odabranim otapalima,
odnosno DES-ovima. Dobiveni rezultat je logaritam koeficijenata aktivnosti, In(y), za ispitanu
tvar. Ako je taj koeficijent manji znaci da je tvar vise topljiva u odabranom otapalu, dok veéi
koeficijent indicira na manju topljivost tvari.

Ispitivana je topljivost katehina, najzastupljenijeg polifenola u uzorku, te vinske kiseline u
razli¢itim DES-ovima pomoéu COSMOtherm programa ¢ime je omogucen odabir prikladnih

DES-ova za njihovu ekstrakciju.

3.2.2. Priprema prirodnih niskotemperaturnih eutektickih otapala

DES se priprema kombinacijom najéesce kolin-klorida i betaina kao, akceptora vodikove
veze, te Secera, poliola, aminokiselina i organskih kiselina, kao donora vodikove veze, u
odredenim molarnim omjerima.Odabire se jedne od tri metode:

1. Zagrijavanje uz mijeSanje: smjesa se zagrijava na otprilike 80 °C tijekom 1-2 sata na
magnetskoj mijesalici dok ne postane obezbojena.

2. Vakuum isparavanje: komponente se otope u vodi i ispare na rotacionom vakuum uparivac¢u
pri 50 °C.

3. Liofilizacijom: liofilizacija komponenata prethodno otopljenih u vodi (Yang, 2019).
Na pocetku pripreme otapala izracuna se potrebna masa ili volumen komponenata smjese

prema odredenim molarnim omjerima. Prirodna eutekti¢ka otapala pripravljena su u bo¢icama
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od 100 mL. Prvo se dodaju izraCunate komponente a na kraju voda, ako je otapalo hidrofilno,
u protivnom se voda ne dodaje. Bocica se premjesti na elektromagnetsku mijesalicu i uz
zagrijavanje mijesa tijekom nekoliko sati dok smjesa ne postane tekuca, prozirna i homogena.

Otapala se nakon sinteze ¢uvaju na sobnoj temperaturi (tablica 1).

Tablica 1. Popis DES-ova koristenih tijekom izrade diplomskog rada

DES Kratica Molarni omjer | Udio vode (%)
Betain:etilen-glikol B:EG 1:2 30
Betain:glukoza B:Glc 1:1 30
Betain:lakti¢na kiselina B:LA 15 15
Betain:limunska kiselina B:CA 1:1 30
Betain:limunska kiselina B:CA 1:3 30
Betain:limunska kiselina:saharoza | B:CA:Suc 1:1:5 30
Betain:mali¢na kiselina B:Ma 1:1 30
Betain:saharoza B:Suc 4:1 30
Kolin-klorid:ksiloza ChCl: Xyl 1:2 30
Kolin-klorid:ksiloza ChCI: Xyl 2:1 30
Kolin-klorid:limunska kiselina ChCI:CA 1:10 30
Kolin-klorid:urea ChCl:U 1:2 30
Mentol:kamfor Me:Cam 1:1 -
Mentol:eukaliptol Me:Eu 1:1 -
Mentol:laurinska kiselina Me:Lau 2:1 -

3.2.3. Ekstrakcija i izolacija lignina u niskotemperaturnim eutektickim otapalima

Za ekstrakciju lignina pomoc¢u niskotemperaturnih eutektickih otapala koristene su peteljka
komine grozda i piljevina bukve. Tretman je zapoceo suSenjem sirovina u vakuum susioniku
na 70 °C tijekom 5 sati, a nakon cega je provedeno mljevenje pomocu uredaja za mljevenje
RC 2 Lite pri 3000 okretaja u trajanju od 12 minuta i 15 sekundi. Usitnjena sirovina je prosijana
kroz sito veli¢ina pora 900 um, kako bi se uklonilo sve $to je zaostalo od mljevenja. Odvagano
je 10 g prosijane sirovine za pojedini ekstrakt i dodano je 100 mL prethodno pripravljenih DES-
ova (B:CA, B:LA, ChCI:LA) za ekstrakciju. Za usporedbu uc¢inka ekstrakcije uzeto je 10 g
prosijane sirovine te 100 mL otopine mravlje i octene kiseline. Ekstrakcija je provedena u

autoklavu sa zadrzavanjem na 120 °C tijekom 15 sekundi. Nakon toga su ekstrakti stavljeni na
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preko no¢nu filtraciju pomocu filter papira u Falcon epruvete od 50 mL te su pohranjeni za

danje koristenje.

Ekstraktima je dodana destilirana voda u omjeru 1:2 ili 1:3 prema dobivenom volumenu
ekstrakta. Ekstrakti su nakon toga centrifugirani na centrifugi Megafuge ST Plus Series pri 10
000 RCF tijekom 5 minuta. Talog je zadrzan i pro¢is¢en smjesom etanola i vode u omjeru 1:9.
Izvedena su po 2 ciklusa ispiranja na sobnoj temperaturi nakon 1 sata uz filtriranje izmedu
svakog od ciklusa. Zatim je slijedilo susenje i gravimetrijska analiza. [zra¢unati je prinos prema

omjeru suhe mase dobivene frakcije i poetne mase koristenih sirovina.

3.2.4. Ekstrakcija vinske kiseline u niskotemperarurnim eutektickim otapalima

Za ekstrakciju vinske kiseline koristeni su DES-ovi: B:CA (1:1), B:EG (1:2), B:Ma (1:1),
B:Suc (4:1), ChCI:CA (2:1), ChCI:U (1:2), ChCI: Xyl (1:2) i ChCI:Xyl (2:1) (tablica 1) dok je
otopina kisele vode sluzila kao kontrola. Odvagan je 1 g prosijane komine za pojedini ekstrakt
i dodano je 10 mL prethodno navedenih DES-ova. Za usporedbu je uzet 1 g prosijane komine
te 10 mL otopine kisele vode. Smjesa je mijeSana na shakeru na 700 rpm i 60 °C tijekom 1 sata.
Nakon ekstrakcije smjesa je centrifugirana 15 minuta na 4 °C i 8 000xg. Koncentracija vinske
kiseline mjerena je u supernatantu.

Za usporedbu, provedena je klasi¢na izolacija vinske kiseline pomocu kalcijevih soli. U
dobivene ekstrakte dodano je CaCOs (1,2 g L) i CaCl, (15,2 g L) pri ¢emu je pH smjese
podesen na oko 5,2. Smjesa je mijeSana na 50 rpm-a tijekom 2 sata na 20 °C, a zatim je

filtrirana. Talog je osuSen u vacuum susari na 75 °C do konstantne mase.

3.2.5. Ekstrakcija vinske kiseline i polifenola u dvofaznom sustavu niskotemperarurnih

eutektickih otapala

Kako bi se pospjeSila ucinkovitost 1 daljnje odvajanje spojeva razliCitth polarnosti
napravljena je simultana ekstrakcija razli¢itih spojeva pomo¢u DES-ova suprotnih polarnosti.
Koristenjem dvofaznong sustava niskotemperaturnih eutektickih otapala ideja je u jednom
koraku ekstrahirati i razdvojiti polifenole i vinsku kiselinu iz komine grozda.

Za ekstrakciju polifenola i vinske kiseline u dvofaznom sustavu koriSteni su sljede¢i DES-
ovi: B:Glc (1:1) i B:Ma (1:1) kao hidrofilne faze te Me:Cam (1:1), Me:Eu (1:1) i Me:Lau (2:1)
(tablica 1) kao hidrofobne faze.

Odvagano je po 2 g prosijane komine te je dodano 10 mL hidrofilnog DES-a i 10, odnosno
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20 mL hidrofobnih DES-ova kako bi se istovremeno ispitao utjecaj razli¢itih volumnih omjera
faza na ucinkovitost ekstrakcije vinske kiseline. Smjesa je mijeSana na shakeru na 700 rpm i
60 °C tijekom 1 sata. Nakon toga su ekstrakti stavljeni na preko noénu filtraciju preko filter
papira u Falcon epruvete od 50 mL.

Nakon prethodne filtracije, razdvojene su prema razli¢itoj obojanosti hidrofobna i hidrofilna

faza u zasebne Falcon epruvete od 15 mL za daljnju analizu.

