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Sazetak

implementirati u druge procese i proizvode.

Kljucne rijeci

Duhanski otpad je kruti otpad, a njegove vrste medusobno se razlikuju po granulaciji i mjestu izdvajanja u procesu proizvodnje.
Cilj ovog rada bio je istraziti ucinkovitost eutektickih otapala u ekstrakciji bioaktivnih komponenti iz duhanskog industrijskog
otpada (refabrikat, rebro i prasina). Ispitan je utjecaj procesnih parametara (vrijeme mijesanja, temperatura i udio vode u
otapalu) na svojstva samog ekstrakta (ukupne fenole, antiradikalnu aktivnost, udio klorogenske kiseline i rutina). Metodom
odzivne povriine odredeni su optimalni parametri ekstrakcije (30 min, 70 °C, 29,99 % vode). Provedeno istrazivanje ogleda se
u maksimalnom iskoristavanju nusproizvoda duhanske industrije, a rezultira visokovrijednim ekstraktima koji se mogu

Duhanski otpad, eutekticka otapala, ekstrakcija, bioaktivhe komponente

1. Uvod

Duhan (Nicotiana tabacum L.) jedna je od najcesce
uzgajanih biljaka koje se ne upotrebljavaju za prehranu te
se uzgaja u preko 130 zemalja svijeta." Razlicitost podrucja
na kojima se uzgaja kao i primijenjene tehnologije
rezultiraju  razlicitim  kemijskim  sastavom. Glavnina
uzgojenog duhana upotrebljava se za preradu u duhanske
proizvode, poglavito cigarete i cigare. Prerada duhana
rezultira i nastankom nusproizvoda, duhanskog otpada,
koji moze biti poljoprivredni (izdvaja se na polju),
industrijski (izdvaja se tijekom procesiranja lista) i
potrosacki  (nastaje  nakon  potro$nje  duhanskih
proizvoda).? Duhanski industrijski otpad podrazumijeva
rebro lista koje se izdvaja u procesu iziljavanja/stripsiranja,
zatim refabrikat i prasinu koji podrazumijevaju frakcije
male granulacije koje potjecu izravno od lamine lista.*?
Rebro je dio biljke duhana, koji se pruza iz stabljike.
Potrebno ga je ukloniti tijekom prerade lista jer uzrokuje
daljnje probleme u obradi cigareta, kao Sto su rupe i
promjene u karakteristikama tijekom pusenja.* Dio tako
nastalog otpada, ako podlijeze posebnim zahtjevima,
moze se iskoristiti za proizvodnju rekonstruiranog
duhana/duhanske folije (engl. reconstituted tobacco).
Zbrinjavanje takvih vrsta otpada postaje pitanje od javnog
interesa zbog njihovih potencijalnih utjecaja na okolis i
ljudsko zdravlje.>®

" Autor za dopisivanje: Marija Banozi¢, mag. ing. preh.
e-posta: mbanozic@ptfos.hr

