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1. Uvod

Duhan (Nicotiana tabacum L.) je jedna od najraSirenijih i najviSe kultiviranih biljaka na svijetu.
Uzgaja se u viSe od 130 zemalja. lako se uzgaja Sirom svijeta (Wang i sur., 2015), Kina se izdvaja
kao najveci proizvodac i potrosa¢ duhanskih proizvoda. Duhan je zeljasta biljka koja se
poglavito uzgaja zbog listova, gdje se osuseni listovi preraduju u cigarete, cigare i duhan za
zvakanje. Najkrupnije liS¢e je ono koje se razvija u srednjem dijelu stabljike, na koje otpada 45
% listova od ukupne berbe (GadZo i sur., 2011). Duhan je jedna od ekonomski najvaznijih
industrijskih biljaka. Razli¢iti procesi od uzgoja samog duhana, obrade i prerade, tijekom
proizvodnje duhanskih proizvoda te konzumacije uzrokuju nastanak duhanskog otpada.
Proizvodnim procesom moze nastati viSe od 20 % duhanskog otpada (Zhang i sur., 2012) za
Cije je zbrinjavanje odgovorna duhanska industrija. Pod pojmom duhanski otpad
podrazumijevamo: listove, koji nisu zadovoljili klasifikaciju prema vazec¢im standardima, rebro
lista, stabljiku i korijen. Biljka duhana sadrzi alkaloid nikotin koji nastaje u korijenu, a nakuplja
se u listovima odakle nikotin dospijeva u duhanske proizvode i duhanski otpad. Duhanski
otpad sadrzi visoke razine nikotina koji je glavni alkaloid i ujedno glavni ¢imbenik ogranicenja
odlaganja ovog otpada na odlagalistima, zbog njegove toksi¢nosti, topljivosti u vodi i
potencijalne moguénosti kontaminacije obliznjih voda (Karaconji i sur., 2005). Brojne studije
su istrazivale alternativne nacine postupanja s duhanskim otpadom, koji bi minimalizirali
zahtjeve za odlaganje na odlagalistima, uz moguénost dodane vrijednosti novog proizvoda. Li
i sur. (2011) su predlozili ekstrakciju vrijednih fenolnih spojeva kao sto je klorogenska kiselina,
koristenjem Aldrich-ovih metoda ekstrakcije mikrovalovima. Duhanski otpad navodi se kao
znacajan izvor polifenola medu kojima dominiraju klorogenske kiseline ¢ime duhanski otpad
moze biti vrijedna sirovina u farmaceutskoj i kozmetickoj industriji (Wang i sur., 2010). Osim
nikotina i fenolnih spojeva, duhanski otpad karakterizira visok sadrzaj Seéera, ukljucujuci

glukozu, fruktozu, saharozu i druge polisaharide, Sto ga Cini pozZeljnim supstratom.

S druge strane Qi i sur. (2008) predlazu primjenu duhanskog otpada za biosorpciju metala i
utvrduju snaznu ucinkovitost vezanja za dvovalentne spojeve kao $to su: Pb, Cu, Cd, Zn i Ni.
Osim toga, duhanski otpad se moze koristiti kao dobar insekticid nakon postupka
denikotinizacije. Takvim postupkom, dobiva se organski ostatak koji ne ukljucuje nikotin te

moze biti briketiran, upotrijebljen kao organski otpad za kompostiranje ili kao gorivo.

Cilj ovog rada bio je istraziti uCinkovitost ekstrakcije ciljanih bioaktivnih spojeva iz duhanskog

otpada i lista duhana primjenom pulsirajuceg elektricnog polja te utvrditi utjecaj razli¢itih
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procesnih parametara ekstrakcije (vrijeme tretiranja, jakost polja, broj pulseva i omjer kruto-
tekuée) na svojstva i sastav ekstrakta duhanskog otpada i lista kao polazne sirovine.
Istrazivanje pridonosi maksimalnom iskoristenju industrijskog otpada s ciljem dobivanja
ekstrakta koji bi doveo do smanjenja koli¢ine otpada. U 2005. godini ukupna proizvodnja
duhanskog otpada iznosila je vise od 1,25 milijuna tona (Liu i sur., 2015), Samo u Kini se
proizvede 460 milijuna kilograma duhanskog otpada godisnje. S druge strane trenutno jedna
od kljuénih podruéja u znanosti Cine zelene odrzive tehnologije koje imaju za cilj o¢uvanje
okoli$a i smanjenje mogudih negativnih ucinaka na ljudsko zdravlje. Zelene tehnologije nude
nove ekoloski prihvatljive tehnike ekstrakcije, kontroliranjem fizikalnih svojstava medija kao

Sto su tlak i temperatura, s ciljem smanjenja upotrebe opasnih kemikalija (Dai i sur., 2013).
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2.1 DUHAN

Duhan (lat. Nicotiana) je samooplodna biljka koja pripada carstvu Plantae, diviziji:
Magnoliphyta, razred: Solanales, porodica: Solanacrae, te rodu Nicotiana koja ima preko 60
vrsta (Goodspeed, 1954). Za pusSenje se najviSe koristi vrsta N.tabacum L. lako je duhan
samooplodna biljna vrsta, stranooplodnja se ponekad (do 2 %) provodi insektima. U
proizvodniji su zastupljeni linijski i hibridni kultivari, te autohtone selekcije (Stepiéi sur., 2015).
U svijetu su poznate Cak 64 vrste duhana, od kojih ljudi koriste samo dvije vrste: Nicotiana
rustica i Nicotiana tabacum iz porodice Solanaceae, a obje su autohtone americke vrste.
Nicotiana rustica ima znatno vecu koncentraciju nikotina i manje listove za razliku od
Nicotiana tabacum. Takoder, duhan obi¢no podrazumijeva obradeno i osuseno lisée te biljke
i nekih produkata koji se dobivaju njegovom preradom to jest “Duhan su listovi kultivirane
biljne vrste Nicotiana tabacum L. u svim oblicima i stupnjevima uzgoja, obrade i pakiranja koji

ne sluZe krajnjoj potrosnji “ (Zakon o duhanu, NN 32/19, ¢lanak2., 2019).

