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lzvod

Reciklaza i koris¢enje otpada od prerade duvana predstavlja ozbiljan izazov za odrzivi razvoj
proizvodnje duvana i duvanskih proizvoda. Paznja istrazivaca do sada bila je uglavnom usmjerena
na ispitivanje listova duvana i otpada koji se odnosi na ostatke biljke- stabljiku, oste¢ene listove ili
cvijet. Ovaj rad se bavi ispitivanjem duvanske prasine, kao najopasnijeg dijela duvanskog otpada u
preradi duvana, prije svega po zivotnu sredinu. Poslednjih godina otpadne materije se ne posmatraju
kao neupotrebljive i Stetne, ve¢ se tezi da se iskoriste kao sirovina za dobijanje visokovrijednih
supstanci i za razvoj novih proizvoda. Cilj ovog istrazivanja je pruzanje doprinosa U otkrivanju novih
mogucnosti iskoriS¢enja duvanske prasine, kao potencijalnog izvora korisnih materija.

Za dobijanje ekstrakta duvanske praSine primijenjene su Cetiri razlicite tehnike ekstrakcije:
maceracija, digestija, ultrazvucna i Soxhlet ekstrakcija. Ispitano je koja metoda, pri istim uslovima
(rastvaraC, vijeme trajanja, temperatura) daje najbogatiji ekstrakt u pogledu sadrzaja fenola i
flavonoida, pri ¢emu se kao najpogodnija istakla ultrazvuéna.

Folin-Ciocalteu metodom odreden je sadrzaj fenola u svim uzorcima, dok je za kvantitativno
odredivanje flavonoida iskori§¢ena metoda sa aluminijum-hloridom. Koli¢ina fenola kreée se od
66,93 do 154,83 mg GAE/ g suve materije, a ukupnih flavonoida od 4,57 do 65,69 mg QE/ g suve
materije. Dobijeni rezultati ukazuju na znacajnu prisutnost navedenih bioaktivnih supstanci u
ekstraktima duvanske prasine.

Antioksidansi zasluzni su za sprjeCavanje oksidacije drugih supstanci, a u biolo§kim sistemima
neutraliSu slobodne radikale, zbog Cega su veoma znaCajni. U ovoj master tezi ispitana je
antioksidativna aktivnost ekstrakata dobijenih iz duvanskog otpada primjenom DPPH metode, pri
¢emu su svi uzorci pokazali pozitivnu aktivnost.

Takode, dokazan je antimikrobni potencijal duvanske prasine prema odredenim gram- pozitivnim i
gram- negativnim bakterijskim vrstama Broth mikrodilucionom metodom. Uzorci nijesu pokazali
selektivnost ka odredenom tipu bakterija, ve¢ je antimikrobno dejstvo ka skoro svim kulturama bilo
isto.

Duvanska praSina, koja predstavlja veliki problem duvanske industrije u svijetu, kao i kod nas,
dokazivanjem bioloske aktivnosti, postaje potencijalni izvor bioloski vaznih supstanci za kojima
potraznja sve vise raste, prije svega u farmaceutskoj industriji. Sa druge strane, iskoris¢enjem
duvanske prasine u ove svrhe smanjilo bi se prekomjerno nastajanje neupotrebljivog otpada i
umanjila opasnost zagadenja zivotne sredine njenim unistenjem (spaljivanjem i nepropisnim
odlaganjem).

Kljuéne rijeci: duvan, duvanska praSina, ekstrakcija, bioaktivna jedinjenja, antioksidativna
aktivnost, antimikrobni potencijal



Abstract

Recycling tobacco production waste represents a difficult challenge for the sustainable development
of tobacco production. Research so far has focused on examining tobacco leaves and waste, mainly
relating to the rest of the plant: stem, damaged leaves, and flowers. The proposed work focuses on
the examination of tobacco dust, as it is the most toxic part of tobacco waste, especially to the
environment. Recently, there has been an incentive to not consider tobacco waste as unusable and
harmful, but to attempt to refine into valuable substances or use it for the development of new
products. The proposed research aims to develop new capabilities for recycling tobacco dust as a
potential source of usable substance.