Nekoliko je istrazivanja pokazalo da je duhanski otpad
potencijalno primjenjiv izvor bioaktivnih spojeva,’91°
poglavito zbog neuobicajene dominacije klorogenskih
kiselina (klorogenska kiselina, neoklorogenska kiselina i
kriptoklorogenska kiselina) te rutina.”" Klorogenska kiselina
i rutin su visoko-vrijedni prirodni fenolni spojevi koji se
upotrebljavaju u farmaceutskoj i kemijskoj industriji, a
njihova identifikacija i kvantifikacija u duhanskom otpadu
takoder je od velike vaznosti.' Rutin je jedan od
medicinski najvaznijih flavonoida. Prirodni je antioksidans,
a u osusenom duhanu ima ga oko 1 %, Sto duhan cini
dobrim izvorom tog spoja. Zanimljivo je napomenuti da
fermentirani listovi duhana sadrze manje rutina (0,5 %) od
nefermentiranih (1,5 %). Razlog tome je S$to se rutin
razgraduje djelovanjem enzima u procesu fermentacije."
“Zadtitna”  svojstva  rutina  ukljucuju  antiradikalno,
antimikrobno, antikancerogeno i kardiovaskularno-
zastitno djelovanje.” Klorogenska kiselina je kafeoilkilna
kiselina, koja posjeduje sirok raspon bioloskih aktivnosti,
kao Sto su antibakterijska, antiradikalna, antikancerogena i
antimutagena aktivnost.” Klorogenska kiselina i drugi
polifenoli imaju Siroku primjenu u medicini, kemijskoj
industriji i prehrambenoj industriji. Dosadasnji izvori
klorogenske kiseline veoma su skupi i tesko dostupni, te je
veoma vazno pronaci novi izvor na njihovu proizvodnju.?
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Zelene tehnike ekstrakcije trenutacno su jedno od klju¢nih
podru¢ja u polju separacijskih znanosti jer imaju cilj
ocuvanje okolisa i smanjenje mogucih negativnih ucinaka
na ljudsko zdravlje. Zelene tehnologije ekstrakcije
smanjuju upotrebu organskih otapala nudeci nove ekoloski
prihvatljive tehnike te razvoj novih zelenih otapala.’™
Konvencionalni  procesi  ekstrakcije su  zahtjevni,
dugotrajni, ukljucuju velike kolicine otapala, a mogu
dovesti do degradacije ciljanih molekula i djelomi¢nog
gubitka hlapljivih tvari.'® Unatoc visokoj potrosnji energije
i velikoj koli¢ini otapala, iskoristenje je Cesto veoma
nisko."” Stoga se u posljednje vrijeme razmatraju sigurnije
i ucinkovitije tehnike ekstrakcije utemeljene na razumnom
kompromisu izmedu ekonomskih, socijalnih i ekoloskih
zahtjeva. Na temelju takvih zahtjeva razvijena su
eutekticka otapala (engl. Deep Eutectic Solvents — DESs).
DES kao novi sustav otapala sastoji se od dvije ili vise
komponenti koje se ponasaju kao donori i akceptori
vodikovih veza tvoreci eutekticku smjesu s nizom tockom
taljenja od njegovih pojedinac¢nih komponenti.’®' Lako se
pripremaju, visoke su Cistoce i niske cijene, nezapaljivi su,
netoksicni, sigurni, jeftini i lako dostupni. Kako bi se
postigla veca ucinkovitost ekstrakcije eutektickim
otapalima, optimiraju se uvjeti ekstrakcije, ukljucujuci
temperaturu, vrijeme i udio vode u otapalu.™

Stoga, cilj ovog istrazivanja je:

a) provesti “screening” razliCitih eutektickih otapala i
razlicitih vrsta duhanskog otpada te po odabranom
kriteriju  udjela ukupnih fenola u dobivenim
ekstraktima odabrati najbolje otapalo i vrstu otpada
koja ¢e se upotrebljavati za daljnju optimizaciju;

b) provesti ekstrakciju eutektickim otapalima, prema
Box-Behnkenovom planu pokusa, sa zagrijavanjem od
50 do 90 °C, udjelom vode 10-30 % i trajanjem
mijesanja od 30 do 90 min s najboljim otapalom na
najpovoljnijem otpadu;

c) odrediti udio ukupnih fenola po metodi Folin-
Ciocalteu te antiradikalnu aktivnost dobivenih
ekstrakata testom DPPH;

d) odrediti udio dominantnih komponenti (klorogenska
kiselina i rutin) u dobivenim ekstraktima primjenom
metode HPLC;

e) odrediti utjecaj nezavisnih varijabli (temperatura,
vrijeme mijesanja i udio vode u otapalu) na zavisne
varijable (udio ukupnih fenola, antiradikalna aktivnost
ekstrakata te udjele rutina i klorogenske kiseline);

f)  provesti optimizaciju procesa ekstrakcije uz primjenu
programa Design Expert®, metodom odzivnih povriina
na osnovi eksperimentalnih podataka dobivenih
prema Box-Behnkenovom planu pokusa.

2. Eksperimentalni dio
2.1. Materijali

Duhanski otpad (refabrikat, prasina i rebro) ustupila je
tvornica za preradu duhana “Fabrika duhana Sarajevo”
(Sarajevo, Bosna i Hercegovina) clanica grupacije British
American Tobacco u 2018. godini. Uzorci su prikupljeni u
suhom stanju i samljeveni na mlinu (MRC Sample mill C-
SM/450-C, Holon, Izrael). U radu je upotrijebljen metanol
(J. T. Baker, New Jersey, PA, SAD), Folin — Ciocalteu
reagens (Sigma-Aldrich Taufkirchen, Njemacka), NaCO,
Sigma-Aldrich (Taufkirchen, Njemacka), fosforna kiselina
(J. T. Baker, New Jersey, PA, SAD), standard klorogenske
kiseline, cisto¢e 96,63 % (Dr. Ehrenstorfer GmbH
Augsburg, Njemacka), standard rutina Cistoce 94,56 % (Dr.
Ehrenstorfer GmbH, Augsburg, Njemacka).