Micotiana tabacum

Slika 1: Grada biljke Nicotiana tabacum ( https://encrypted-

tbn0.gstatic.com/images?g=tbn%3AANd9GcQOWY0ZHtDgH5CYQ4FCCBzOuq876lagM6lz8g&usgp=C

AU)
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Listovi duhana prekriveni su Zljezdanim dlacicama u ¢ijim glavicama se nalaze smole i eteri¢na
ulja, koja su vazna za aromu i kvalitetu duhana. Listovi duhana su zbog razlicite kvalitete
podijeljeni u skupine na osnovi insercije branja: podbir, nadpodbir, srednji listovi, podvrsak i
ovrsak. Cvjetovi duhana su bijele, Zute ili ruzi¢aste boje i oblikuju se pojedinacno ili ¢esce u
skupovima na vrhu glavne stabljike i zaperaka tvoredi Stitac, to jest grozd. Plod je ovalni ili
okruga smedi tobolac u kojem se nalazi vise od 1000 sjemenki. Masa 1000 sjemenki iznosi od
0,06-0,1 g, a hektolitarska tezina iznosi oko 40-45 kg (Jarnevi¢, 2017) Svi dijelovi biljke, izuzev
zdravih i neostecenih listova, odgovarajuce veli¢ine smatraju se poljoprivrednim otpadom, i
obi¢no se odlazu na polju (Banozi¢ i sur., 2019). Kemijski gledano, list duhana je sloZena
mjesavina razlicitih organskih i anorganskih tvari. Kemijski sastav lista duhana mijenja se
tijekom susenja, sazrijevanja, fermentacije, prerade i skladistenja, a uvjetovan je nacinom
uzgoja, klimatskim uvjetima i sortom. Tijekom procesa suSenja raste udio reducirajucih
Seéera, a smanjuje se istovremeno udio Skroba. Osim toga, tijekom procesa fermentacije
smanjuje se udio ugljikohidrata i polifenola (Bhisey, 2012; Kopci¢, 2011). Svi ti procesi

znacajno utjecu na kemijski sastav ali i osobine duhana pri puseniju.

2.1.2 Duhanski otpad

Pod pojmom duhanski otpad podrazumijevaju se svi dijelovi biljke osim listova. Duhanski list
je sastavljen od srednije Zile ili glavnog rebra od kojeg se granaju sekundarna rebra Sto sve Cini
nervaturu plojke/lamine (tkiva izmedu rebra). Rebro, kao sastavni dio lista, takoder se smatra
otpadom. Postoje razli¢iti tipovi duhana koji podlijezu i razli¢itim nacinima prerade, te
sukladno tome imaju utjecaj na strukturu i sastav duhanskog otpada. Postoje tri vrste
duhanskog otpada: poljoprivredni, industrijski, te potrosacki otpad (Novotny i sur., 2015).
Poljoprivredni otpad ukljuéuje stabljiku duhana koja ima visoki potencijal kao sirovina za
proizvodnju pulpe i papira. Nadalje, ukljuuje sjemenke duhana koje se mogu koristiti u
proizvodnji biodizela zbog znacajne koli¢ine ulja, a sjemenke kao takve ne sadrZe nikotin
(Ganapathi i sur., 2004). Tijekom samog procesa prerade lista nastaje viSe vrsta otpada, koji
se razlikuju po mjestu, granulaciji i procesu izdvajanja te udjelu vlaznosti. Ne postoji opca
definicija duhanskog otpada. On se obi¢no definira kao kruti otpad, koji nastaje tijekom

proizvodnje duhana, te se opisuje kao duhan niske kvalitete i duhanska prasina (Chen i sur.,
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2007). Najveca kolicina duhanskog otpada nastaje tijekom procesa pripreme duhanske
mjeSavine za izradu cigareta dok s druge strane tijekom transporta i manipulacije gotove
duhanske mjesavine nastaje manja koli¢ina duhanske prasine. Tijekom tehnoloSkog procesa
pripreme duhana, izrade i pakiranja cigareta izdvajaju se sljededéi frakcije korisnog otpada:
refabrikat (engl. scrap) , rebro lista (engl. midrib) i prasina (engl. dust), tj. Cestice veli¢ine do

0,5 mm.

Slika 2: Industrijski duhanski otpad: a) refabrikat, b) rebro lista c)duhanska prasina
(Izvor: Banotzi¢ i sur.,2018)

Refabrikat su mali komadici lis¢a duhana koji su nastali tijekom obrade duhana i nisu prikladni
za daljnju obradu. Rebro je dio biljke koji se pruza iz stabljike, te moZe uzrokovati probleme u
obradi cigareta kao $to su rupe i promjene u karakteristikama tijekom pusenja (Zielke i sur.,

1997).

Ostaci duhana iz primarne proizvodnje i proizvodnje cigareta klasificirani su kao
poljoprivredno- industrijski otpad. Nikotin je topiv u vodi te isparljiv i kao takav moze ispariti
iz duhanskog otpada tijekom nepravilnog skladistenja ili migrirati u okoli$ i podzemne vode.
Zbog njegovog potencijalno Stetnog utjecaja na okolis i ljudsko zdravlje, zbrinjavanje tog
otpada postalo je pitanje od javnog interesa (Li i sur.,2011; Zhang i sur., 2012; Chen i sur.,
2008). S druge strane, duhanski otpad sadrzi niz vrijednih kemijskih sastojaka kao $to su:
solanesol, sklareol, vitamin E, riboflavin, nikotin, koji se mogu izdvojiti razli¢itim metodama
kemijske ekstrakcije i rafiniranja. Takoder, duhanski otpad se smatra dobrim izvorom
bioaktivnih tvari koje se mogu koristiti u farmaceutskim, kemijskim i drugim industrijama

(Wang i sur., 2010).
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Svi nusproizvodi duhanskog lista pronalaze primjenu u proizvodnji duhanskih proizvoda,
najcesce kao sastavnice rekonstituiranog duhan/duhanske folije, ali se na taj nacin reciklira
samo 40 % duhanskog otpada (Li i sur., 2011). Da bi bio iskoristiv, duhanski otpad mora
udovoljavati odredenim zahtjevima, medu kojima je vlaznost ispod 12 % te odsustvo stranih
primjesa. Industrijski duhanski otpad je obi¢no vlaZan je materijal s pH-vrijednosti od 5,1 do
6,7, omjer C:N je od 17:1 do 21:1 i sadrzi znatne koli¢ine nikotina (Kopci¢, 2011; Vukovic i sur.,
2012). Nekoliko je nacina iskoristenja duhanskog otpada, a neki od njih su proizvodnja
energije postupka pirolize, dobivanje bioplina, biodizela ili biostabilizirani materijal za

odlaganje, a u novije vrijeme sve se vise namece ekstrakcija bioaktivnih komponenti.