3.2.6. Odredivanje ukupnih polifenola Folin-Ciocaltaeu reagensom

U svim napravljenim ekstraktima odredivana je koncentracija ukupnih polifenola Folin-
Ciocalteau (FC) reagensom. FC metoda se zasniva na redukciji fosfomolibdovolframa na plavo
obojeni heteropoli molibden kompleks uz oksidaciju fenola (Ainsworth i Gillespie, 2007).
Intenzitet razvijenog obojenja proporcionalan je udjelu polifenola u uzorku.

Ekstrakti su razrijedeni 20 puta destiliranom vodom. U posebnu epruvetu otpipetirano je
0,25 mL razrijedenog uzorka te dodano 1.25 mL FC reagensa prethodno razrijedenog 10 puta.
Smjesa je inkubirana 5 minuta na sobnoj temperaturi 1 nakon toga joj je dodan 1 mL Na2COs,
koncentracije 75 g L. Nakon dodatka Na-COs otopine su premjestene u vodenu kupelj,
prethodno zagrijanu na 50 °C, gdje su ponovno inkubirane na 5 minuta. Reakcija je brzo
prekinuta stavljanjem na hladenje u ledenu kupelj. Zatim je mjerena apsorbancijana GENESYS
10S UV/Vis spektrofotometru na A=760 nm u tri paralele za svaki uzorak (Ainsworth i
Gillespie, 2007).

Koncentracija ukupnih polifenola raCunana je kao ekvivalent galne kiseline pomocu
bazdarenog dijagrama na slici 4. Rezultati mjerenja izrazavani su kao mg polifenola po gramu

suhe tvari (s.t.) biomase.
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Slika 4. Bazdareni pravac ovisnosti masene koncentracije galne kiseline (mg mL™") o
apsorbanciji (Sango, 2017).
Pri cemu vrijedi:
y=ax+b
y =0,0128x + 0,0503, R2 = 0,9905
y — apsorbancija pri 760 nm,

X — masena koncentracije galne kiseline (mg mL™")

3.2.7. Mjerenje koncentracije vinske kiseline

Odredivanje koncentracije vinske Kiseline pomo¢u komercijalnog kit-a je brza, jednostavna,
pouzdana i to¢na metoda za specifi€éno mjerenje i analizu vinske kiseline u vinu, voénom soku
i drugim materijalima kao $to je to komina grozda. Metoda je spektrofotometrijska a do
obojenja dolazi reakcijom uzorka koji sadrzi vinsku kiselinu sa Reagensom | i Reagensom 11
vinske kiseline pri ¢emu vinska kiselina ulazi u kompleks s vanadijem stvarajuci zuto obojenje.

U plasti¢ne kivete od 2,5 mL otpipetirano je 50 pL ekstrakta i 875 pL vode. Slijepa proba
je sadrzavala 50 uL DES-a umjesto uzorka, odnosno 50 pL standarda u slu¢aju njegovog
mjerenja. Dodano je jo§ 200 pL Tartaric acid reagent 1 otopine i nakon 1 minute mjerena je
apsorbancija na UV/Vis spektrofotometru pri A=505 nm u tri paralele. Zatim je dodano 125 pL
Tartaric acid reagent 2 otopine te je nakon 4 minute ponovo mjerena je apsorbancija na UV/Vis
spektrofotometru pri A=505 nm. Na kraju je mjeren standard istim, prethodno opisanim

postupkom.
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Koncentracija vinske kiseline racuna se prema jednadzbi:

AAvinska kiselina—uzorak
Cvinska kiselina = X F
AAvinska kiselina—STD

Cyinska kiselina—STD

Cyi iseli L' uzorka
ucinak ekstrakcije = vinska kiselina 8 ] x 100

masa uzorka [g L™! uzorka]

Pri ¢emu vrijedi:

AAyinska kiselina = A2 — Aq

AAvinska kiselina—uzorak — AAvinska kiselina — AAslijepa proba
AAyinska kiselina-STD = AAvinska kiselina — AAslijepa proba
A — apsorbancija pri 760 nm

¢ — koncentracija vinske Kiseline

F — faktor razrjedenja

3.2.8. Odredivanje udjela vinske kiseline i polifenola u konini grozda primjenom tekuéinske

kromatografije visoke djelotvornosti

Kvalitativna i kvantitativna analiza polifenola i vinske kiseline u ekstraktima komine grozda
provedena je uporabom tekucéinske kromatografije visoke djelotovornosti (HPLC) s UV-DAD
detektorom. Kromatografska analiza provedena je na HPLC uredaju Agilent1260 Infinity 1l
Series (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, SAD) uz module kvarterne pumpe (Quat Pump
G711B), degazera (G7122A), autosampler-a (Vilesampler G7129A), modula kolone (ICC
G7130A) te uz detekciju na DAD detektoru (VWD G7114B), a podatci su obradeni ra¢unalnim
programom Lab Advisor Software. Vinska kiselina bila je detektirana na Poroshell 120 EC-
C18 koloni dimenzija 4,6 x 100 mm, 2,7 um. Injektirani volumen uzoraka bio je 5 uL.. Mobilna
faza je bila otapalo C (25 mM Kkalij-fosfatni pufer, pH=2,4) pri protoku 1 mL/min. Polifenoli
bili su razdvojeni na Poroshell 120 EC-C18 koloni dimenzija 4,6 x 100 mm, 2,7 um. Injektirani
volumen uzoraka bio je 5 uL. Mobilne faze su bile otapalo B (acetonitril) i otapalo D (0,25 %
octena kiselina) pri protoku 1 mL/min. Uvjeti kromatografske analize prikazani su u tablicama
213.

20



Tablica 2. Uvjeti kromatografske analize vinske kiseline u ekstraktima komine grozda.

HPLC uvjeti
Kolona Poroshell 120 EC-C18
4,6 x 100 mm, 2,7 um
Mobilna faza Otapalo C 25 mM Kalij-fosfatni pufer,
pH=2,4
Volumen injektiranja (nL) 4
Protok (mL/min) 1
Temperatura (°C) 40
Vrijeme analize (min) 14
Eluiranje Vrijeme Otapalo
y (min) C%
Gradijentno 0 100
14 100

Tablica 3. Uvjeti kromatografske analize polifenola u ekstraktima komine grozda.

HPLC uvjeti
Kolona Poroshell 120 EC-C18
4,6 x 100 mm, 2,7 um
Mobilna faza Otapalo A 0,25 % octena kiselina
Otapalo B Acetonitril
Volumen injektiranja (uL) 4
Protok (mL/min) 1
Temperatura (°C) 40
Vrijeme analize (min) 25
Eluiranje Vrijeme Otapalo
(min) B % D %
.. 0 10 90
Gradijentno 75 15 35
15 27 73
25 10 90

Identifikacija i kvantifikacija je provedena usporedbom retencijskog vremena spojeva i

povrsine ispod pikova na grafovima vinske kiseline i katehina, epikatehina, galne Kiselina

procijanidina B1, B2, B3, B4 i C1 kao najzastupljenijih polifenola u grozdu.

Kalibracijska krivulja i formula prema kojoj se raunala koncentracija vinske kiseline

prikazana je na slici 5.
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Slika 5. Kalibracijska krivulja ovisnosti masene koncentracije vinske kiseline (mg mL™")
0 apsorbanciji.
Pri ¢emu vrijedi:
y=ax+b
y =1894,51x - 9,33
y — apsorbancija pri 760 nm,

X — koncentracije vinske kiseline (mg mL™")
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4. REZULTATI | RASPRAVA

Razvojem zelene kemije u znanstvenim krugovima i u industriji, razvijaju se i zelena
otapala kao zamjena za konvencionalno koristena otapala. Zbog jedinstvenih svojstava koja ne
ugrozavanja sigurnosti i biolosku uéinkovitost, DES-ovi su privukli pozornost biokemijske,
farmaceutske, kozmeticke te prehrambene industrije.