2.2. Priprema eutektickih otapala

Eutekticka otapala (DES) pripremljena su s kolin kloridom
kao akceptorom vodika i s 15 razli¢itih donora vodika u
molarnom omjeru prikazanom u tablici 1. Tako
pripremlieno otapalo zagrijavalo se wuz konstantno
mijesanje sve do formiranja stabilne i homogene smjese.

Tablica T - Popis pripremljenih DES-ova upotrijebljenih  za
ekstrakciju bioaktivnih  komponenti iz duhanskog
otpada

Table 17— List of DESs prepared and tested for the extraction of
bioactive compounds from tobacco waste

Akceptor vodika Donor vodika Molarni omjer

kolin klorid urea 1:2
kolin klorid N-metilurea 1:3
kolin klorid glukoza 1:1
kolin klorid ksilitol 1:1
kolin klorid sorbitol 1:1
kolin klorid butan-1,4-diol 1:2
kolin klorid etan-1,2-diol 1:2
kolin klorid glicerol 1:2
kolin klorid acetamid 1:2
kolin klorid jabucna kiselina 1:1
kolin klorid limunska kiselina 1:2
kolin klorid malonska kiselina 1:1
kolin klorid oksalna kiselina 1:1
kolin klorid mlijecna kiselina 1:1
kolin klorid levulinska kiselina 1:1

2.3. Ekstrakcija bioaktivnih komponenti
iz duhanskog otpada

Za potrebe “screeninga”, 50 mg osusenih i samljevenih
uzoraka duhanskog otpada pomijesano je s 1T ml otapala,
tj. smjesom DES i 20 % (v/v) demineralizirane vode. Smjesa
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je zagrijavana pri temperaturi 50 °C kroz 30 min. Tijekom
postupka optimizacije, DES-ovi su pripremljeni s razlicitim
udjelima vode i mijesani pri razli¢itim temperaturama kroz
razli¢ito vrijeme prema Box-Behnkenovom planu pokusa,
kako je to prikazano u tablici 4. Nakon zavrietka
ekstrakcije smjesa je centrifugirana u trajanju od 15 min,
supernatant je dekantiran (200 pl) te mu je dodano 800 pl
metanola. Zatim je tako pripremljen ekstrakt filtriran kroz
PTFE filtar (0,45 um). Svi ekstrakti pripremljeni su u dvije
paralele.

2.4. Odredivanje ukupnih fenola

Ukupni fenoli odredivani su spektrofotometrijski metodom
po Folin-Ciocalteu detaljnije objasnjenoj u drugom radu.®
Intenzitet obojenja mjeren je odredivanjem apsorbancije
na 765 nm u odnosu na slijepu probu. Rezultati su
izracunati prema kalibracijskim krivuljama masenog udjela
galne kiseline i ukupnih fenola te izrazeni kao mg
ekvivalenata galne kiseline (GAE) po gramu suhe tvari. Sva
mjerenja radena su u tri paralele.

2.5. Odredivanje antiradikalne aktivnosti

Antiradikalna  aktivnost  ekstrakata  odredena  je
spektrofotometrijski prema metodi DPPH opisanoj
detaljnije u drugom radu.?® Mjerenje je provedeno na
valnoj duljini od 517 nm, a rezultati izrazeni kao postotci
aktivnosti vezanja radikala (% DPPH). Sva mjerenja radena
su u tri paralele.

2.6. Tekucinska kromatografija visoke
djelotvornosti (HPLC)

Sadrzaj polifenola odreden je pomocu uredaja HPLC
(Agilent technology 1260 Infinity II). Instrument je
opremlijen  kvaternom  pumpom,  autosamplerom,
termostatiranom kolonom te detektorom niza dioda
(DAD). Upotrijebljena je kolona Zorbax Eclipse Plus C18
(velicine cCestica 10X 4,6 mm, 5pm). Analiza je
provedena pri sobnoj temperaturi (22 °C). Udio
klorogenske kiseline i rutina odreden je metodom
detaljnije opisanoj u radu BanoZi¢ et al.?

2.7. Optimiranje procesa ekstrakcije duhanskog otpada
s eutektickim otapalima primjenom metode
odzivnih povrsina

Za procjenu utjecaja procesnih parametara (vrijeme,
temperatura i udio vode u otapalu) na udio ukupnih
fenola, antiradikalnu aktivnost te na udio klorogenske
kiseline i rutina u duhanskom otpadu primijenjen je Box-
Behnkenov plan pokusa. Ispitan je utjecaj tri razlicite
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nezavisne varijable: vrijeme mijeSanja (X;), temperatura
zagrijavanja (X,) i udio vode u otapalu (X) (tablica 2).