To obtain tobacco dust extract, four different extraction techniques are used: maceration, digestion,
ultrasound, and Soxhlet extraction. Thus, it is investigated which method with equal test conditions
(solvent, extraction time, temperature) yields the most concentrated extract, with the highest
quantities of phenol and flavonoid. Hence, ultrasound extraction is proven to be the most efficient.

The Folin-Ciocalteu method is used to determine the phenol content in all the samples, while the
aluminum-chloride method is used to quantitatively measure flavonoids. Phenol content is 66.93 to
15.83 mg GAE/g of dry matter, while total flavonoid is 4.57 to 65.69 mg QE/g of dry matter. These
results point to significant contents of bioactive matter in tobacco dust extract.

These antioxidants prohibit the oxidation of other substances while neutralizing free radicals in
biological systems, thus making them valuable. In this master thesis, the antioxidizing activity of
extracts obtained from tobacco waste by the DPHH method is investigated, where all the samples
exhibited positive activity.

Furthermore, the antimicrobe potential of tobacco dust is shown towards certain gram-positive and
gram-negative bacterium types using the Broth microdilution method. The samples did not show
preference towards specific types of bacteria, but the effect of the antimicrobe property on all
cultures was similar.

As such, tobacco dust, which traditionally represents a problem of the tobacco industry, by
exploiting its biological properties could potentially become a source of valuable substances for the
pharmaceutical industry. The impact of this potential source is made larger by the growing demand
for such substances. Additionally, by recycling the tobacco dust tobacco industry pollution could be
reduced, and thus its impact on the environment (mainly relating to burning and improper disposal).

Keywords: tobacco, tobacco dust, extraction, bioactive compounds, antioxidizing activity,
antimicrobe potential
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1. UVOD

Priblizno Sest triliona cigareta se potroSi Sirom svijeta svake godine, a prema izvjeStaju
objavljenom 2019. godine, ukupna proizvodnja duvana iznosila je priblizno 6,68 miliona metri¢kih
tona (Tobacco production worldwide from 1990 to 2019, bez dat.). Otpad od prerade duvana se
obi¢no definiSe kao Cvrsti otpad, koji se sastoji od duvanskog praha i duvana niskog kvaliteta
(Chen i sar., 2007a), dok su neke studije pokazale da se duvanski otpad odnosi na korijenje, Zilu
lista, stabljiku (Hu i sar., 2015), listove duvana nizeg od standardnog kvaliteta ( Wang i Gu, 2018)
i mjeSavinu ostatka duvana i duvanske prasine (Rincon i sar., 1998). Glavni ¢vrsti nusproizvodi
pri preradi duvana su Cestice duvana, dakle, za ocekivati je da su vrsta i sadrzaj bioaktivnih
hemikalija sli¢ni originalnom duvanu (Briski i sar., 2003).

Svjetska duvanska industrija je 1995. godine proizvela oko 2262 miliona kilograma proizvodnog
otpada i 209 miliona kilograma hemijskog otpada (Novotny i Zhao, 1999). Nikotin je sastojak
duvanske prasine koji moze da isprava i rastvorljiv je u vodi. Zato moze, usljed nepravilnog
skladistenja duvanske prasine, da dospije u vazduh ili migrira u zivotnu sredinu i podzemne vode.
Zbog visokog sadrzaja nikotina i ukupnog organskog ugljenika otpad duvanske industrije,
kategorizovan kao agroindustrijski otpad, ne moze se odlagati na deponiju, §to predstavlja veliki
problem kako u svijetu, tako i kod nas (Gotal, 2020).

Reciklaza i koriS¢enje otpada od prerade duvana je sve ozbiljniji izazov za odrzivi razvoj
proizvodnje duvana. Svi nusproizvodi lista duvana nalaze primjenu u izradi duvanskih proizvoda,
najcesce kao komponente rekonstituisanog duvana/ duvanske folije, ali se tako reciklira samo 40%
duvanskog otpada, te su predlozeni razli¢iti nacini za drugacije iskoris¢enje. Prema brojnim
studijama duvanski otpad je potencijalno dobar materijal: za aerobno kompostiranje (Briski i sar.,
2003), kao organsko dubrivo jer je bogat sa tri hranljive materije koje se nalaze u komercijalnom
dubrivu (azot, kalijum i fosfor) (Chaturvedi i sar., 2008) i za proizvodnju energetskih briketa
(Purwono i sar., 2006) s obzirom na njegove kalorijske vrijednosti. Medutim, pokazalo se da su
takvi nacini koris¢enja duvanskog otpada manje efikasni i zagaduju zivotnu sredinu (Zeng i sar.,
2012).