Prilikom izrade ovog rada koristeni su prirodni, netoksi¢ni i jeftini DES-ovi za ekstrakciju
visokovrijednih spojeva lignina, polifenola i vinske kiseline. Lignin je obnovljiva sirovina,
prisutna u kopnenim biljakama ¢iji se potencijal vidi u proizvodnji biogoriva i biokemikalija
(Wang i sur., 2019). Polifenoli se takoder vezu uz biljke kao njihovi sekundarni metaboliti te
su dobri antioksidansi i imaju blagotvorni u¢inak na zdravlje (Hassan i sur., 2019). Vinska
kiselina uvelike se koristi u prehrambenoj, farmaceutskoj, kemijskoj i kozmetic¢koj industriji, a
mogla bi postati i zamjena za uobicajno koriStene kiseline u spomenutim podrucjima (Salgado
i sur., 2010).

Odabrana niskotemperaturna eutekticka otapala s visokom predvidenom topljivoséu
upotrebljena su za zelenu ekstrakciju lignina, polifenolnih spojeva i vinske kiseline te klasi¢no
koriStena otapala za esktrakciju kako bi se usporedili rezultati. 1zolacija lignina i ekstrakcija
polifenola iz piljevine i peteljke provedena je u autoklavu sa zadrzavanjem na 120 °C tijekom
15 sekundi. Ekstrakcija vinske kiseline iz komine grozda provedena u shakeru na 700 rpm i 60
°C tijekom 1 sata kao i ekstrakcija prethodno spomenutih spojeva u dvofaznom DES sustavu.
U svih ekstraktima odreden je ukupni sadrzaj polifenola pomoc¢u Folin-Ciocalteu reagensa te
HPLC-a. Provedena je i kvantitativna analiza vinske kiseline pomo¢u HPLC-a i komercijalno

koriStenog kit-a.

4.1. 1IZOLACIJA LIGNINA | EKSTRAKCIJA POLIFENOLA 1Z PILJEVINE I
PETELJKE

Za izolaciju lignina iz piljevine bukve i peteljke komine grozda odabrani su sljede¢i DES-
ovi prema literaturi: kolin-klorid:mlije¢na kiselina (ChCI:LA), betain:limunska kiselina (B:CA)
I betain:mlije¢na Kiselina (B:LA). Kao kontrola koristena je otopina mravlje i octene kiseline u
omjeru 1:1 koja se prema literaturi inace koristi za ekstrakciju lignina prema radu Ma i sur.,
2021. Nakon ekstrakcije pomo¢u DES-0va, provedena je izolacija lignina iz DES-ova, a uz to
je odredena i ukupna koncentracija polifenola u dobivenim ekstraktima Folin-Ciocalteau

reagensom. Dobivene vrijednosti za uzorke piljevine i peteljke prikazane su u tablici 4.
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Tablica 4. Vrijednosti dobivene odredivanjem ukupnih polifenola Folin-Ciocalteau

reagensom i iskoriStenje procesa izolacije lignina.

Polfenoli Lignin

Uzorak DES w [mg 100 g] m [mg] n [%]
ChCI:LA 0,53 148 1,48

§ B:CA 0,28 ] ]
% B:LA 0,34 31,7 0,32
- Mravlja:octena 0,55 276,8 2,77
. ChCI:LA 0,74 397,4 3,97
= B:CA 0,72 55,1 0,55
g B:LA 0,54 419,5 4,19
Mravlja:octena 0,67 2249 2,25

Na temelju rezultata danih u tablici 4 moze se zakljuciti da je izoliran lignin iz piljevine i
peteljke. Izolacija je bila uspjesnija kod peteljke nego kod piljevine te kod DES-ova na bazi
kolin-klorida nego betaina kod piljevine, dok su u slucaju peteljke DES-ovi ChCI:LA i B:LA
podjednako dobri za izolaciju. DES koji se nije pokazao kao optimalan za izolaciju lignina je
B:CA s kojim je dobiveno vrlo malo lignina u oba slu¢aja. Dobivene vrijednosti krecu se od 0
pa do 1,48 mg za piljevinu te 0,55 do 4,19 mg za peteljku.

U radu Chen i sur., 2020, usporedeni su DES-ovi na bazi kolin-klorida i betaina s istim
donorima vodikovih veza. lako kolin-klorid i betain imaju sli¢énu strukturu, DES-ovi na bazi
ChCI daju bolje daleko bolje rezultate od onih na bazi betaina sto je vidljivo iz prikazanih
rezultata u slu€aju piljevine.

Rezultati za ChCI:LA DES ne iznenaduju s obzirom na to da se u radu Chen i sur., 2019
takoder pokazao kao najbolji DES za izolaciju lignina iz piljevine, a u radu Filippi i sur., 2023
je integriran u pred tretman peteljke grozda unutar biorafinerije i pokazao se kao obecavajuce
otapalo za spomenuti proces zbog velike ucinkovitosti te moguénosti recikliranja. Prema Chen
i sur., 2020, dobra svojstva ChCI:LA kod ekstrakcije lignina mogu se pripisati aktivnijim
protonima koje donira mlje¢na kiselina, §to olakSava protonom katalizirano cijepanje razli¢itih
tipova veze (npr. eterske veze u ligninu, glikozidne veze u polisaharidu te veze lignin-
polisaharid).

Iz rezultata prikazanih u tablici 4 zaklju¢ujemo da je peteljka dobar izvor polifenola dok
piljevina nije, a rezultati se krecu od 0,54 do 75 mg na 100 g s.t.. Taj rezultat je znatno losiji
kod piljevine, od 0,28 do 0,53 mg na 100 grama suhe tvari. U¢inkovitost DES-ova u ekstrakciji

lignina moZemo poredati prema ovom redoslijedu, pocevsi od najboljeg za piljevinu:
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ChCl:LA>Mravlja:octena(kontrola)>B:LA>B:CA, ipeteljku: ChCI.LA > B:CA >
Mravlja:octena (kontrola)>B:LA. DES s najviSe izoliranih polifenola u oba slu¢aja je bio
ChCI:LA, dok je DES s najmanje izoliranih polifenola ovisio o tome radi li se o piljevini ili
peteljci. Ekstrakcija polifenola, konkretno antocijanina, pomo¢u DES-ova koriStena je i u radu
(Pani¢ i sur., 2019) . Izmedu ostalih, upotrjebljeni su i DES-ovi na bazi kolin-klorida i betaina
gdje su se kao i u ovom slucaju oni na bazi kolin-klorida pokazali kao bolji izbor za isti proces.
Odredivanje ukupnih polifenola Folin-Ciocalteau reagensom je takoder provedeno u radu
Anastasiadi i sur., 2012 pri ¢emu su kod peteljke grozda dobiveni posebno dobri rezultati §to

ukazuje na to da je peteljka izvrstan izvor tih bioaktivnih spojeva.

4.2.ODABIR NISKOTEMPERARURNIH EUTEKTICKIH OTAPALA ZA
EKSTRAKCIJU VINSKE KISELINE | POLIFENOLA 1Z KOMINE GROZDPA

Odabiru najboljih DES-ova za postupke izolacije vinske Kiseline i polifenola iz komine
grozda, prethodilo je ispitivanje topljivosti pomoc¢u racunalnog programa COSMOtherm.
Model COSMO-RS (Conductor-like Screening Model for Real Solvents) jedna je od najto¢nijih
i najpreciznijih ra¢unalnih metoda koja predvida eutekticku temperaturu te topljivosti ciljanih
komponenata, u ovom slucaju ekstrakcije u eutekti¢kim otapalima. Time se smanjuje utro$ak
vremena i sredstava potrebnih za eksperimentalno traganje odgovarajuce topljivosti. Takoder
dobiva se moguénost probira velikog broja kombinacija sastavnica otapala nego $to bi to bio
slucaj eksperimentalnih putem.

COSMO-RS je metoda za procjenu termodinamickih podataka tekuéih sustava temljena na
principima simulacija molekularnih interakcija. Program kombinira kvantno-kemijske metode
otopljenih tvari i otapala pa uz statistiCku termodinamiku pronalazi interakcije povrSina
molekula. Time COSMO-RS daje vrlo tocan rezultat velikog broja karakteristika koje se ne
mogu dobiti upotrebom drugih metoda (Klamt i sur., 2010). Primjenjuje se i za uspjesno
procis¢avanje otapala te optimiziranje razli¢itih kemijskih procesa (Klamt, 2017).