Prema Box-Behnkenovom planu pokusa provedeno je 17
eksperimenata ekstrakcije. Eksperimentalno dobiveni
podatci aproksimirani su s polinomom drugog reda
odnosno matemati¢kim modelom odzivnih povriina. Na
osnovi dobivenog matematickog modela (polinoma)
konstruirane su odzivne povrSine. One omogucavaju
vizualni  prikaz utjecaja ispitivanih  parametara na
promatrane procese. Procjena koeficijenata modela
nelinearnom regresijskom analizom, statisticka analiza
(ANOVA) znacajnosti ispitivanih parametra na promatrane
procese te numericka optimizacija ispitivanih procesnih
parametara provedena je primjenom softverskog paketa
Design-Expert®, v.7 (Stat Ease, Minneapolis, SAD).

3. Rezultati i rasprava

Za potrebe odabira najboljeg otapala kao i najpogodnije
vrste duhanskog otpada proveden je “screening” 15
razli¢itih otapala i tri vrste otpada (duhanska prasina, rebro
i refabrikat). Kao kriterij za odabir najboljeg otapala i
otpada upotrijebljen je udio ukupnih fenola prema Folin-
Ciocalteu metodi. Rezultati “screeninga” prikazani su u
tablici 3.

S obzirom na rezultate dobivenih ukupnih fenola,
usporedene s kalibracijskim pravcem za galnu kiselinu,
usporedivsi tri otpada, rezultati su pokazali da je najvedi
udio ukupnih fenola u refabrikatu te se kao najpogodnije
otapalo pokazao kolin klorid/etilen glikol. Za razliku od
drugih eutektickih smjesa s kolin kloridom, kolin
klorid/etilen glikol ima nisku viskoznost, kao posljedica
velikog broja vodikovih veza izmedu komponenti otapala,
van der Waalsovih sila izmedu molekula te velic¢ine iona.™
Taj DES se pokazao dobrim otapalom za acetaminofen,
komponentu s analgetickim i antipiretickim djelovanjem?'
kao i dobro otapalo za ekstrakciju fenolnih spojeva u lis¢u
masline,?? fenolnih spojeva u kori citrusa,®® rosmarinske
kiseline i rosmarinske kiselina-3'-glukozida iz obicne
celind¢ice (Prunella vulgaris L.)** te katehina iz zelenog
¢aja.”” Takoder, u nasim prethodnim istrazivanjima, gdje
su fenolne komponente ekstrahirane uz pomo¢ vode u
subkriticnom stanju’ ili ekstrakcijom potpomognutom
ultrazvukom,” pokazano je da je refabrikat, kao vrsta
duhanskog industrijskog otpada najbogatiji ciljanim
bioaktivnim spojevima. Nakon provedenog “screeninga”
na odabranom uzorku refabrikata s odabranim otapalom
kolin klorid/etilen glikolom, na temelju Box-Behnkenovog
plana pokusa (tablica 4) provedene su ekstrakcije tijekom
kojih su mijenjani parametri ekstrakcije: vrijeme mijesanja
(od 30 do 90 min), temperatura mijesanja (od 30 do 70 °C)
te udio vode u otapalu (od 10 do 30 %). U tako dobivenim
ekstraktima, ispitivan je udio fenola, antiradikalna aktivnost
te udio rutina i klorogenske kiseline kao ciljanih spojeva.
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Vrijednosti ukupnih fenola kretale su se izmedu
5,30 mgCGAE/g za uzorak refabrikata ekstrahiran pri
uvjetima 60 min, 30 °C i 10 % vode i 14,75 mg GAE/g za
refabrikat ekstrahiran pri uvjetima 60 min, 70 °C i 30 %
vode. Nesto vece vrijednosti dobivene su u nasem
prethodnom istrazivanju gdje se kao otapalo
upotrebljavala voda u subkriti¢cnom stanju i gdje su se

vrijednosti ukupnih fenola za refabrikat kretale izmedu
7,72 i 13,62 mgGAE/g."® Vrijednosti antiradikalne
aktivnosti kretale su se od 22,56 % za uzorak refabrikata
ekstrahiran pri uvjetima 90 min, 50 °C i 10 % vode do
44,68 %. Takoder, kao i kod sadrzaja ukupnih fenola,
zabiljeZene su vrijednosti nesto nize nego kod ekstrakcije
subkriticnom vodom.