Otkricem mnogih bioaktivnih supstanci, koje su prisutne i u duvanu, duvanski otpad moze postati
veoma korisna nova industrijska sirovina. Jedinjenja prisutna u duvanu pokazuju vazne bioloske
aktivnosti ukljucujuci otpornost na brojne bolesti, regulisanje zdravlja ljudi, sterilizaciju i kontrolu
StetoCina. Ovako Sirok spektar moguénosti primjene daje visoku potencijalnu vrijednost
nusproizvodima industrije prerade duvana (Zou i sar., 2021).

Osnovni ciljevi ove master teze su ispitivanje i kvanititativno odredivanje ukupnih fenola i
flavonoida u ekstraktima duvanske praSine nastale u fabrici sekundarne obrade duvana u Crnoj
Gori, dokazivanje njihovog antioksidativnog i antimikrobnog potencijala, kao i pronalazenje
optimalne metode ekstrakcije bioaktivnih komponenti iz duvanskog otpada poredenjem dobijenih
rezultata.
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2.1. BILJIKA DUVAN

Duvan (slika 1) odnosi se na niz biljaka iz roda Nicotiana, porodice Solanaceae, koje poticu iz
Australije, Jugozapadne Afrike, Amerike i regiona Juznog Pacifika. Vrste Nicotiana mogu
prirodno rasti u razli¢itim dijelovima svijeta i ljudi ih koriste u svrhe lijeenja i rekreacije (Zou i
sar., 2021). lako je poznato preko 75 vrsta duvana, samo se vrste Nicotiana rustical L. i Nicotiana
tabacum L. trenutno komercijalno uzgajane da bi zadovoljile ljudsku potrebu i potrosnju
(Mehmood i sar., 2020; Tezuka i sar., 2010).

Slika 1. Biljka duvan (autor: Marusi¢ A.)

N. tabacum je svrstana u najznacajnije vrste biljnog carstva sa hemijskim i bioloskim znacajem,
koja sadrzi oko 2500 do sada okarakterisanih sekundarnih metabolita, i zato se ekstenzivno uzgaja
Sirom svijeta (Jassbi i sar., 2017; Sierro i sar., 2018). Za N. rustica, takode poznat kao astecki ili
indijski duvan, se sumnja da je originalna vrsta duvana porijeklom iz Amerike. lako se N. tabacum
Siroko koristi, astecki duvan se jo$ uvijek uzgaja u Juznoj Americi, Turskoj, Rusiji i Vijetnamu
(Sierro i sar., 2018). Druge vrste duvana, kao $to su npr. Nicotiana benthamiana, Nicotiana
attenuate, Nicotiana glutinosa, Nicotiana alata se, uglavnom zbog prisutnih fitohemikalija, koriste
se u razli¢ite svrhe (Popova i sar., 2020).

Biljke duvana nisu samo vitalne kulture u tradicionalnim poljoprivrednim sistemima, ve¢ se mogu
primijeniti i kao idealne modelne biljke u studijama ispitivanja bioloskih mehanizama (Xiao,
2015). Duvan je biljna vrsta sa karakteristikama lake genetske transformacije, kratkog vremena
generacije i visoke osjetljivosti na bolesti (Komori i sar., 2007). Vrste Nicotiana sadrze bioloski
aktivna jedinjenja, Sto utice na njihov znacaj i upotrebu. Primjer je N. benthamiana, koja se
intenzivno koristi kao model-biljka za proucavanje interakcija izmedu biljaka i patogena (Poon i
sar., 2014).

Iako je duvan jednogodisnja biljka, vegetacioni period u tropskim predjelima moze da traje vise
godina (Drazi¢, 1995).