2.1.3 Bioaktivni spojevi u duhanskom otpadu

Iz duhana je izolirano i identificirano vise od 40 vrsta alkaloida koji predstavljaju skupinu
bioaktivnih komponenti koje su u duhanu i duhanskom otpadu najviSe istrazene. Bioaktivne
komponente su produkti sekundarnog metabolizma biljke koji joj ne trebaju za rast i
reprodukcije vec za zastitu i obranu od biotickih i abiotickih ¢imbenika stresa. S druge strane
bioaktivhe komponente za ljudski organizam imaju funkciju lijecenja bolesti ili preventive.
Istrazivanja su pokazala da bioaktivne komponente mogu imati komplementarne i

preklapajuéi mehanizam djelovanja kao Sto su:

e Indukcija zaustavljanja stani¢nog ciklusa i apoptoze,

e Antioksidativna aktivnost i vezanje slobodnih radikala,

e Regulacija ekspresije gena kod stanicne proliferacije, diferencijacije onkogena i tumor
supresor gena,

e Stimulacija imunoloskog sustava,

e Modulacija enzimskih aktivnosti u detoksikaciji, oksidaciji i redukciji,

e Regulacija hormonalnog metabolizma,

e Antibakterijski i antivirusni ucinci (Liu, 2015).
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2.1.3.1 Nikotin

Nikotin u Cistom stanju je bezbojna, uljasta tekuéina bez mirisa, iako ponekad mozZe biti do
svijetlosmede boje zbog prisutnih onecis¢enja. Glavni je alkaloid liS¢éa duhana i €ini preko
95 % sadrzaja alkaloida u duhanu. Smrtonosna doza mu je oko 50 mg, a u duhanu za pusenje
ima ga izmedu 1 i3 %. SadrZaj nikotina prvenstveno odreduje sorta, ali i uvjeti uzgoja. Manje
od 1 % nikotina sadrzi slabiji duhan, srednje jaki izmedu 1i2 %, a jaki vise od 2 %. Nikotin zbog
svoje topljivosti u vodi predstavlja znacajan ekoloski problem kod odlagalista duhanskog
otpada, gdje on zajedno s padalinama dospijeva u podzemne vode (Karaconji, 2005; Vukovié
i sur., 2012). Osim ekoloskih problema, nikotin ima akutnu i kroni¢nu toksi¢nost te negativan
utjecaj na krvozilni, disni, gastrointestinalni i imunoloski sustav ¢ovjeka (Karaconji, 2005). S
druge strane nikotin ima Siroku primjenu od farmaceutske, kemijske industrije, kao i u
duhanskoj industriji kao osnovni aditiv za proizvodnju cigareta. Takoder, dokazano je
pozitivno djelovanje nikotina kod bolesnika sa demencijom (White i Levin, 1999), Sizofrenijom
(Levin i sur., 1996), blagom kognitivnom disfunkcijom (Newhouse i sur., 2012), te
dopaminergickim neuronima i aksonima (Maggio i sur., 1998). Miozmin, nikotirin, nornikotin
te anabazin i anatabin su nenikotinski alkaloidi duhanskog otpada, koji zbog svoje kemijske
strukture slicne nikotinu aktiviraju nikotinske acetilkolinske receptore te se, kao i nikotin,
primjenjuju u lije€enju razli¢itih neurodegenerativnih bolesti (Clemens i sur., 2009). Zbog
svoje visoke toksi¢nosti nikotin se moZe koristiti kao pesticid, a upotrebljava se u sintezi

niacina i niacinamida.

\

Slika 3: Kemijska grada alkaloida nikotina (lzvor: Autor)
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2.1.3.2 Fenolni spojevi

Fenoli su skupina spojeva koja se sastoji od hidroksilne skupine (-OH) vezane izravno na
aromatski ugljikovodik. Najjednostavniji takav spoj je fenol. Najzastupljeniji fenolni spojevi u
duhanu su: klorogenska kiselina i rutin. Rutin je prirodni antioksidans i jedan od medicinski
najvaznijih flavonoida. Njegov udio u osuSsenom duhanu iznosi oko 1 %, Sto Cini duhan dobrim
izvorom ovog spoja. Fermentirani listovi duhana sadrze manje rutina (oko 0,5 %) od
nefermentiranih (oko 1,5 %). Uzrok tome je da se rutin razgraduje djelovanjem enzima u
procesu fermentacije (Fathiazad i sur., 2006). Rutin djeluje blagotvorno prilijeCenju prosirenih
vena, modrica i varikoznih vena. Nadalje, rutin je dio fitokemijske skupine spojeva dija
“zastitna” svojstva ukljuéuju antimikrobno, antioksidacijsko, antikancerogeno i
kardiovaskularno-zastitno djelovanje (Gobbo-Neto i sur., 2008). Zbog toga je vrlo vaino,
razviti nove alternativne izvore za njegovo dobivanje. Pri tome je vazno osigurati homogenost
duhanskog otpada kao i rijesiti probleme prilikom njegovog prikupljanja (Fathiazad i sur.,

2006; Wang i sur., 2010).