Tablica 2 — Nekodirane i kodirane razine nezavisnih varijabli koristenih u RSM dizajnu
Table 2 — Coded and uncoded levels of independent variables used in RSM design

Nezavisne varijable Oznaka .
Donja (—1)

vrijeme mijesanja/min X

temperatura/°C X,

udio vode u otapalu/% X;

Razina
Centralna (0) Gornja (1)
60 90
50 70
20 30

Tablica 3 — Rezultati “screeninga” za tri vrste duhanskog otpada (refabrikat, duhanska prasina i rebro) s 15 razlicitih eutektickih otapala
Table 3 - Screening results for three types of tobacco waste (scrap, dust, and midrib) and 15 eutectic solvents

Red. Otapalo Vrsta duhanskog otpada

broj. P Refabrikat/ mg GAE/g Prasina/ mg GAE/g Rebro/mg CAE/g
1. kolin klorid/urea 9,00 7,60 6,70
2. kolin klorid/N-metilurea 5,40 4,25 3,60
3. kolin klorid/glukoza 2,25 2,10 3,05
4. kolin klorid/ksilitol 3,45 3,15 2,95
5. kolin klorid/sorbitol 5,05 4,25 4,65
6. kolin klorid/butan-1,4-diol 8,05 2,90 4,80
7. kolin klorid/etan-1,2-diol 11,00 8,75 8,85
8. kolin klorid/glicerol 2,60 5,10 4,40
9. kolin klorid/acetamid 9,80 8,70 8,25
10. kolin klorid/jabu¢na kiselina 8,60 4,85 5,00
11. kolin klorid/limunska kiselina 6,00 3,45 1,90
12. kolin klorid/malonska kiselina 9,20 8,55 4,05
13. kolin klorid/oksalna kiselina 4,95 3,50 3,15
14. kolin klorid/mlije¢na kiselina 7,00 8,10 7,95
15. kolin klorid/levulinska kiselina 9,10 8,55 8,75

Tablica 4 — Eksperimentalna matrica pokusa

Table 4 - Experimental design used in RSM

RUN Vrijeme mijesanja i zagrijavanja/min
1. 60
2. 60
3. 30
4. 90
5. 30
6. 60
7. 90
8. 90
9. 90
10. 60
11. 60
12. 30
13. 60
14. 60
15. 60
16. 60
17. 30

Temperatura mijesanja/°C

Udio vode u otapalu/%

30 30
50 20
70 20
50 30
50 10
30 10
50 10
30 20
70 20
70 30
70 10
30 20
50 20
50 20
50 20
50 20
50 30
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Tablica 5 — Vrijednosti ukupnih polifenola, antiradikalne aktivnosti te udjela klorogenske kiseline i rutina u ekstraktima refabrikata

prema dizajnu Box-Behnken (BBD)

Table 5 - Total phenol content and free radical scavenging activity in extracts for proposed experiments according to Box-Behnken

design (BBD)

RUN Ukupni fenoli/ mg GAE/g % DPPH
1. 9,00 36,97
2. 6,75 29,45
3. 8,60 30,03
4. 11,35 44,68
5. 6,35 29,32
6. 5,30 31,42
7. 8,00 22,56
8. 7,00 31,83
9. 12,50 44,34
10. 14,75 41,60
11. 10,60 44,24
12. 6,75 30,18
13. 6,45 26,98
14, 6,85 26,73
15. 6,75 25,44
16. 6,65 24,05
17. 10,30 39,40

Prethodna istrazivanja pokazala su da su klorogenska
kiselina i rutin dominantni fenolni spojevi u duhanskom
otpadu.' Stoga su ti spojevi odredeni i kvantificirani u
dobivenim ekstraktima (tablica 5).

Metoda odzivnih povrSina kao skup matematickih i
statistickih tehnika ve¢ se pokazala kao koristan alat u
razvoju, poboljsanju i optimizaciji procesa uz smanjenje
broja potrebnih eksperimenata.?® Osim toga ta metoda je
ve¢ primijenjena za optimizaciju ekstrakcije kafeinske
kiseline iz duhanskog otpada,® fenolnih spojeva i
solanesola iz duhanskog otpada’ te nikotina'® i fenolnih
spojeva iz duhanskog lista i otpada. Ta metoda omogucava
planiranje pokusa tako da se provode samo odredeni
eksperimenti s unaprijed odredenim kombinacijama
procesnih parametara na osnovi kojih je kasnije moguce
odrediti optimalne parametre procesa uz ekonomsku i
energetsku ustedu.?

Da bi se ispitao utjecaj nezavisnih varijabli ekstrakcije
(vremena, temperature i udjela vode u otapalu) na zavisne
varijable te provjerila prikladnost primijenjenog Box-
Behnkenovog plana pokusa u modeliranju i optimiranju
procesa  ekstrakcije, provedena je aproksimacija
eksperimentalnih podataka matematickim modelom, tj.