2.1.1. Korijen i stablo biljke duvan

Duvan ima korijen koji je vretenast i sadrzi veliki broj zilica koje se najve¢im dijelom nalaze u
obradivom sloju zemljista (slika 2). Dubina na kojoj se nalazi glavna korijenska masa je 30-40 cm.
Biljka preko korijenovog sistema intenzivno apsorbuje hranljive materije iz tla. Korijen sintetiSe
nikotin, koji se zatim akumulira u listu. Stablo je ispunjeno parenhimom, okruglo, uspravno i
¢lankovito (slika 3). Visina stabla varira u zavisnosti od, prije svega sorte, a zatim i primijenjene
agrotehnike, ekologkih uslova i kre¢e se od 0,5 do 3m. Clanci (internodije) su u donjem duzi i
deblji, a u gornjem dijelu stabla kraéi i tanji. Broj internodija i njihova duzina se razlikuju u
zavisnosti od sorte. (Drazi¢, 1995).

Slika 2. Korijen biljke duvan (izvor: Slika 3. Stablo biljke duvan (autor: Marusic¢
https://bg.imadeself.com/wp- A)

content/uploads/suhaya-kornevaya-gnil.jpq)

2.1.2. List biljke duvan

Duzina i §irina odreduju veli¢inu lista duvana. Duz glavnog nerva lista mjeri se duzina, a na
najSirem dijelu lista Sirina. Prema ovim karakteristikama sve poznate sorte duvana podijeljene su
u tri grupe: sitnolisne, srednjelisne i krupnolisne. Postoji zavisnost izmedu kvaliteta duvana i
njegovih dimenzija, zbog ¢ega je dimenzija lista vazan pokazatelj prilikom klasifikacije duvana.
Kod orijentalnih duvana duzina lista se krece od 10 do 20 cm (srednji list), a do 80 cm i vise kod
krupnolisnih sorti. Uslovi gajenja u velikoj mjeri uti¢u na ovaj parameter. Sirina lista sama po sebi
nema znacajan uticaj na sam kvalitet duvana. Velicina lista odreduje se postavljajuci list pod staklo
kako bi bilo §to preciznije, & mjerenje se vrsi po duzini glavnog nerva pri vlaznosti od 14 - 16%
(Arsi¢, 2019).

Visecelijske Zljezdaste dlacice prekrivaju povrSina lista. Iz njih se lu¢e smolaste materije i etarska
ulja koja su nosioci aromati¢nosti i mirisljavosti duvana. Donji listovi imaju manji broj zlijezda po
jedinici povrsine lista od listova na vrhu stabla (Drazi¢, 1995).


https://bg.imadeself.com/wp-content/uploads/suhaya-kornevaya-gnil.jpg
https://bg.imadeself.com/wp-content/uploads/suhaya-kornevaya-gnil.jpg

Debljina lista duvana se obi¢no kre¢e od 0,05 - 0,15 mm. Kada prosje¢na debljina lisnog tkiva
iznosi 0,7 mm smatra se da se radi o tankom listu, ako ima debljinu 0,7 - 1,0 mm radi se o listu
srednje debljine, a sve preko 1 mm spada u debelo lisno tkivo. Debljina duvanskog lista, jedan od
glavnih pokazatelja kvaliteta duvana, javlja se usljed povec¢anja meducelijskog prostora ¢éelija ili
zadebljanja ¢elijskih opni kutikule i epidermisa. Parametar za ocjenu kvaliteta duvana je sadrzaj
nikotina i Secera, koji je obrnuto proporcijalan debljini duvana. Sa poveéanjem debljine lista,
sadrzaj ovih supstanci se smanjuje, te kvalitet duvana opada. Izuzetak su oni duvani kod kojih je
premala debljina lista rezultat nedovoljne zrelosti ili pak prezrelosti (Arsi¢, 2019).

U toku vegetacionog perioda lisée je svijetlo ili tamno zelene boje. Nakon primarne obrade
duvana, boja lis¢a se mijenja u svijetlo zutu, zutu, zlatno Zutu, Zutonarandzastu, braon sa raznim
nijansama ostalih boja, kao $to se vidi na slici 4 (Drazi¢, 1995).