OH

Slika 4: Rutin (lzvor: Autor)

Klorogenska kiselina je jedna od kafeoilkinih kiselina, koje imaju antibakterijska,
antioksidativna, antikancerogena i antimutagena svojstva te ima inhibitorno djelovanje na
HIV-1 RT, humani herpes simplex virus, virus pticje gripe (AIV-H5N1) i teski akutni respiratorni

sindrom (SARS) (Wang i sur., 2010). Klorogenska kiselina ima Siroku primjenu u medicini,
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prehrambenoj industriji i proizvodnji kemikalija. Dosadasnji izvori klorogenske kiseline su vrlo
skupi i tesko dostupni, te je vrlo vazno pronadi novi izvor za njihovu proizvodnju. Pored
klorogenske kiseline, u duhanskom otpadu izolirane su neoklorogenska i kriptoklorogenska
kiselina (Wang i sur.,2010). Dosadasnji postupci ekstrakcije su uglavnom podrazumijevali
konvencionalne tehnike ekstrakcije no dokazano je da ekstrakcija potpomognuta
mikrovalovima i ultrazvukom daje puno bolje rezultate od klasi¢ne ekstrakcije (Chen i sur.,2
007). Istrazivanja in vitro pokazala su da klorogenska kiselina (engl. Chlorogenic Acids, CGAs)
smanjuje pretilosti, poboljSava osjetljivost na inzulin zbog ¢ega se moZe primijeniti za
prevenciju i lijeCenje dijabetesa tipa 2 (Ma i sur., 2015). Takoder, klorogenska kiselina
pokazuje antikoagulacijsko djelovanje te smanjuje stvaranje ugruSaka cime prevenira
kardiovaskularne bolesti (Fuentes i sur., 2014). Pronalazak najucinkovitije metode za
ekstrakciju je otezan jer je CGAs podloZzna promjenama temperature Sto rezultira
unutarmolekularnom izomerizacijom, transesterifikacijom, ali i degradacijom klorogenskih

kiselina (Farah i sur., 2005; Jaiswal i sur., 2012; Xue i sur., 2016).

COOH
HO OH

HO
OH

HO

0

Slika 5: Kemijska grada klorogenske kiseline (Izvor: Autor)

2.1.3.3 Solanesol

Solanesol je aciklicki triseskviterpenski alkohol, koji je otkriven 1956. godine i izoliran upravo
iz duhana. Uglavnom se nalazi u dimljenom susenom duhanu sa sadrzajem od 0,5 % do 1 %.
Solanesol posjeduje antibakterijska, antioksidacijska i antiupalna svojstva, te u kombinaciji sa

nikotinom snazno inhibira rast bakterija kao Sto su: Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis i

10
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Micrococcus lysodeikticus. Takoder, solanesol se koristi u farmaceutskoj industriji za sintezu
koenzima Q10 i kao analog vitaminu K (Duan i sur., 2016; Keca i sur., 1997; Hu i sur., 2015). S
obzirom da koenzim Q10 prisutan na trZistu u obliku dodatka prehrani i to za olakSavanje
bolova izazvanih migrenama (Sandor i sur.,2005), zastitne uloge kod Parkinsonove te drugih
neurodegenerativnih bolesti (Matthews i sur., 1998; Shults i sur., 2002; Mdiller i sur., 2003),
pozitivhog ucinka na regulaciju krvnog tlaka te glikemije kod bolesnika s dijabetesom tipa 2
(Hodgson i sur.,2002), potraznja za solanesolom je u porastu (Lipshutz i sur., 2005). S obzirom
da je sinteza solanesola vrlo zahtjevna zbog njegove sloZzene kemijske strukture, za njegovo
dobivanje najéesce se koristi ekstrakcija iz biljnih sirovina, kao $to su duhan, rajéica, krumpir,
patlidZzan i paprika. Dobivanje ovog spoja iz otpada biljnog podrijetla bilo bi u potpunosti u

skladu s principima odrzive poljoprivrede (Yan i sur., 2015).

2.1.3.4 Ugljikohidrati

Duhan sadrzi mnogo polisaharida, ukljucuju¢i hemicelulozu, celulozu, lignin, itd. Sadrzaj
ugljikohidrata moZe doseéi do 22 % suhe tvari duhana. IstraZzivanje je pokazalo da polisaharidi
duhana imaju antioksidaciju aktivnost (Xu i sur., 2014). Ugljikohidrati prisutni u duhanu
sudjeluju zajedno s aminokiselinama u Maillardovim reakcijama i tako stvaraju karakteristi¢ne

arome i boju duhana (Banozié i sur., 2018)

2.1.3.5 Ostale bioaktivne komponente u sastavu duhanskog otpada

Jedna od prirodnih fenolnih spojeva Siroko rasprostranjenih u biljnim materijalima je
kofeinska kiselina, a nedavne farmakoloske studije pokazale su da kofeinska kiselina im
antihiperglikemijski, antioksidativni (Chen i Ho, 1997; Giilcin, 2006), antidepresivni (Takeda i
sur., 2002) i antikarcinogeni ucinak (Gao i sur .,2000). Wang i sur. (2009) su u svom istrazivanju
predloZili otpad u duhanskoj industriji potencijalnom sirovinom za proizvodnju kofeinske

kiseline.

11
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2.2 EKSTRAKCIA

Ekstrakcija je proces izdvajanja neke tvari iz tekuce ili ¢vrste smjese prikladnim otapalom u
kojem je ta tvar topljiva ili ima bolju topljivost od preostalih sastojaka smjese. U svrhu analize
odredene bioaktivne tvari u nekom uzorku potrebno ih je izolirati, a po potrebi i koncentrirati.
Metode izolacije, odnosno ekstrakcije i koncentriranja, mogu biti razlicite i mogu se
kombinirati ovisno o veli€ini, stabilnosti, polarnosti i naboju molekula i vrsti uzorka. Postoje
dvije vrste ekstrakcije s obzirom na agregatno stanje dviju faza: ekstrakcija tekuce-tekuce i
ekstrakcija Ccvrste-tekuce (izluCivanje). Princip ekstrakcije sadrZan je u pojavi molekulske
difuzije koju karakterizira izjednacavanje koncentracija otopljenih tvari u sustavima koji dodu
u medusobni dodir (Lovrié¢, 2011). Proces ekstrakcije temelji se na razli¢itoj topljivosti tvari
koju Zelimo izdvojiti iz otopine i primjesa u dva otapala koja se ne mijeSaju, gdje dolazi do
razdvajanja tvari izmedu dva otapala. Dobiveni ekstrakt mora se prodistiti kako bi izdvojili
bioaktivnu tvar u cistom obliku. ProciS¢avanje ekstrakta provodi se filtriranjem, odnosno
dodatkom aktivne tvari na koje se veZu pojedini sastojci i taloZe i/ili centrifugiranjem (Liafu i
Zelong, 2008). Cimbenici koji utje¢u na ucinkovitost i brzinu ekstrakcije su topljivost tvari u
otapalu, temperatura pri kojoj se odvija ekstrakcija (temperature rijetko kada prelaze 100 °C),
veli¢ina cestica, gibanje otapala i povrSina namirnica izlozenoj otapalu. Ucinkovitija je
ekstrakcija na visSim temperaturama zbog toga jer dolazi do poveéanja brzine otapanja tvari,
povecanje brzine difuzije tvari (Raso i sur., 1999). Ekstrakcija superkriticnim fluidom/ima
(engl. Supercritical Fluid Extraction-SFE), ekstrakcija potpomognuta ultrazvukom (engl.
Ultrasound Assisted Extraction- UAE), ekstrakcija mikrovalovima (engl. Microwave Assisted
Extraction-MAE), ekstrakcija pulsiraju¢im elektriénim poljem (engl. Pulsed Electric Field-PEF)
te ekstrakcija potpomognuta visokonaponskim elektri¢énim praznjenjem (engl. High-voltage
Electric Discharge -HVED) su nekonvencionalne, inovativhe metode koje su ucinkovitije, brze,
zahtijevaju manju upotrebu otapala i energije te su stoga ekoloski prihvatljivije te postupno