Za odabir optimalnih DES-ova za ekstrakciju, prvi je korak bio procijeniti topljivost
katehina i vinske kiseline u hidrofobnim i hidrofilnim DES-ovima s dvije ili tri komponente u
razli¢itim molarnim omjerima koriStenjem COSMOtherm funkcije izra¢una koeficijenta
aktivnosti. Svi hidrofilni DES koji su bili koristeni sadrzavali su s 30 % vode zbog najboljih
fizikalno-kemijska svojstva za ekstrakciju, kao §to je to predlozeno u radu Panic i sur., 2021.
Dobiveni su logaritmi koeficijenta aktivnosti (In(y)) koji govore o topljivosti ispitivanih spojeva

u odredenim otapalima, ovdje konkretno DES-ovima. Manja vrijednost koeficijenta predstavlja
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vecu topljivost spoja u odabranom sustavu.

Nakon koriStenja programa COSMOtherm i dobivenih rezultata, za ekstrakciju vinske
kiseline su odabrana otapala:
e Betain: etilen-glikol (B:EG),
e Betain: limunska kiselina (B:CA),
e Betain: jabucna kiselina (B:Ma),
e Betain: saharoza (B: Suc),
e Kolin-klorid: limunska kiselina (ChCI:CA),
e Kolin-klorid: urea (ChCI:U),
e Kaolin-klorid: ksiloza (ChCI: Xyl)
Za ekstrakciju vinske kiseline i polifenola u dvofaznom DES sustavu su odabrana otapala:
e Betain: glukoza (B:Glc),
e Betain: jabucna kiselina (B:Ma),
e Mentol: eukaliptol (Me:Eu),
e Mentol: kamfor (Me:Cam),

e Mentol: laurinska kiselina (Me:Lau)

Prema rezultatima analize, kao najbolji DES-ovi za ekstrakciju zeljenih polifenola pokazali
su se polarni DES-ovi (tablica 5).

Nizi koeficijent aktivnosti (In(y)) ispitivanih akceptora i donora vodikove veze upuéuje i na
vecu topljivost odabranih spojeva. U tablici 5 prikazani su koeficijenta aktivnosti odabranih
DES-ova pri ¢emu zaklju¢ujemo da su otapala na bazi kolin-klorida bolja za ekstrakciju vinske
kiseline u odnosu na DES-ove na bazi betaina $to je takoder kasnije potvrdeno i eksperimentom.

Prilikom COSMO-RS analize topljivosti vinske kiseline, nekoliko hidrofobnih sustava se
pokazalo zanimljivim (Me:Cam, Me:Eu i Me:Lau) i zbog toga je provedena ekstrakcija u
dvofaznom sustavu kako bi se ispitala moguénost simultane ekstrakcije spojeva razli¢itih

polarnosti u jednom koraku.
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Tablica 5. Prikaz rezultata COSMO-RS analize topljivosti katehina kao najzastupljenijeg

polifenola u komini grozda i vinske kiseline u odabranim DES sustavima* s 30 ili 0% vode.**

Katehin Vinska kiselina

DES In(y) DES In(y) DES In(y) DES In(y)
B:Glc -10,65| Sor:EG -3,56 B:Suc -13,24 | Me:Cam | -5,79
B:Suc -10,25 | Sol:EG -3,32 ChCllU [-1236| Sor:EG -5,69
B:EG -9,03 Suc:EG -2,68 B:EG -11,86 | XylEG -5,43
ChCl:Xyol | -8,11 Pro:Ma -2,58 ChCllU |-11,25| SucEG -5,2
ChCI.EG | -7,81 Gly:Glc | -2,51 | ChCl:Xyol [ -10,69 | Me:Cam | -5,19
B:Xyl -7,63 | Glc:Fru -246 | ChCLLEG |-10,09 | GIc:EG -4,91
ChCI:U -7,55 Gly:Sol -2.31 | ChCl:Xyl |-10,04 | Gly:Glc -4,5
B:Gly -7,07 Ma:Fru -2,23 B:Gly -9,74 Glc:Fru -4,47
ChCl:Suc | -6,94 | Suc:Glc:U | -2,17 | ChCl:Glc | -9,5 Ma:Fru -3,71

B:Ma -6,94 Ma:Glc -1,87 B: Xyl -9,49 Ma:Suc -3,41
Me:Cam | -6,16 CA:Fru -1,70 B:Glc -9,43 CA:Sor -3,32
ChCI:Fru | -5,73 Ma:Suc -1,43 B:Ma -9,4 CA:Fru -3,19

ChCI:CA | -5,51 CA:Glc -1,43 | ChCl:Fru | -8,31 Ma:Glc -3
ChCI:Gly | -5,34 CA:Sor | -1,36 | ChCl:Suc | -8,28 | CA:Glc | -2,95
ChCl:Sor | -5,22 CA:Suc -1,06 | ChCl:Sor | -8,26 Me:SA -2,64
ChCl:Xyl | -5,17 Me:SA -0,85 | ChCI:CA | -8,22 Me:C8 -1,74
ChCI:Glc | -5,13 Me:Ty 0,37 | ChCl:Gly | -7,9 Me:Ty -1,61
ChCh:Ma | -5,04 Me:C8 0,48 | ChCL:GIc | -7,83 CA:Suc -1,2
ChCl:Sol | -5,01 Ty:Cou 0,78 Me:Eu -7,48 | Me:C10 | -0,59
B:CA -493 | Me:C10 091 | ChCh:Ma | -7,43 | Ty:Cou -0,23
ChCI:OxA | -4,70 | Me:C18:2 | 145 B:CA -7,38 | Me:C18:2 | -0,2
Fru:EG -4,03 Ty:C8 1,64 | ChCl.OxA | -7,35 Ty:C8 1,23
XylLEG -3,59 Ty:C10 261 | ChCl:Sol | -7,19 Ty:C10 2,11
GIc:EG -3,57 Fru:EG -5,85

*B: betain, C10: dekanska kiselina, C8: oktanska kiselina, C18:2: linolna kiselina, CA: limunska
kiselina, Cam: kamfor, Ch: kolin-klorid, Cou: kumarin, Me: mentol, EG: etilenglikol, Eu: eukaliptol,
Fru: fruktoza, Glc: glukoza, Gly: glicerol, LA: mlije¢na kiselina, Lau: laurinska kiselina, Ma: jabu¢na
kiselina, OxA: oksalna kiselina, Pro: prolin, Ty: timol, SA: salicilna kiselina, Suc: saharoza, Sol:
sorbitol, Sor: sorboza, U: urea, Xyl: ksiloza, Xyol: ksilitol.

**Topljivost opada od crvene prema plavoj boji.
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4.3. ODREDPIVANJE KONCENTRACHE VINSKE KISELINE U EKSTRAKTIMA
KOMINE GROZPA PRIPREMLJENIH POMOCU EUTEKTICKIH OTAPALA

Za ckstrakciju vinske kiseline koristeni su DES-ovi: B:CA (1:1), B:EG (1:2), B:Ma (1:1),
B: Suc (4:1), ChCIL:CA (2:1), ChCI:U (1:2), ChCI: Xyl (1:2) i ChCI:Xyl (1:2) dok je otopina
kisele vode sluzila kao kontrola. Rezultati mjerenja vinske kiseline pomocu protokola prikazani

su na slici 6.
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Slika 6. Udio ekstrahirane vinske kiseline u DES-u iz komine grozda.

o O O

w (vinska kiselina) [mg/g]

o

Uspjesno je provedena ekstrakcija vinske kiseline u DES-ovima odabranim pomocu
racunalnog programa COSMOtherm kao i detekcija pomocu komercijalnog kit-a. Na temelju
rezulata mozemo zakljuciti da je komina grozda solidan izvor vinske kiseline na §to je prije
ukazao rad Teixeira i sur., 2014 jer se u komini izmedu ostalog nalazi i kozica grozda bogata
tartaratima, odnosno vinskom kiselinom. Najveca koncentracija vinske kiseline dobivena je kod
sustava ChCI:U i iznosi 8,43 mg 100 g komine, a najmanja kod sustava B:CA u iznosu od
1,36 mg na 100 g komine. Takoder, sustavi na bazi kolin-klorida pokazali su se boljima nego
oni na bazi betaina, a opcenito su koncentracije vinske kiseline bile vece u sustavima koji su
sadrzavali Secere, ksilozu i saharozu dok su oni s organskim kiselinama ekstrahirali manje
koncentracije. Bili su koriSteni razli¢iti DES-ovi pa je time i efikasnost ekstrakcije bila razlicita
te se oni mogu poredati sljede¢im redoslijedom, pocevsi od najboljeg: ChCl:U> ChCI: Xyl
(2:1)> ChCl: Xyl (1:2)> kisela voda (kontrola)> ChCIl:CA> B:Suc> B:EG> B:Ma> B:CA.