Slika 4. Razligite faze zrelosti lista duvana

(izvor: https://www.seeds-gallery.shop/sr/pocetak/duvan-seme-samsoun-orient.html)



https://www.seeds-gallery.shop/sr/pocetak/duvan-seme-samsoun-orient.html

Formiranje i sazrijevanje duvana krec¢e od donjih ka gornjim listovima. Donje liS¢e kao najstarije,
prvo se formira i zri, dok se listovi pri vrhu, koji su najmladi formiraju poslednji na stabljici i
poslednji sazrijevaju. Grupa od nekoliko susjednih listova, koji sazrijevaju istovremeno i beru se
istovremeno, ¢ine inserciju koja se jo$ zove "ruka™ ili "berba". Njihov broj varira od 3 do 7 listova
u zavisnosti od sorte i uslova gajenja. Uslovi porasta i razvitka u toku vegetacije pojedinih grupa
listova nisu jednaki te se zbog toga morfoloska, fizi¢ka, hemijska i degustativna svojstva pojedinih
grupa listova razlikuju (Arsi¢, 2019). Iduc¢i od osnove prema vrhu razlikuju se sljedece insercije:
podbir, nadpodbir, srednje lis¢e (donji, prvi srednji i gornji srednji) podovrsak i ovrSak (Drazi¢,
1995).

Lis¢e se razlikuje po svom hemijskom sastavu, ne samo izmedu sorti, ve¢ i u okviru jedne iste
sorte. U kojoj mjeri se razlikuje lis¢e, koje pripada istoj biljci, odreduje ujedno i njegovu upotrebnu
vrijednost. Iz pazuha li¢a razvijaju se zaperci koji nijesu pozeljni jer smanjuju koli¢inu hranljivih
materije liS¢u, $to utie na njegov prinos i kvalitet (Drazi¢,1995).

Cvrstina i elasti¢nost su pozitivni indikatori kvaliteta duvana. Smatra se da elasti¢nost pojacavaju
ugljeni hidrati, dok je ¢vrstina vezana za pektinske materije. Celuloza i mineralne materije slabe
Cvrstinu (Tayoub i sar., 2015).

2.1.3. Cvijet i plod biljke duvan

Cvjetovi, grupisani u manje ili viSe rastresitu cvast koja je Stitasta, razvijaju se na vrhu stable (slika
5). Casicni listi¢i su uglavnom u razli¢itoj mjeri srasli i zeleni. Kruniéni listiéi mogu biti razli¢ite
boje u zavisnosti od same sorte duvana: bijeli, roze, ruzicasti ili crveni. Oni su srasli i imaju zvonast
oblik, a zavrSavaju se obodom oblika petougla koji moze biti manje ili viSe usijecen, takode u
zavisnosti od sorte. U svakom cvijetu nalazi se tucak sa stubi¢em i Zigom, Koji su u nivou sa pet
prasnika. Duvan je samoplodna (autogamna), ali moze biti i stranoplodna (ksenogamna) vrsta-
pomocu insekata jer se u dnu plodnika nalaze nektarske Zlijezde (Drazi¢, 1995).

Plod je caura koja se sastoji od dva dijela, jajastog oblika i mrko-braon boje. Kada je zrela, ¢aura
najéeSc¢e puca. Jedna ¢aura sadrzi od 1000 do 2000 sjemenki, a jedan gram ¢aura od 10000-15000
sjemenki (slika 6). Masa 1000 sjemenki je naj¢es¢e 0,06-0,08 g. Sjeme je vrlo sitno, hrapavo,
bubrezastog oblika, mrezaste povrsine, mrko. Sastoji se od omotaca, endosperma i klice. Ako se
sjeme ¢uva na temperaturama od 0 °C do 4 i ako se sadrzaj vlage u njemu kre¢e od 5 do 8%,
njegova klijavost se moZe odrZzati vise godina (DrazZi¢, 1995).



Slika 5. Cvijet biljke duvan (izvor: Slika 6. Plod biljke duvan (izvor:
https://www.plantea.com.hr/pravi-duhan/) https://i2.wp.com/dachnaya-

zhizn.ru/images/dacha/m4.jpq)

Duvan sadrzi oko 4000 supstanci, ukljuéujuci ¢estice i gasove, od kojih se 1000 oslobada tokom
pusenja (Tayoub i sar., 2015). Hemijski sastav listova duvana mijenja se tokom sazrijevanja,
suSenja, fermentacije, prerade i skladiStenja, a na njega uticu vrsta sorte, uzgoj, klimatsko podrucje
I mnogi drugi faktori (Banozi¢ i sar., 2018). Tokom procesa suSenja, sadrzaj skroba se smanjuje
dok se sadrzaj redukujucih Secera povecava. Pored toga, tokom procesa fermentacije smanjuje se
i udio polifenola i ugljenih hidrata (Bhisey, 2012).