zamjenjuju konvencionalne metode (Devgun i sur.,2012).

2.2.1. Ekstrakcija potpomognuta pulsirajucim elektriénim poljem

U cilju proizvodnje mikrobioloski ispravnog proizvoda s minimalnim narusavanjem senzorskih

i nutritivnih svojstava, stvoren je veliki interes u prehrambenoj industriji za razvoj i primjenu

12
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ne-toplinskih tehnologija poput pulsiraju¢eg elektricnog polja (PEP), ultrazvuka,
ultraljubicastog zracenja (UV) i drugih. Glavna karakteristika tih metoda je tretiranje
namirnice pri sobnoj temperaturi u kratkom vremenu $to moze rezultirati kracem trajanju
tehnoloskog procesa, uStedom energije, a u konacnici se dobiva minimalno procesiran
proizvod koji sadrZi organolepticka i nutritivna svojstva sli¢na izvornoj sirovini. Iz navedenih
Cinjenica se ne-toplinske tehnike smatraju ,zelenim“- ,green tehnologijama“. Primjena
pulsirajuceg elektricnog polja se temelji na provodenju namirnica izmedu dvije elektrode gdje
se stvaraju pulsevi visokih napona. PEP se temelji na punjenu kondenzatora izvorom
istosmjerne struje koji se nakon toga prazne u obliku pulseva. Primjenu pulsiraju¢eg
elektri¢nog polja (PEP) moguce je provesti na razlicite nacine i to bipolarnim ili osciliraju¢im
pulsevima, eksponencijalno padaju¢im ili pravokutnim valovima. Letalni utjecaj na
mikroorganizme odreduju razliciti oblici valova. Primarno mjesto djelovanja pulseva je
omotac stanice odnosno stani¢na stjenka i stani¢na membrana kod organizama koji posjeduju

istu.

- elektropermeabilnost

E
! \ biologkih stanica (0.7
S— ( ) kv/cm, 1 - 10 ki/kg)
- inaktivacija
\.___,/ mikroorganizama (15 - 40

kW /cm, 40 - 1000 ki/kg)

Slika 6: Prikaz elektroporacije i jakosti el. polja potrebne za

promjene na stanicama (Toepfl i sur.,2006)

Pulsevi visokog napona imaju moguénost destabilizacije lipidno-proteinskog sloja stanicne
stjenke, Sto uzrokuje bubrenje i krajnje pucanje stani¢ne stijenke zbog propustanja molekula
koje inace nisu propusne kroz lipidno-proteinski sloj. Ta pojava se naziva elektroporacija (Sale
i Hamilton, 1968). Osim toga, tretman pulsiraju¢im elektricnim poljem pokazao se

nedovoljnim za inaktivaciju spora u proizvodima (Grahl i Maerkl, 1996).
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Slika 7: Prikaz Grom -uredaja za tretiranje hrane pulsirajué¢im elektri¢nim poljem (lzvor: autor)

Procesiranje hrane pulsirajuéim elektri¢nim poljem je inovativna tehnika koja omogucava:

e Obradu tekuée i polutekuée hrane, analoga hrane, te modelnih otopina pri
kontroliranim uvjetima s moguénoséu povezivanja s ostalim inovativnim ili klasi¢nim
toplinskim procesnim uredajima,

e znanstvena istrazivanja s ciljem iskoristavanja potencijala tehnologije koja je bazirana
na dezintegraciji tretiranog medija u svrhu ekstrakcije bioaktivnih tvari inaktivaciji
mikroorganizama,

e razvoj metoda i odredivanje optimalnih uvjeta procesiranja za odredeni proizvod te
prijenos procesnih parametara iz laboratorijskih mjerila u poluindustrijske/
industrijske sa ili bez umrezavanja sa ostalim klasi¢nim ili inovativnim procesnim

uredajima.
Uredaj za PEP sastoji se od:

e Spremnika energije/ kondenzatora u kojem se energija skladisti, a potom prazni u

obliku pulsa unutar komore,
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e visokonaponskog generatora koji je izvor visokog istosmjernog napona od 30 kV,
te maksimalne snage od 120 W i maksimalnog iznosa struje od 10 mA,

e visokonaponske sklopke koja osigurava prainjenje spremnika u odredenom
intervalu,

e komore za tretiranje s paralelnim plo¢éama od nehrdajuceg celika s razmakom od
1 cm, upravlja¢kog sklopa za automatsko upravljanje te upravlja¢ pomoéu kojega
mozemo upravljati uredajem sa sigurne udaljenosti, a sastoji se od tipki za
pokretanje i zaustavljanje te tipki za podeSavanje jakosti, trajanja i broja pulseva

(Jelinic i sur.,2020).