Klorogenska kiselina/mgg™' Rutin/mgg™"
0,65 1,80
0,55 1,50
0,89 1,40

- 1,81
0,70 0,95
0,90 1,05
0,81 1,35
0,77 1,45

- 1,69

- 1,75
0,45 1,21
0,65 1,25
0,45 1,54
0,65 1,57
0,55 1,53
0,58 1,59
0,85 1,45

polinomom drugog reda. Dobiveni modeli (1-4) i njihovi
koeficijenti dobiveni su statistickom metodom nelinearne
regresije eksperimentalnih podataka, a daju funkcionalnu
ovisnost izmedu zavisnih i nezavisnih varijabli.

U modelima su vidljivi regresijski koeficijenti dobiveni
odgovaraju¢im eksperimentalnim podatcima polinomom
drugog reda za ispitivane odzive. Koeficijenti se u ovom
slucaju odnose na kodirane varijable. Vjerojatnost
(p-vrijednost) tih regresijskih modela bila je ispod 0,05, $to
ukazuje na to da je statisticki znacCajna veza izmedu
nezavisnih varijabli i odzivnih varijabli (tablica 6). Stupanj i
smijer slaganja varijabli procjenjuje se pomocu koeficijenta
korelacije. Koeficijent korelacije R? je pokazatelj slaganja
eksperimentalnih i modelom predvidenih podataka i u
idealnom slucaju iznosi 1.%

Za dobar model vrijednost koeficijenta korelacije treba biti
najmanje 0,80.”” Za duhanski otpad (refabrikat) vrijednost
R* za sve promatrane odzive bila je ve¢a od 0,80 (0,98;
0,83; 0,95 i 0,95), sto nam govori da je primijenjeni
regresijski model odgovarao eksperimentalno predvidenim
podatcima.

Ukupni fenoli = 66,89 + 9,71X, + 24,14X, + 18,87X; + 6,73X;> + 15,81X,2 +
+16,33X% + 11,41XX, — 1,48X:X; + 1,05X,X; (1)

DPPH = 25,73 + 1,81X; + 3,73X, + 4,39X; + 1,9X;2 + 6,47X,* + 6,36 X32 + 3,16X:X, + 3,01X:X; — 2,05 X,X3 (2)

Klorogenska kiselina = 5,53 — 1,89X; — 2,02X, — 1,67X; + 0,31X;*> — 0,43X,> -
— 0,1 X,2 = 2,08%.X, — 2,31X:X; — 0,61X,X; 3)

Rutin = 14,85 + 1,46X; + 0,62X, + 2,78X; — 0,75X;?> — 0,028X,? — 0,32 X;2 — 0,0035X;X; — 0,21X;X; — 0,46X,X; 4)
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Tablica 6 — Analiza varijance (ANOVA) promatranih odziva za duhanski otpad (refabrikat)
Table 6 — Analysis of variance (ANOVA) of second-order polynomial models for tobacco waste (scrap)