Brojni istrazivaci su identifikovali razli¢ite grupe supstanci prisutnih u duvanu, kao $to su alkaloidi
(ukljuéujudi nikotin) (Shen i Shao, 2006), polifenoli, terpenoidi i eteri¢na ulja (Cvetanovska i sar.,
2017), limonen, indol, piridin (Popova i sar., 2015), razni alkoholi, fitosteroli (Liu i sar., 2010).

Hemija i farmakologija metabolita duvana potkrepljuju razumno interesovanje za inovativniju ili
Siru upotrebu biljke kroz ekstrakciju i koncentraciju frakcija sa potencijalnim korisnim efektima.
S druge strane, duvan se od davnina koristio u industriji za dobijanje aromati¢nih proizvoda zbog
bogatog sadrZaja eteri¢nih ulja. Paralelno sa komercijalnomupotrebom duvana kao materijala za
proizvodnju razli¢itih duvanskih proizvoda, ova biljka se neosporno istic¢e svojim potencijalom da
sintetiSe mnoStvo sekundarnih (ili specijalizovanih) metabolita sa razli¢itim bioloskim ili
farmakoloskim aktivnostima. Kultivisani duvan (N. tabacum) spada u hemijski i bioloski dobro
proucene vrste biljnog carstva, sa vise od 2500 okarakterisanih sekundarnih metabolita, koji se
azuriraju kontinuiranim istrazivanjem (Jassbi i sar., 2017).

Zbog ekonomskog znacaja razvijeni su se brojni komercijalni tipovi duvana, od kojih svaki ima
karakteristi¢na svojstva, sastav i upotrebu. Danas se uglavnom proizvode i u cigaretama koriste
tri vrste duvana: orijentalni (poznatiji kao aromati¢ni ili turski duvan, koji se Smatra najbogatijim
medu svim vrstama po ukusu), Berlej svijetli duvan susen na vazduhu i Virdzinija duvan (Popova
i sar., 2019).


https://i2.wp.com/dachnaya-zhizn.ru/images/dacha/m4.jpg
https://i2.wp.com/dachnaya-zhizn.ru/images/dacha/m4.jpg

2.2. DUVANSKI OTPAD

Prema literaturnim podacima vise od 20% duvanskog materijala odbacuje se kao duvanski otpad
(Popova i sar., 2019). Ne postoji opsta definicija duvanskog otpada. Obi¢no se definise kao ¢vrsti
otpad, koji nastaje tokom proizvodnje duvana, i opisuje se kao duvan niskog kvaliteta i duvanska
prasina. Moze se klasifikovati u tri vrste: poljoprivredni, industrijski i potrosacki otpad (Gotal,
2020; Novotny i sar., 2015).

Poljoprivredni otpad obuhvata stabljiku duvana koja ima veliki potencijal kao sirovina za
proizvodnju celuloze i papira. Nadalje, ukljuCuje sjeme duvana koje moze biti korisno u

proizvodnji biodizela zbog znacajne koli¢ine ulja, a sjeme kao takvo ne sadrzi nikotin (Gotal,
2020).

Tokom procesa prerade lis¢a nastaje nekoliko vrsta otpada koji se razlikuju po lokaciji, procesu
granulacije i separacije, kao i sadrzaju vlage (Gotal, 2020).

Najveca koli¢ina duvanskog otpada nastaje u procesu pripreme duvanske mjesavine za cigarete, a
zatim pri transportu i rukovanju gotovom duvanskom mjesavinom. Takode, pri izradi same
cigarete nastaje velika koli¢ina duvanske prasine (Chen i sar., 2007Db).

Prilikom industrijske prerade izdvojaju su tri vrste otpada od duvana: rebro, prasina i sitni ostaci
lista-refabrikat (slika 7) (Banozic i sar., 2021).

Slika 7. Industrijski duvanski otpad a) duvanska prasina b) rebro c) refabrikat (Banozi¢ i sar.,
2020)



2.2.1. Duvanska prasina

Prasina je gasoviti disperzni sistem sastavljen od ¢vrstih ¢estica koje mogu odredeno vrijeme da
lebde u gasnoj sredini. Nastale su kao rezultat dispergovanja pri mehanickim operacijama sa
¢vrstim materijalima ili usled djelovanja aerodinamickih sila na usitnjene materijale (sitnenje
¢vrstog materijala, brusenje i poliranje, klasifikcija i sortiranje, mijesanje usitnjenog materijala kao
I transport i doziranje usitnjenog materijala) (Tasi¢, 2006).