2.3 OPTIMIZACIJA PROCESA EKSTRAKCIJE

Optimizacija je neizbjezan korak u svakoj analitickoj tehnici i industrijskom procesu koji
podrazumijeva podeSavanje procesa preko skupa odabranih parametara, uz uvazavanje svih
relevantnih procesnih ogranicenja s ciljem postizanja maksimalne ucinkovitosti uz minimalni
eksperimentalni i financijski angaiman (Banga i Seider, 1996). Pojam optimizacije je
uobicajeno koristen u analitickoj kemiji kao sredstvo otkrivanja uvjeta u kojima se primjenjuju
postupci koji stvaraju najbolji moguci odziv. Optimizacija u analitickoj kemiji provodi se zbog
pradenja utjecaja jednog parametra u vremenu na neki eksperimentalni odziv. Kod ovakve
optimizacije jedan faktor je bio podloZzan promjeni dok se drugi drZzao na konstantnoj razini
(Bezerra, 2008). Nije moguce dobiti stvarnu sliku utjecaja procesnih parametara na
promatrani proces buduéi da vecina tehnoloskih procesa ovisi o brojnim procesnim
parametrima, pracenjem i mijenjanjem samo jednog parametra uz ostale konstantne
parametre. Razlog tome je Sto takav pristup optimizacije zahtjeva veliki broj eksperimenata i
veliki utrosak vremena, a ne uzima u obzir interakciju promatranih parametara procesa.
Medutim u novije vrijeme sve se viSe u optimizaciji procesa koriste multi varijantne staticke
tehnike koje uzimaju u razmatranje i interakciju ispitivanih parametara procesa (Liyana-

Pathirana, 2005).

Za odredivanje optimalnih uvjeta procesa primjenjuju se tzv. multivarijabilne statisticke

analize koje, za razliku od jednovarijabilnih, ukljucuju interaktivne efekte medu ispitivanim
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varijablama, a jedna od najcesce primijenjenih je metoda odzivnih povrsina (engl. Response
Surface Methodology, RSM) (Czitrom, 1999). RSM predstavlja skup empirijskih i statistickih
tehnika kojima se modeliraju i analiziraju utjecaji nezavisnih varijabli (faktori, procesni
parametri) na promatrani odziv regresijskom analizom s ciljem poboljsanja, razvoja i
optimiranja procesa. RSM prvi su uveli Box i Wilson sredinom 20. stoljeca, a kasnijoj
popularizaciji ove tehnike pridonio je Montgomery (Myers i Montgomery, 1995; Bezerrai sur.,

2008; Edwards i Jutan, 1997).

Dizajn eksperimenta EKSTRAKCIJA POTPOMOGNUTA VNEP-em

-

IZBOR FAKTORA

IZBOR PLANA POKUSA
PROVEDBA POKUSA

o=z =1,681,
2% e+ firp=20 ponavijanjs

%, % + &

APROKSIMACUA 856 ¥ o Be QB+ D Pt + D By

INTERPRETACLA

Glavniefekti  Binarne interskeje  Keadratni efek

EVALUACUA § =
VERIFIKACIA modela | "

30 prifeaz edatvne povriine

4
.

dijagram Farato diagram

ANOVA  + optimalniuvjeti

Slika 8: Faze procesa optimizacije primjenom RSM-a (adaptirano prema Witek-Krowiak i sur.,2014)

Osnovni koraci u RSM ( prikazano na slici 8 ) kao tehnike optimizacije procesnih uvjeta su:

e Izbor nezavisnih varijabli koje znacajno utjeCu na promatrani proces s definiranim
rasponom ispitivanih parametara,

e izbor plana pokusa i provodenje pokusa prema ponudenoj shemi kombinacije
parametara,

e aproksimacija eksperimentalnih podataka matemati¢kim modelom primjenom
matematicko- statickih metoda,

e evaluacija prikladnosti modela,

e odredivanje optimalnih vrijednosti ispitivanih varijabli (Bezerra, 2008).
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Prije primjene ove metode potrebno je odabrati odgovarajudi dizajn eksperimenta kojim
¢e se definirati eksperimenti koje je potrebno provesti iz ispitivanog eksperimentalnog
podrucja. Provedbom pokusa u svim kombinacijama odredenim dizajnom eksperimenta
dobiva se kontinuirana ploha koja spaja visine izmjerenih vrijednosti, a naziva se odzivna
ploha. Funkcija koja opisuje odzivnu plohu je odzivna funkcija. Ona prikazuje ovisnost
zavisne varijable o ispitivanim nezavisnim varijablama i njihovim interakcijama. Nadalje,
dizajn eksperimenta ovisi o tome kakvu odzivhu funkciju ocekujemo. Kada
eksperimentalni podaci ne tvore krivulju odnosno kada se mogu aproksimirati linearnom
funkcijom samo u tim sluc¢ajevima se koristi dizajn eksperimenta za model prvog reda.
Tada je dobivena aproksimacija funkcije modela prvog reda (1). Kod takvih modela na

odzivnu funkciju utje€u samo ispitivane nezavisne varijable bez njihove interakcije.
Y =Bo+ PB1-x1+Parx2 +.Bi-x +E& (1)

S druge strane za aproksimaciju eksperimentalnih podataka koji se ne mogu opisati
linearnom funkcijom koristi se eksperimentalni dizajn za kvadratni odziv povrSine

odnosno dizajn za modele drugog reda (kvadratni polinom):

Y =4, +Z/:,6’, X, +Z/:,B“. XA D B X X E

(2)

Gdje su:
Bo-konstanta jednadZzbe odzivnog polinoma,
Y- modelom predvidena odzivna funkcija,
Bi-koeficijent linearnog ¢lana jednadZbe odzivnog polinoma,
Bij -koeficijent ¢lana interakcije jednadzbe odzivnog polinoma,
Bii— koeficijent kvadratnog ¢lana jednadZbe odzivnog polinoma,
X ij— ispitivane nezavisne varijable (procesni uvjeti).

Takvi modeli daju funkcionalnu ovisnost zavisne varijable o ispitivanim varijablama te
njihove interakcije, informacije o minimumu i maksimumu funkcije (kvadratni clan

polinoma). Nekoliko najéesce koriStenih planova pokusa su: plosno centrirani kompozitni
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plan (engl. Face centred composite design- CCF) , Box-Behnken plan pokusa (eng/. Box-
Behnken design- BBD) , centralno kompozitni plan pokusa (engl. Central composite
deisgn- CCD) te faktorijalni plan pokusa (engl. Full factorial design- FFD). Navedeni planovi
razlikuju se prema broju potrebnih pokusa, odabiru eksperimentalnih tocaka, te razinu

ispitivanih varijabli (Bezzera, 2008).