Izvor varijabilnosti Suma kvadre.ltmh Stupnjevi Varijanca MS F-vrijednost p-vrijednost
odstupanja slobode DF
Ukupni fenoli
model 11404,09 9 1267,12 52,73 < 0,0001
X1 — vrijeme 754,66 1 754,66 31,40 0,0008
X, — temperatura 4663,37 1 4663,37 194,06 < 0,0001
X; — udio vode u otapalu 2848,24 1 2848,24 118,53 < 0,0001
XiXo 520,75 1 520,75 21,67 0,0023
XiX3 8,70 1 8,70 0,3621 0,5663
XoXs 4,39 1 4,39 0,1826 0,6819
Xi? 190,83 1 190,83 7,94 0,0258
X,2 1053,08 1 1053,08 43,82 0,0003
X3? 1122,78 1 1122,78 46,72 0,0002
ostatak 168,21 7 24,03
nedostatak modela 166,94 3 55,65 175,17 0,0001
pogreska 1,27 4 0,3177
ukupno 11572,31 16
R2 0,9855
Antiradikalna aktivnost
model 779,01 9 86,56 3,93 0,0423
X1 — vrijeme 26,21 1 26,21 1,19 0,3113
X, — temperatura 111,08 1 111,08 5,05 0,0595
X5 — udio vode u otapalu 154,09 1 154,09 7,00 0,0331
XiXa 40,07 1 40,07 1,82 0,2192
XiXs 36,24 1 36,24 1,65 0,2402
XoX; 16,77 1 16,77 0,7620 0,4116
X;2 15,18 1 15,18 0,6898 0,4336
X2 176,05 1 176,05 8,00 0,0255
X32 170,38 1 170,38 7,74 0,0272
ostatak 154,04 7 22,01
nedostatak modela 148,50 3 49,50 35,69 0,0024
pogreska 5,55 4 1,39
ukupno 933,06 16
R2 0,8349
Klorogenska kiselina
model 124,76 9 13,86 15,09 0,0008
X1 — vrijeme 28,46 1 28,46 30,97 0,0008
X, — temperatura 32,76 1 32,76 35,66 0,0006
X; — udio vode u otapalu 22,18 1 22,18 24,13 0,0017
XiXa 17,35 1 17,35 18,88 0,0034
XoX; 21,34 1 21,34 23,23 0,0019
XoXs 1,49 1 1,49 1,62 0,2438
Xq? 0,4053 1 0,4053 0,4410 0,5279
X,2 0,7776 1 0,7776 0,8462 0,3882
X3? 0,0440 1 0,0440 0,0479 0,8330
ostatak 6,43 7 0,9189
nedostatak modela 3,40 3 1,13 1,50 0,3439
pogreska 3,03 4 0,7580
ukupno 131,20 16
R? 0,9510
Rutin
model 85,88 9 9,54 14,58 0,0009
X — vrijeme 16,94 1 16,94 25,88 0,0014
X, — temperatura 3,03 1 3,03 4,62 0,0686
X3 — udio vode u otapalu 61,94 1 61,94 94,64 < 0,0001
XiXa 0,0049 1 0,0049 0,0075 0,9335
XiXs 0,1849 1 0,1849 0,2825 0,6115
XoX3 0,8281 1 0,8281 1,27 0,2977



M. BANOZIC et al.: Ekstrakcija bioaktivnih spojeva iz duhanskog otpada primjenom..., Kem. Ind. 69 (13) (2020) P1-P10 ||

P7

Izvor varijabilnosti SUZSSI;J;:;?ZNI] sl?)tll)fgjeegF Varijanca MS F-vrijednost p-vrijednost
Xq? 2,39 1 2,39 3,65 0,0978
X2 0,0033 1 0,0033 0,0050 0,9454
X5? 0,4258 1 0,4258 0,6506 0,4464
ostatak 4,58 7 0,6545
nedostatak modela 4,57 3 1,52 602,27 < 0,0001
pogreska 0,0101 4 0,0025
ukupno 90,46 16
R2 0,9494

Vrijeme mijesanja (X;), temperatura (X;) i udio vode u
otapalu (X;) imaju statisticki znacajan utjecaj (p < 0,05) na
ukupan udio fenola. Kombinacija vremena mijesanja i
temperature (X;X,) takoder je imala znacajan utjecaj na
udio fenola, kao i kvadratne vrijednosti triju parametara,
Xi2, Xo?, X3 Za antiradikalnu aktivnost udio vode u otapalu
imao je statisticki znacajan utjecaj, kao i kvadrati
vrijednosti vremena mijesanja X,? i udjela vode u otapalu
X;2 (p < 0,05). Usporedujuéi dobivene rezultate s onim iz
Jokic¢ i sur.,' gdje je na istoj vrsti duhanskog otpada
primjenjivana tehnika ekstrakcije subkriticnom vodom,
moze se uvidjeti da je temperatura imala statisticki
znacajan utjecaj na antiradikalnu aktivnost i sadrzaj
ukupnih fenola kod primjene obje tehnike ekstrakcije.
Razlog tomu je $to su nositelji antiradikalne aktivnosti u
duhanu, a samim time i u duhanskom otpadu, upravo
fenolni spojevi. S obzirom na to da su fenolni spojevi cesto
termolabilni, na visim temperaturama dolazi do njihove
degradacije, a posljedicno i promjene u antiradikalnoj
aktivnosti i sadrzaju ukupnih fenola.®'?  Analizom
promatranih odziva za sadrzaj klorogenske kiseline vidljivo
je da svi parametri (X, X; i X) pojedinacno imaju statisticki
znacajan utjecaj na sadrzaj klorogenske kiseline
(p <0,05), kao i kombinacija parametara vremena i
temperature mijesanja (X;X,) te viemena mijesanja i udjela
vode u otapalu (X;X;). Temperatura je imala negativan
utjecaj na sadrzaj klorogenske kiseline. Slican trend
opadanja sadrzaja klorogenske kiseline s porastom