Iz prikazanih rezultata je zakljuceno kako su cak tri DES-a, ChCIl:U, ChCl: Xyl (2:1),
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ChCI: Xyl (1:2), bolja za izolaciju vinske kiseline nego $to je to Kisela voda sto upucuje da bi
eutekticka otapala bila dobra alternativa uobicajeno koristenim otapalima za ekstrakcije. Osim
toga se i COSMOtherm pokazao kao pouzdan alat za predvidanje topljivosti ciljanih spojeva
pri ¢emu se dobivene vrijednosti za In(y) potvrduju uspjeSnom ekstrakcijom polifenola iz
komine grozda.

Takoder je provedena izolacija vinske kiseline iz ekstrakta i ekstrakcija u referentnom
otapalu dodatkom CaCOs i CaCl.. Izolacija je bila uspje$na u referentnom otapalu, ali u
eutektiCkom otapalu na takav nacin vinska Kiselina nije istalozena (slika 7). Prema tome,
mozemo zakljuciti da DES-ovi nisu pogodni za izolaciju Ciste vinske kiseline uobic¢ajenim
postupkom, zbog ¢ega smo ispitali potencijal dobivanja Ciste faze s vinskom kiselinom nakon

dvofazne ekstrakcije u DES-u kako bi se izbjegli daljnji koraci proc¢is¢avanja i izolacije.

Konvencionalno otapalo

Slika 7. Vinska kiselina izolirana iz konvencionalnog otapala i DES-a (vlastita
fotografija).

4.4. EKSTRAKCIJA VINSKE KISELINE I UKUPNIH POLIFENOLA 1Z KOMINE

GROZDA U DVOFAZNOM SUSTAVU EUTEKTICKIH OTAPALA

Ekstrakcijom bioaktivnih molekula u sustavu razlicitih faza koje se ne mijeSaju pruza se
mogucnost lakseg i ucinkovitiji proces odvajanja spojeva u jednom koraku. Ova strategija
omogucuje selektivnost ciljanih bioaktivnih spojeva §to je izuzetno povoljno kod specificnih
primjena. Ekstrakcija u dvofaznom sustavu DES-ova koristi dva DES-a dovoljno razli¢itih
polarnosti da se oni ne mijesaju. Dvofazni DES sustavi ne samo da mogu ekstrahirati ciljane
spojeve u ve¢im koncentracijama, ve¢ takoder mogu razdvojiti spojeve na temelju njihovih

polariteta. Kao rezultat se u jednom koraku dobivaju ekstrakti o¢igledno razdvojenih faza u
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kojima se nalaze i sami ciljani spojevi raspodijeljeni prema svojoj polarnosti. Takav nacin
ekstrakcije takoder omogucava i lagano odvajanje faza nakon procesa ekstrakcije kako bi se
provela daljnja analiza produkata Viera i sur. (2022).

Za separaciju vinske kiseline od polifenola isprobana je metoda dvofazne ekstrakcija
pomocu eutektickih otapala s ciljem dobivanja Ciste faze s vinskom kiselinom kako bi se
izbjegli daljnji koraci prociS¢avanja. Izolacijom vinske kiseline komina grozda dobiva dodatnu
vrijednost, a sam proces izolacije koji ukljucuje nekoliko koraka filtracije, separacije i talozenja
mogao bi se zamijeniti dobivanjem ekstrakta vinske Kiseline kao gotovog proizvoda u
niskotemperaturnim eutektickim otapalima. Za dvofaznu ekstrakciju vinske kiseline i
polifenola su odabrana tri hidrofobna DES-a: mentol:eukaliptol u molarnom omjeru 1:1,
mentol:kamfor u omjeru 1:1 i mentol:laurinska kiselina u omjeru 2:1.

Kao hidrofilna faza odabrani su DES-ovi betain:glukoza i betain:maltoza s 30 % vode koji
su se u prethodnim istrazivanjima pokazali kao dobar odabir za ekstrakciju polifenola iz komine
grozda (Panic i sur., 2021). Na slici 8 su prikazane odvojene faze razli¢ite boje $to bi ukazivalo

na to da je postignut odredeni stupanj separacije prilikom ovakvog tipa ekstrakcije.

Slika 8. Odvojene faze prije postavljanja ekstrakcije vinske kiseline (desno) i dobiveni
ekstrakti (lijevo) (vlastita fotografija).

Ekstrakcija je prvo provedena u volumnom omjeru 1:1 hidrofilne i hidrofobne faze pomocu
navedenih DES-ova. Nakon razdvajanja faza provedena je analiza koncentracije ukupnih
polifenola Folin-Ciocalteu metodom u obje faze kao i analiza koncentracije vinske kiseline

pomocu komercijalnog kit-a. Dobiveni rezultati prikazani su na slikama 9 i 10.
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Slika 9. Udio vinske Kiseline [Mg/g s.v. komine] U pojedinim fazama nakon provedene

ekstrakcije komine grozda u dvofaznom sustavu eutektic¢kih otapala.
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Slika 10. Udio polifenola [mg/g s.v. kemine] U pojedinim fazama nakon provedene

ekstrakcije komine grozda u dvofaznom sustavu eutektickih otapala.

Iz rezultata na slici 9 je vidljivo da su se polifenoli ekstrahirali gotovo isklju¢ivo u
hidrofilnoj fazi Sto je u skladu sa ocekivanjima. Ekstrahirana vinska kiselina je detektirana u
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hidrofilnoj i hidrofobnoj fazi. Kao $to je prikazano na slici 10, hidrofobni DES-ovi pokazali su
razli¢itu u¢inkovitost ekstrakcije vinske kiseline. Me:Cam faza pokazala je najnizu selektivnost
za vinsku kiselinu dok su Me:Eu i Me:Lau pokazali potencijal za primjenu u selektivnoj

ekstrakciji pomoc¢u dvofaznih sustava.
Dalje je ispitano kakav bi utjecaj na selektivnost vinske kiseline imao dodatak hidrofobne

faze u ve¢em volumnom omjeru u odnosu na hidrofilnu fazu. Za taj eksperiment je koristen
DES B:Glu kao hidrofilna faza, zbog toga $to je taj DES pokazao neSto manju selektivnost
prema vinskoj kiselini, dok su za hidrofobnu fazu koristeni sustavi Me:Lau i Me:Eu.
Tekuc¢inskom kromatografijom visoke djelotvornosti (HPLC) provedena je kvantitativha
analiza vinske kiseline i polifenola u ekstraktima komine grozda pri ¢emu su se usporedivala
retencijska vremena spojeva i vanjski standardi vinske kiseline te naj¢escih polifenola u grozdu

epikatehina, katehina, procijanidina B1, B2, B3, B4 i C1.

0,12

0,1
0,08
0,06

0,04

w (vinska kiselina) [mg/g]

0,02

|
B:Glu/Me:Lau (1:1) B:Glu/Me:Lau (1:2) B:Glu/Me:Eu (1:1)

Slika 11. Usporedba udjela [mg/g s.v. komine] Vinske kiseline u hidrofobnim fazama nakon
provedbe ekstrakcije s razli¢itim volumnim udjelima hidrofobnog DES-a u dvofaznog

sustava.