2.3.1. Box-Behnkenov plan pokusa

Box- Behnkenov plan pokusa ima prednosti nad ostalima u pogledu efikasnosti, odnosno
odnosa izmedu broja koeficijenata koji se javljaju u odabranom modelu i broju eksperimenata
koje je potrebno izvesti. Ovaj plan pokusa je alat za multivarijabilnu optimizaciju koji se
uvrstava u skupinu nezavisnih kvadratnih planova pokusa i koji nije baziran na punom ili
djelomi¢énom faktorskom planu pokusa. Nadalje, dizajn je ucinkovit i efikasan zbog
mogucénosti ispitivanja veceg broja varijabli i to od 3 do 10. Osnovne karakteristike ovog plana

pokusa su sljedece:

e Sve razine faktora moraju se svesti na tri razine (-1,0,1) s jednakim intervalom izmedu
razina,
e Zahtjeva broj eksperimenata prema sljede¢em izrazu: N= 2% (k-1)+ Cp, gdje je k broj

faktora, a Cp je broj ponavljanja eksperimenata u centralnoj tocki.

A b) &

1= .

X3
K:\

A J
A J

X1 X1

Slika 9: Primjer Box-Behnkenovog dizajna za tri varijable sa 13 eksperimentalnih tocaka

(Bezzera, 2008)
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2. Teorijski dio

Rezultate promatranog procesa (odziv), moguce je opisati i graficki, odzivnom
povrsinom (plohom). Odzivne povrSine prikazuju se u cijelom eksperimentalnom
podrucju s dvije dimenzije, s tri dimenzije pomoc¢u 3D dijagrama (Slika 10) ili kao

konturne povrsine (Slika 11) (Cox i Reid,2000; Montgomery i Runger, 2003).
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Slika 10: 3D prikaz moguceg izgleda odzivnih povrsina (Bezerra,2008)

U vecini RSM problem je oblik veze izmedu odzivnih i nezavisnih varijabli nepoznati,
slika 10, prikazuje moguce oblike te veze. Veza izmedu odziva (Y) i nezavisnih varijabli
(x1 i x2) moZe biti opisana nelinearnom ili linearnom funkcijom razli¢itog izgleda

(sedlast, sa lokalnim maksimumom ili minimumom , u obliku visoravni i sl.).
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2. Teorijski dio

Termpermura [1T]

Slika 11: Primjer odzivne povrsine prikazane konturnim dijagramom (s dvije varijable)

(Bezerra, 2008)

S druge strane konturni dijagram prikazuje konture odzivne povrsine, odnosno linije
konstantnog odziva. Promjena razine nezavisnih varijabli (X1 i X2) rezultira promjenom visine

ili oblika promatranog odziva pri cemu nastaju razliciti izgled odzivne povrsine.
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3. Eksperimentalni dio

Eksperimentalni dio ovog rada realiziran je na Katedri za tehnologiju ugljikohidrata, Katedri za
projektiranje tehnoloskih procesa i konstrukcijske materijale, Katedri za primijenjenu kemiju
i instrumentalne metode na Prehrambeno- tehnoloskom fakultetu Osijeku, u sklopu projekta
“Primjena inovativnih tehnika ekstrakcije bioaktivnih komponenti iz nusproizvoda biljnog

podrijetla“ (HRZZ-UIP-2017-05-9909).

3.1. ZADATAK

e Prema Box-Behnkenovom planu pokusa provesti ekstrakciju suspenzija na uredaju za
pulsirajuce elektri¢no polje , pri vremenu trajanja pulsa od 22 do 66 s, jakosti polja od
4 do 12 kV/cm, broju pulseva od 10 do 50 i omjeru tekuée/kruto od 10 do 30 mg/g

e odredivanje sadrZaja ukupnih fenola u dobivenim ekstraktima,

e odredivanje ukupnih flavonoida u dobivenim ekstraktima,

e odredivanje antioksidacijske aktivnosti u dobivenim ekstraktima,

e odredivanje nikotina i fenolnih spojeva primjenom tekucinske kromatografije visoke
djelotvornosti (HPLC) u dobivenim ekstraktima,

e provesti optimizaciju procesa ekstrakcije uz primjenu programa Design Expert,
metodom odzivnih povrsina na osnovi eksperimentalnih podataka dobivenih prema

Box- Behnkenovom planu pokusa.

3.2. MATERIJAL

Duhanski otpad i list koristen u eksperimentalnom dijelu ustupila je tvornica za preradu

duhana ,Fabrika duhana Sarajevo”.
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3. Eksperimentalni dio

Slika 12: Prikaz duhanskog lista i refabrikata (lzvor: autor)

3.2.1. Kemikalije i uredaji

e Metanol (J.T.Baker, SAD),

e Folin-Ciocalteuov reagens (Sigma-Aldrich , SAD),

e Fosforna kiselina (J.T.Baker, SAD),

e DPPH (Sigma-Aldrich, SAD),

e Standard klorogenske kiseline, Cistoée 96,63 % (Dr. Ehrenstorfer GmbH ( Njemacka),
e Standard Nikotina, Cistoce 97 % (Sigma-Aldrich , SAD),

e Standard Rutina, ¢istoce 94% (Sigma-Aldrich , SAD),

e NaCOs(J.T.Baker, SAD).

Uredaji:

e Analiticka vaga AdventurerPro (Ohaus, SAD),

e Tehnicka vaga,

e Spektrofotometar UV-1280 (Shimadzu Japan),

e Spektrofotometar Thermospectronic Heliosy (Thermo Fisher Scientific, SAD),

e Uredaj za visoko tlacnu tekuéinsku kromatografiju s DAD detektorom (Agilent
Technologies, SAD),

e Grom — uredaj za primjenu pulsirajuéeg elektricnog polja (Osijek, Hrvatska).
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3. Eksperimentalni dio

3.3 METODE

3.3.1. Ekstrakcija bioaktivnih komponenti iz duhanskog otpada i lista duhana
potpomognuta pulsirajué¢im elektriénim poljem

Pripravljene su suspenzije duhanskog otpada (duhanski list i refabrikat) u destiliranoj vodi
razli¢itih omjera tekuée-kruto. Suspenzije su homogenizirane na magnetskoj mijesalici, a
potom tretirane pulsiraju¢im elektricnim poljem pri 4, 8 i 12 V/cm u trajanju od 22, 44 i 66 s
prema Box-Behnken-ovom planu pokusa. Tretman ekstrakcije potpomognute pulsiraju¢im
elektri¢nim poljem proveden je uz pomo¢ uredaja “Grom” koji je u suradnji sa fakultetom

FERIT, konstruiran na Prehrambeno- tehnoloskom fakultetu.