<2
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temperature ekstrakcije uocena je i kod drugih autora gdje
je primijenjena ekstrakcija klorogenske kiseline iz lis¢a
krumpira? i duhanskog otpada.”® S obzirom na to da se
kompletna degradacija klorogenske kiseline odvija na
temperaturama iznad 180 °C, a ekstrakcija eutektickim
otapalima podrazumijeva relativno niske temperature,
degradacija klorogenske kiseline nije bila toliko izrazena.
Na sadrzaj rutina statisticki znacajan utjecaj imali su
vrijeme mijesanja (X;) i udio vode u otapalu (Xs),

Za bolji prikaz utjecaja parametara (temperature, vremena
mijeSanja i udjela vode u otapalu) na zavisne varijable
(udio fenola, antiradikalnu aktivnost, udio klorogenske
kiseline i rutina) unutar ispitivanog podrucja konstruirani su
3D dijagrami (slike 1 - 8).

Povecanje udjela vode u otapalu takoder je djelovalo na
smanjenje udjela klorogenske kiseline. Sli¢ni rezultati
dobiveni su u istrazivanju Wang i sur.,'* gdje je omjer
tekuce kruto imao najveci utjecaj na udio klorogenske
kiseline u duhanskom otpadu gdje je manji omjer tekuce
kruto takoder znacajno utjecao na povisenje udjela
klorogenske kiseline. S druge strane, povisenje udjela vode
u otapalu kao i povecdanje razdoblja zagrijavanja utjecalo
je na povisenje udjela rutina. Slican pozitivan utjecaj na
udio rutina u duhanskom otpadu zabiljezen je i u nasem
prethodnom istrazivanju, gdje je za ekstrakciju rutina
upotrijebljena ultrazvuc¢na kupelj.”
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Slike 1-8 — Trodimenzijski (3D) dijagrami utjecaja ispitivanih varijabli na promatrane odzive
Figs. 1-8 — Three-dimensional (3D) response surface plots for dependent variables as a function of independent variables
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Kao konacni cilj metode odzivnih povrsina provedena je
optimizacija procesa. Pri tome su parametri postavljeni
tako da se postigne maksimalan udio ukupnih fenola i
maksimalna antiradikalna aktivnost te maksimalan sadrzaj
klorogenske kiseline i rutina. Primjenom funkcionalne
metode (engl. desirability function method)?® definirani su
optimalni uvjeti ekstrakcije, koji iznose 30 min (vrijeme
mijesanja), 70 °C (temperatura mijesanja) i 29 % vode u
otapalu.

4. Zakljucak

Ekstrakcija eutektickim otapalima pokazala se pogodnom
za ekstrakciju bioaktivnih komponenti iz duhanskog
otpada, a metoda odzivnih povrsina vrlo ucinkovitom u
modeliranju i optimiranju ovog procesa ekstrakcije.
Procesni parametri (temperatura mijeSanja, vrijeme
mijesanja i udio vode u otapalu) utjeCu na iskoristenje
ekstrakcije, odnosno na udio fenola, antiradikalnu
aktivnost, udio klorogenske kiseline i rutina, u duhanskom
otpadu. Provedeno istrazivanje ukazuje na mogucénost
ekonomicnijeg upravljanja duhanskim  industrijskim
otpadom, tijekom kojeg se ta vrsta otpada iskoristava na
novi, ekoloski prihvatljiv nacin.

Popis kratica i simbola
List of abbreviations and symbols

ANOVA - analiza varijance
— analysis of variance

DES — eutekticka otapala
— deep eutectic solvents
DPPH - 2,2-difenil-I-piklorhidrazil
- 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl
GAE — ekvivalenti galne kiseline
— gallic acid equivalent
HPLC - tekucinska kromatografija visoke djelotvornosti
— High Performance Liquid Chromatography
LOD - granica detekcije
— limit of detection
LOQ - granica kvantifikacije

— limit of quantification
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SUMMARY

Extraction of Bioactive Compounds from Tobacco Waste using Deep Eutectic Solvents

Marija BanoZi¢, #* Maja Mati¢,® Silvija Safranko,? Ana-Marija Cikos,® Martina Jakovljevié,? Maja Molnar,? and Stela Jokic¢ 2

Tobacco waste is a solid waste highly diverse in granulation and point of separation in the manufacturing process. The objective of
this study was to investigate the efficacy of eutectic solvents in the extraction of bioactive compounds from tobacco waste. Influence
of extraction parameters on the properties of the obtained extracts (total phenol, antioxidant activity, chlorogenic acid, and rutin)
has been determined. Using response surface methodology, optimal parameters were defined (30 min, 70 °C, 29.99 % water). The
meaning of the proposed research is reflected in the maximum utilization of the tobacco by-product in order to obtain extracts that

C

an be implemented in other products and processes.
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