Odredivanjem ukupnih polifenola u ekstraktima komine grozda pomocu Folin-Ciocalteau

reagensa dobiveni su rezultati izrazeni kao mg polifenola po g su tvari biomase.
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Tablica 6. Polifenolni sastav (mg g s.tv.”!)* u polarnim fazama pripremljenih ekstrakta.

B:Glu/Me:Eu B:Glu/Me:Eu B:Glu/Me:Lau B:Glu/Me:Lau

Spoj
(1:1) (1:2) (1:1) 1:2)
Procianidin
0,02 0,02 n.d. 0,01
B2
Procianidin 0.30 ’ 021
' n.a. '
B3 0,26
Procianidin
0,03 0,02 0,05 n.d.
B4
Procianidin
n.d. 0,01 n.d. n.d.
C1
Ukupni
) _ 32,74 48,22 58,09 38,59
polifenoli

*s. tv.: suha tvar

Na temelju rezultata iz slike 11 mozemo zakljuciti da se vinska kiselina ekstrahirala u
hidrofobnim fazama DES-a, osim u sluc¢aju hidrofobne faze Me:Eu kod omjera hidrofilne i
hidrofobne faze 1:2. Vinska kiselina u ovom sluc¢aju nije detektirana ni u hidrofilnim faza,
najvjerojatnije zbog nedostatka u odabranoj metodi prilikom koristenja HPLC-a zbog Cega je
potrebno provesti dodatne analize kako bi se detektirala prisutnost vinske kiseline u hidrofilnoj
fazi, odnosno unaprijediti koristenu HPLC metodu. Najmanja koncentracija je takoder uocena
kod hidrofobne faze Me:Eu kod omjera hidrofilne i hidrofobne faze 1:1, dok je najveca
koncentracija vinske kiseline utvrdena kod hidrofobne faze ekstrakta sustava Me:Lau u omjeru
hidrofobne i hidrofilne faze 1:2. 1z prikazanih rezultata i standardne devijacije nemoguce je
zakljuciti ima li povecanje omjera faza utjecaj na uspjesnost ekstrakcije, ali su sustavi DES-ova
hidrofobnih faza Me:Lau bolji za ekstrakciju vinske kiseline, u oba omjera hidrofilne i
hidrofobne faze, nego Me:Eu.

U tablici 6 prikazane su skupine detektiranih polifenola u uzorcima od kojih je utvrdena
prisutnost samo skupine procijanidina u hidrofilnim fazama B:Glc, dok vinska kiselina u njima
nije detektirana. Rezultati kod kojih je pojedina skupina polifenola detektirana, odnosno nije
detektirana, su u skladu s radom Palos-Hernandez i sur., 2022 koji navodi kako polifenolni
sastav ovisi 0 puno faktora, primjerice vinovoj lozi, veli¢ini bobica, nac¢inu obrade zemlje,

godisnjem dobu i okolisu.
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Najvise polifenola detektirano je u hidrofilnoj fazi sustava s Me:Lau u omjeru hidrofobne i
hidrofilne faze 1:1. Nesto manje je detektirano u hidrofilnoj fazi sustava s Me:Eu u omjeru
hidrofobne i hidrofilne faze 1:2 i hidrofilnoj fazi sustava s Me:Lau u omjeru hidrofobne i
hidrofilne faze 1:2. dok je najmanje polifenola uo¢eno u hidrofilnoj fazi sustava s Me:Eu u
omjeru hidrofobne i hidrofilne faze 1:1. Pa mozemo zakljuciti kako je sustav u kojem je prisutna
laurinska kiselina proveo bolju izolaciju polifenola nego sustav s eukaliptolom ako se radi o
omjerima hidrofilne i hidrofobne faze 1:1, dok je u sluaju omjera 1:2 istih, sustav s
eukaliptolom proveo bolju ekstrakciju. U radu Tang i Row, 2020 sugeriraju da je su hidrofobni
DES-ovi na bazi mentola dobri u ulozi hidrofobne faze dvofaznog sustava ¢iji je polaritet
pogodan za esktrakciju i odvajanje spojeva niskih polarnosti, §to je potvrdeno u ovom
eksperimentu.

Na kraju moZemo zakljuciti da su sve DES kombinacije pokazale selektivnost, $to ukazuje
na to da su bioaktivni spojevi promjenjivog polariteta ekstrahirani selektivno te su razdvojeni
na temelju svojih polarnosti kao $to je predlozeno u radu Viera i sur., 2022. Takoder se
ekstrakcija u dvofaznom DES sustavu pokazala kao potencijalno dobar nacin izdvajanja
spojeva razli¢itih polarnosti u jednom koraku, ali je metodu potrebno optimizirati u ovom

slucaju.
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5. ZAKLJUCCI

1. Ispitivanje topljivosti ciljnin molekula, vinske kiseline i polifenola katehina, pomocéu
racunalnog programa COSMOtherm se pokazalo kao pouzdana metoda jer su dobiveni

logaritmi koeficijenta aktivnosti, In(y), bili u skladu sa rezultatima provedenih ekstrakcija.

2. Niskotemperaturna eutekticka otapala pokazala su kao dobar izbor otapala prilikom
ekstrakcije lignina i polifenola iz piljevine bukve i peteljke grozda. Pri ¢emu je ucinkovitija
ekstrakcija navedenih spojeva bila kod peteljke. Eutekticka otapala imaju potencijal
zamijeniti uobicajeno koriStena otapala, a kao najuspjesnije otapalo se pokazao ChCl:LA s

najvise ekstrahiranog lignina i polifenola.

3. Uspjesno je provedena ekstrakcija i separacija, do odredenog stupnja, vinske kiseline i
polifenola u dvofaznom sustavu eutektickih otapala te je daljnjim postupcima potrebno
prilagoditi metodu kako bi se postigla potpuna separacija ciljanih spojeva u jednom koraku

ekstrakcije.

35



6. LITERATURA

Alfonsi K, Colberg J, Dunn PJ, Fevig T, Jennings S, Johnson TA, i sur. (2008) Green chemistry
tools to influence a medicinal chemistry and research chemistry based organisation. Green
Chem 10, 31-36. https://doi.org/10.1039/B711717E

Anastasiadi M, Pratsinis H, Kletsas D, Skaltsounis AL, Haroutounian SA (2012) Grape stem
extracts: Polyphenolic content and assessment of their in vitro antioxidant properties. LWT 48,
316-322. https://doi.org/10.1016/].Iwt.2012.04.006

Banger A, Srivastava A, Yadav A, Sharma R, Srivastava M (2023) Application of Green
Solvent in Green Chemistry: An overview. Green Chem Lett Rev 9, 01-14.
https://doi.org/10.18510/gctl.2023.911

Benvenutti L, Sanchez-Camargo A del P, Zielinski AAF, Ferreira SRS (2020a) NADES as
potential solvents for anthocyanin and pectin extraction from Myrciaria cauliflora fruit by-
product: In silico and experimental approaches for solvent selection. J Mol Liqg 315, 113761.
https://doi.org/10.1016/j.molliq.2020.113761

Brdarevi¢, K. (2021). Procjena toksicnosti niskotemperaturnih eutektiCkih otapala za razvoj
formulacije ciprofloksacina.