Slika 13: Prikaz homogenizirane suspenzije i unutrasnjosti uredaja “Grom* (lzvor: autor)
Nakon provedbe samog procesa ekstrakcije potpomognute pulsirajué¢im elektricnim poljem,

uzorci su filtrirani kroz filter papir kako bi razdvoijili tekucinu od krutine.
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3. Eksperimentalni dio

Slika 14: Prikaz uzorka nakon ekstrakcije i filtracije (Izvor: autor)

3.3.2. Odredivanje ukupnih fenola

Ukupni fenoli odredivani su metodom po Folin-Ciocalteu, koja je spektrofotometrijska
metoda i temelji se na oksidaciji fenolnih grupa dodatkom Folin-Ciocalteu reagensa i
nastajanju obojenih produkata. Fenolne grupe oksidiraju se do kinona dodatkom smjese
molibdofosfatnih i volframfosfatnih aniona koji se reduciraju i daju plavo obojenje. Reducirani
Folin- Ciocalteu reagens ima stabilnu plavu boju, dok nereducirani je Zute boje. Odredivanjem
apsorbancije kod 765 nm mjeren je intenzitet obojenja u odnosu na slijepu probu. Reagensi:
Folin- Ciocalteu reagens (Folin-Ciocalteuov reagens je smjesa fosfovolframske i
fosfomolibdenske kiseline) i 20 %-tna otopina natrijeva karbonata (otopljeno 200 g

bezvodnog natrijeva karbonata u 1 L vode kuhanjem).
Postupak:

U Eppendorf epruvetu je dodano 20 pL uzorka razrijedenog na 10 mg/ml te se doda 100 pl
Folinovog reagensa, 300 pl 20 %-tnog natrijeva karbonata, zatim 1580 uL mQ vode. Slijepa
proba pripravljena je kako slijedi: 100 pL Folinovog reagensa, 300 ul natrijeva karbonata, te

1600 ul mQ vode.
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3. Eksperimentalni dio

Slika 15: Prikaz postupka pripreme uzorka (lzvor: autor)

Uzorci su u prethodno zagrijanom uredaju za inkubaciju/ termostatiranje termostatirani
30 min na 40°C, nakon ¢ega je mjerena apsorbancija spektrofotometrom na 765 nm u tri
paralele. Rezultati su izracunati prema kalibracijskim krivuljama te izrazeni kao mg

ekvivalenata galne kiseline po g suhe tvari.

Slika 16: Promjena obojenja u odnosu na slijepu probu (lzvor: autor)
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3. Eksperimentalni dio

3.3.3. Odredivanje ukupnih flavonoida

Prije samog odredivanja ukupnih flavonoida izradena je baZdarna krivulja kvercetina, koji je
koristen kao standard u rasponu koncentracija od 4pg/ml do 200 pg/ml u metanolu. Zatim je
odredena apsorbancija pripremljenih razrjedenja otopine kvercetina te je iz dobivenih
rezultata izradena kalibracijska krivulja, tj. krivulja ovisnosti vrijednosti apsorbancija o
koncentraciji kvercetina. Zatim je pripremljena 2%-tna otopina AlCls: 2 g AICI3 + 100 mL
MeOH). Postupak odredivanja ukupnih flavonoida odraden je u tri paralele prema radu
Marinova i sur., (2005). Odreden je udio flavonoida u uzorcima u odnosu na slijepu probu)

mjerenjem na valnoj duljini od 420 nm.

3.3.4. Odredivanje antioksidacijske aktivnosti

Uklanjanje DPPH radikala je praéeno smanjenjem apsorbancije na 517 nm, do koje dolazi zbog
smanjenja koli¢ine antioksidansa ili reakcije sa slobodnim radikalima, kod DPPH testa.
Odredivanje postotka aktivnosti DPPH uklanjanja radikala provedeno je tako da je 0,5 ml
svjeze otopine DPPH ( 0,2 mM) pomijesano sa 1,2 mL uzorak koncentracije 250 pug /mL. Nakon
30 minuta, apsorbancija je odredena na 517 nm. Odredivanje je izrazeno kao % aktivnosti
vezanja (%DPPH), a provedeno je u tri ponavljanja. Mo¢ hvatanja slobodnih radikala (RSA)

izraCunata je prema jednadzbi:

(ADPPH +AB)—-AS
ADPPH

% DPPH activity = X 100 (3)

Gdje su : Apppr- apsorbancija kontrole ( umjesto uzorka, dodan je metanol), As- apsorbancija
uzorka, gdje je umjesto DPPH dodan metanol, As- apsorbancija uzorka pomijeSanog s
otopinom DPPH. Odnosno omjer smanjenja apsorbancije otopine DPPH-a nakon dodatka

otopine uzorka i apsorbancije otopine DPPH-a kojoj nije dodana otopina uzorka.
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3. Eksperimentalni dio

3.3.5. Odredivanje nikotina i fenolnih spojeva primjenom tekucinske
kromatografije visoke djelotvornosti (HPLC)

Sustav se sastoji od kvartarne pumpe, pecnice (temperaturni raspon od +10 do 85 °C ), PDA
detektora, autosamplera (kapacitet 36 viala) te sakupljaca frakcija. Podatci su obradeni
pomocu racunalnog programa ChemStation. Koristena je dvokomponentna mobilna faza: A:
1% CH3COOH; B: metanol s gradijentni eluiranjem kako slijedi: 0-5 min, 20 % B; 5-15 min, 40-
60 % B; 15-35 min, 80 % B; 35-40min, 60 % B; 40-50 min, 20 % B at 25+0.8 °C kroz 50 min.
Koristena je kolona: COSMOSIL 5C18-MS-11 (4,6 x 250 mm, 5 um). Injektirani volumen je bio
20 pL, a brzina protoka: 1 mL/min. Analiza je pracena pomoc¢u DAD detektora na valnim

duljinama od 210, 230, 250, 275, 300, 320i 360 nm.

Slika 17: Prikaz uzorka i HPLC uredaja (lzvor: autor)

Udio nikotina odreden je na istom uredaju ali prema modificiranoj metodi Bansal i sur. (2018).

Analiza je provedena na temperaturi od 35 °C, tlaku s protokom mobil