Chemat F, Abert-Vian M, Fabiano-Tixier AS, Strube J, Uhlenbrock L, Gunjevic V, i sur. (2019)
Green extraction of natural products. Origins, current status, and future challenges. Trends Anal
Chem 118, 248-263. https://doi.org/10.1016/].trac.2019.05.037

Chen Y, Zhang L, Yu J, Lu Y, Jiang B, Fan Y, i sur. (2019) High-purity lignin isolated from
poplar wood meal through dissolving treatment with deep eutectic solvents. R Soc Open Sci 6.
https://doi.org/10.1098/rs0s.181757

Chen Z, Ragauskas A, Wan C (2020) Lignin extraction and upgrading using deep eutectic
solvents. Ind Crops Prod 147, 112241. https://doi.org/10.1016/j.indcrop.2020.112241

Chen Z, Wan C (2018) Ultrafast fractionation of lignocellulosic biomass by microwave-assisted
deep  eutectic  solvent  pretreatment. Bioresour  Technol 250, 532-537.
https://doi.org/10.1016/j.biortech.2017.11.066

Craveiro R, Aroso I, Flammia V, Carvalho T, Viciosa MT, Dionisio M, i sur. (2016) Properties
and thermal behavior of natural deep eutectic solvents. J Mol Liq 215, 534-540.
https://doi.org/10.1016/j.molliq.2016.01.038

Dai Y, Rozema E, Verpoorte R, Choi YH (2016) Application of natural deep eutectic solvents
to the extraction of anthocyanins from Catharanthus roseus with high extractability and stability

36


https://doi.org/10.1039/B711717E
https://doi.org/10.1016/j.lwt.2012.04.006
https://doi.org/10.18510/gctl.2023.911
https://doi.org/10.1016/j.molliq.2020.113761
https://doi.org/10.1016/j.trac.2019.05.037
https://doi.org/10.1098/rsos.181757
https://doi.org/10.1016/j.indcrop.2020.112241
https://doi.org/10.1016/j.biortech.2017.11.066
https://doi.org/10.1016/j.molliq.2016.01.038

replacing conventional organic solvents. J Chromatogr A 1434, 50-56.
https://doi.org/10.1016/j.chroma.2016.01.037

Dai Y, van Spronsen J, Witkamp GJ, Verpoorte R, Choi YH (2013) Natural deep eutectic
solvents as new potential media for green technology. Anal Chim Acta 766, 61-68.
https://doi.org/10.1016/j.aca.2012.12.019

Dai Y, Witkamp GJ, Verpoorte R, Choi YH (2015) Tailoring properties of natural deep eutectic
solvents with water to facilitate their applications. Food Chem 187, 14-19.
https://doi.org/10.1016/j.foodchem.2015.03.123

Dan¢k V (2006) Physico-Chemical Analysis of Molten Electrolytes, 1. izd., Elsevier B.V.,
Amsterdam, str. 107-2109.

Fontana AR, Antoniolli A, Bottini R (2013) Grape pomace as a sustainable source of bioactive
compounds: Extraction, characterization, and biotechnological applications of phenolics. J
Agric Food Chem 61, 8987-9003. https://doi.org/10.1021/jf402586f

EPA (2023) Basics of Green Chemistry. EPA-United States Environmental Protection Agency,
https://www.epa.gov/greenchemistry/basics-green-chemistry#definition.  Pristupljeno  21.
srpnja 2023.

Filippi K, Stylianou E, Pateraki C, Koutinas A, Ladakis D (2023) Pretreatment of Grape
Pomaces and Stalks Using Deep Eutectic Solvents for Succinic Acid Production Integrated in
a  Biorefinery  Concept.  Waste  Biomass  Valorization 14,  2857-2872.
https://doi.org/10.1007/s12649-023-02047-1

Francisco M, Van Den Bruinhorst A, Kroon MC (2013) Low-Transition-Temperature Mixtures
(LTTMs): A New Generation of Designer Solvents. Angew Chem Int Ed 52, 3074-3085.
https://doi.org/10.1002/anie.201207548

Haghighi Mood S, Hossein Golfeshan A, Tabatabaei M, Salehi Jouzani G, Najafi GH, Gholami
M, i sur. (2013) Lignocellulosic biomass to bioethanol, a comprehensive review with a focus
on pretreatment. Renew Sust Energ Rev 27, 77-93. https://doi.org/10.1016/j.rser.2013.06.033

Hassan YI, Kosir V, Yin X, Ross K, Diarra MS (2019) Grape Pomace as a Promising
Antimicrobial Alternative in Feed: A Critical Review. J Agric Food Chem 67, 9705-9718.
https://doi.org/10.1021/acs.jafc.9b02861

Hayyan M, Looi CY, Hayyan A, Wong WF, Hashim A (2015) In Vitro and In Vivo Toxicity
Profiling of Ammonium-Based Deep Eutectic Solvents. PLOS ONE 10, 1179.
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0117934

Huang Y, Feng F, Jiang J, Qiao Y, Wu T, Voglmeir J, i sur. (2017) Green and efficient

37


https://doi.org/10.1016/j.chroma.2016.01.037
https://doi.org/10.1016/j.aca.2012.12.019
https://doi.org/10.1016/j.foodchem.2015.03.123
https://doi.org/10.1021/jf402586f
https://doi.org/10.1007/s12649-023-02047-1
https://doi.org/10.1002/anie.201207548
https://doi.org/10.1016/j.rser.2013.06.033
https://doi.org/10.1021/acs.jafc.9b02861
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0117934

extraction of rutin from tartary buckwheat hull by using natural deep eutectic solvents. Food
Chem 221, 1400-1405. https://doi.org/10.1016/j.foodchem.2016.11.013

Jeong KM, Ko J, Zhao J, Jin Y, Yoo DE, Han SY, i sur. (2017) Multi-functioning deep eutectic
solvents as extraction and storage media for bioactive natural products that are readily
applicable to cosmetic products. J Clean Prod 151, 87-95.
https://doi.org/10.1016/j.jclepro.2017.03.038

Kim KH, Dutta T, Sun J, Simmons B, Singh S (2018) Biomass pretreatment using deep eutectic
solvents  from  lignin  derived  phenols.  Green  Chem 20, 809-815.
https://doi.org/10.1039/C7GC03029K

Klamt A (2018) The COSMO and COSMO-RS solvation models. Wiley Interdiscip Rev
Comput Mo. Sci 8, 1338. https://doi.org/10.1002/wcms.1338

Klamt A, Eckert F, Arlt W (2010) COSMO-RS: An Alternative to Simulation for Calculating
Thermodynamic Properties of Liquid Mixtures. 1, 101-122. https://doi.org/10.1146/annurev-
chembioeng-073009-100903

Liu L, Su B, Wei Q, Ren X (2021) Selective separation of lactic, malic, and tartaric acids based
on the hydrophobic deep eutectic solvents of terpenes and amides. Green Chem 23, 5866-5874.
https://doi.org/10.1039/D1GC01088C

Liu Y, Friesen JB, McAlpine JB, Lankin DC, Chen SN, Pauli GF (2018) Natural Deep Eutectic
Solvents: Properties, Applications, and Perspectives. J Nat Prod 81, 679-690.
https://doi.org/10.1021/acs.jnatprod.7b00945

Ma Q, Wang L, Zhai H, Ren H (2021) Lignin dissolution model in formic acid-acetic acid—
water systems based on lignin chemical structure. Int J Biol Macromol 182, 51-58.
https://doi.org/10.1016/j.ijbiomac.2021.03.179

Ogihara W, Aoyama T, Ohno H (2004) Polarity measurement for ionic liquids containing
dissociable protons. Chem Lett 33, 1414-1415. https://doi.org/10.1246/cl.2004.1414

Paiva A, Craveiro R, Aroso I, Martins M, Reis RL, Duarte ARC (2014) Natural deep eutectic
solvents - Solvents for the 21st century. ACS Sustain Chem Eng 2, 1063-1071.
https://doi.org/10.1021/sc500096j

Palos-Hernandez A, Gutiérrez Fernandez MY, Escuadra Burrieza J, Pérez-Iglesias JL,
Gonzalez-Paramas AM (2022) Obtaining green extracts rich in phenolic compounds from
underexploited food by-products using natural deep eutectic solvents. Opportunities and
challenges. Sustain Chem Pharm 29, 100773. https://doi.org/10.1016/].scp.2022.100773

Pandey KB, Rizvi Sl (2009) Plant Polyphenols as Dietary Antioxidants in Human Health and
38


https://doi.org/10.1016/j.foodchem.2016.11.013
https://doi.org/10.1016/j.jclepro.2017.03.038
https://doi.org/10.1039/C7GC03029K
https://doi.org/10.1002/wcms.1338
https://doi.org/10.1146/annurev-chembioeng-073009-100903
https://doi.org/10.1146/annurev-chembioeng-073009-100903
https://doi.org/10.1039/D1GC01088C
https://doi.org/10.1021/acs.jnatprod.7b00945
https://doi/
https://doi.org/10.1246/cl.2004.1414
https://doi.org/10.1021/sc500096j
https://doi.org/10.1016/j.scp.2022.100773

Disease. Oxid Med Cell Longev 2, 270-278. https://doi.org/10.4161/0xim.2.5.9498

Pani¢ M, Gunjevi¢ V, Cravotto G, Radoj¢i¢ Redovnikovi¢ I (2019) Enabling technologies for
the extraction of grape-pomace anthocyanins using natural deep eutectic solvents in up-to-half-
litre batches extraction of grape-pomace anthocyanins using NADES. Food Chem 300, 125185.
https://doi.org/10.1016/j.foodchem.2019.125185

Pani¢ M, Gunjevi¢ V, Radosevi¢ K, Bubalo MC, Gani¢ KK, Redovnikovi¢ IR (2021)
COSMOtherm as an Effective Tool for Selection of Deep Eutectic Solvents Based Ready-To-
Use  Extracts from  GraSevina  Grape  Pomace.  Molecules 26, 4722.
https://doi.org/10.3390/molecules26164722

Pani¢ M, Radi¢ Stojkovi¢ M, Kralji¢ K, Skevin D, Radojc¢i¢ Redovnikovi¢ I, Gaurina Sréek V
i sur. (2019) Ready-to-use green polyphenolic extracts from food by-products. Food Chem 283,
628-636. https://doi.org/10.1016/j.foodchem.2019.01.061

Radovi¢ M, Pani¢ M, RadoSevi¢ K, Cvjetko Bubalo M, Radojc¢i¢ Redovnikovi¢ 1 (2021)
Niskotemperaturna eutekti¢ka otapala — racionalnim dizajnom do zelenog otapala buduénosti.
Kem Ind 70, 551-562. https://doi.org/10.15255/KUI.2020.074

Rente D, Cvjetko Bubalo M, Pani¢ M, Paiva A, Caprin B, Radoj¢i¢ Redovnikovi¢ I, 1 sur.
(2022) Review of deep eutectic systems from laboratory to industry, taking the application in
the cosmetics industry as an example. J Clean Prod 380, 135147.
https://doi.org/10.1016/j.jclepro.2022.135147

Rodriguez-Llorente D, Bengoa A, Pascual-Mufioz G, Navarro P, Agueda VI, Delgado JA, i sur.
(2019) Sustainable Recovery of Volatile Fatty Acids from Aqueous Solutions Using
Terpenoids and Eutectic Solvents. ACS Sustain Chem Eng 7, 16786-16794.
https://doi.org/10.1016/j.jece.2023.110507

Salgado JM, Rodriguez N, Cortés S, Dominguez JM (2010) Improving downstream processes
to recover tartaric acid, tartrate and nutrients from vinasses and formulation of inexpensive
fermentative broths for xylitol production. J Sci Food Agric 90, 2168-2177.
https://doi.org/10.1002/jsfa.4065

Savi LK, Dias MCGC, Carpine D, Waszczynskyj N, Ribani RH, Haminiuk CWI (2019) Natural
deep eutectic solvents (NADES) based on citric acid and sucrose as a potential green
technology: a comprehensive study of water inclusion and its effect on thermal, physical and
rheological properties. Int J Food Sci Technol 54, 898-907. https://doi.org/10.1111/ijfs.14013

Schutyser W, Renders T, Van Den Bosch S, Koelewijn SF, Beckham GT, Sels BF (2018)
Chemicals from lignin: an interplay of lignocellulose fractionation, depolymerisation, and
upgrading. Chem Soc Rev 47, 852-908. https://doi.org/10.1039/C7CS00566K

39


https://doi.org/10.4161/oxim.2.5.9498
https://doi.org/10.1016/j.foodchem.2019.125185
https://doi.org/10.3390/molecules26164722
https://doi.org/10.1016/j.foodchem.2019.01.061
https://doi.org/10.15255/KUI.2020.074
https://doi.org/10.1016/j.jclepro.2022.135147
https://doi.org/10.1016/j.jece.2023.110507
https://doi.org/10.1002/jsfa.4065
https://doi.org/10.1111/ijfs.14013
https://doi.org/10.1039/C7CS00566K

Sheldon RA (2017) The E factor 25 years on: the rise of green chemistry and sustainability.
Green Chem 19, 18-43. https://doi.org/10.1039/C6GC02157C

Smith EL, Abbott AP, Ryder KS (2014) Deep Eutectic Solvents (DESs) and Their Applications.
Chem Rev 114, 11060-11082. https://doi.org/10.1021/cr300162p

Tang W, Row KH (2020) Design and evaluation of polarity controlled and recyclable deep
eutectic solvent based biphasic system for the polarity driven extraction and separation of
compounds. J Clean Prod 268, 122306. https://doi.org/10.1016/j.jclepro.2020.122306

Teixeira A, Baenas N, Dominguez-Perles R, Barros A, Rosa E, Moreno DA, i sur. (2014)
Natural Bioactive Compounds from Winery By-Products as Health Promoters: A Review. Int
J Mol Sci 15, 15638-15678. https://doi.org/10.3390/ijms150915638

Thuy Pham TP, Cho CW, Yun YS (2010) Environmental fate and toxicity of ionic liquids: A
review. Water Res 44, 352-372. https://doi.org/10.1016/j.watres.2009.09.030

Vinas-Ospino A, Pani¢ M, Radojci¢- Redovnikovi¢ I, Blesa J, Esteve MJ (2023) Using novel
hydrophobic deep eutectic solvents to improve a sustainable carotenoid extraction from orange
peels. Food Biosci 53, 102570. https://doi.org/10.1016/j.fbi0.2023.102570

Wang H, Pu Y, Ragauskas A, Yang B (2019) From lignin to valuable products—strategies,
challenges, and prospects. Bioresour Technol 271, 449-461.
https://doi.org/10.1016/j.biortech.2018.09.072

Yang Z (2019) Natural Deep Eutectic Solvents and Their Applications in Biotechnology. Adv.
Biochem Engin/Biotechnol 168, 31-59. https://doi.org/10.1007/10 2018 67

Yang Z, Wen Q (2015) Deep Eutectic Solvents as a New Reaction Medium for
Biotransformations. lonic Liquid-Based Surfactant Science: Formulation, Characterization,
and Applications 517-531. https://doi.org/10.1002/9781118854501.ch25

Zhang Z, Song J, Han B (2017) Catalytic Transformation of Lignocellulose into Chemicals and
Fuel Products in lonic Liquids. Chem Rev 117, 6834-6880.
https://doi.org/10.1021/acs.chemrev.6b00457

Zhao BY, Xu P, Yang FX, Wu H, Zong MH, Lou WY (2015) Biocompatible Deep Eutectic
Solvents Based on Choline Chloride: Characterization and Application to the Extraction of
Rutin  from Sophora japonica. ACS Sustain Chem Eng 3, 2746-2755.
https://doi.org/10.1021/acssuschemeng.5b00619

Zhao X, Li S, Wu R, Liu D (2017) Organosolv fractionating pre-treatment of lignocellulosic
biomass for efficient enzymatic saccharification: chemistry, kinetics, and substrate structures.
Biofuels Bioprod Biorefin 11, 567-590. https://doi.org/10.1002/bbb.1768

40


https://doi.org/10.1039/C6GC02157C
https://doi.org/10.1021/cr300162p
https://doi.org/10.1016/j.jclepro.2020.122306
https://doi.org/10.3390/ijms150915638
https://doi.org/10.1016/j.watres.2009.09.030
https://doi.org/10.1016/j.biortech.2018.09.072
https://doi.org/10.1007/10_2018_67
https://doi/
https://doi.org/10.1021/acs.chemrev.6b00457
https://doi.org/10.1021/acssuschemeng.5b00619
https://doi.org/10.1002/bbb.1768

IZJAVA O 1ZVORNOSTI

Ja ANAMARIJA VRABEC izjavljujem da je ovaj diplomski rad izvorni rezultat mojeg rada
te da se u njegovoj izradi nisam koristio/la drugim izvorima, osim onih koji su u njemu

navedeni.

Anamaria Vrobec

Vlastorucni potpis