Tehnoloski put prerade duvana obiluje procesima pri kojima nastaje duvanska prasina (slika 8).

Slika 8. Duvanska prasina (autor: Marusi¢ A.)

Duvansku praSinu sacinjavaju Cestice u ¢vrstom agregatnom stanju, razli¢itog oblika i veli¢ina,
koje lebde u vazduhu. Odstranjivanje duvanske prasine sa tehnoloske linije vr$i sa uredajima za
otprasivanje, filterima i ciklonima. Industrijski usisiva¢i su neophodna sredstva kojima se
odrzavaju svi uredaji koji dolaze u dodir sa duvanskom prasinom. Ipak, najveca koli¢ina praSine
se stvara pri samom odvijanju tehnoloskog procesa, na linijama i masinama. Sve masine za izradu
cigareta povezane su sistemom za otprasivanje (slika 9), koji ima zadatak da praSinu odvoji od
pravilnih duvanskih vlakana i ne dozvoli da ude u cigaretu. Rad masina za izradu cigareta najéesce
je diskontinualan, jer ¢im se komora masine napuni duvanom prestaje njeno napajanje. Ovakav
rad masSina izaziva stalne promjene pritiska u sistemu, $to izaziva fizi¢ko lomljenje duvanskih niti
i u tom procesu dolazi do stvaranja velike koli¢ine duvanske prasine. Ispred kosa u koji se usipa
rezani duvan za punjenje cigareta, nalazi se sito kroz koje prolaze najsitnije ¢estice duvna, da bi se
onda pneumatski transportovale do filtera na kraju cjevovoda. Na ovaj sistem vezu se i cijevi koje
vode praSinu s kaskada, mjesta gdje se slazu gotove cigarete u slagajne, koje se kasnije dopremaju
na masine za pakovanje cigareta. U fabrikama duvana otprasivanje se najceSc¢e vrsi filterima i
ciklonima. Oni moraju u potpunosti zadovoljavati svjetske standarde u dijelu ofuvanja radne i
zivotne sredine (Tasi¢, 2006).



Slika 9. Sistem za otpraSivanje (autor: Marusi¢ A.)

Duvanska praSina je organska prasina biljnog porijekla. U radnoj prostoriji veca koncentracija
smanjuje vidljivost, izaziva kvarove na uredajima. Ona moze biti nosilac raznih patogenih
mikroorganizama, gljivica, spora i dr. Spada u jako zapaljive materijale. Ima veliku sposobnost
oksidacije, koja u odredenim uslovima moze dovesti do samozapaljenja. Duvanska praSina je
ljepljiva i lako upija vodu (Tasi¢, 2006).
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2.2.2. Rebro duvanskog lista

Rebro ili korjenci¢ je onaj dio lista duvana koji se pruza od stabljike 1 uklanja se tokom obrade.
Ono moze uzrokovati probleme kao §to su rupe i promjene u karakteristikama cigareta, ukoliko se
ne ukloni iz mjesavine koja se koristi za njihovu izradu. Stabljike duvana i njeni djelovi se teSko
razlazu za kratko vrijeme u uslovima deponije. Dakle, ostaci duvana se Cesto direktno spaljuju
nakon berbe i prerade lis¢a, izazivajuci ozbiljno zagadenje vazduha i trosenje velike Kkoli¢ine
potencijalno korisne biomase (Cai i sar., 2016). Prasina i ostaci lista su delovi lamele lista duvana,
usitnjavaju se tokom obrade i premali su za proizvodnju cigareta. Prasina sadrzi veoma male, fine
Cestice, dok otpad lis¢a sadrzi vece Cestice (Banozic i sar., 2021).

2.2.3. Refabrikat

Refabrikat su djelovi lista duvana koji nastaju tokom njegove obrade, cija veli¢ina nije
odgovarajuca i zato nisu prikladni za dalju upotrebu u industiji duvanskih proizvoda. Cestice
refabrikata su vece od Cestica prasine, ali manje od stripsa (korisnog dijela lista duvana koji se
koristi pri izradi duvanske mjesavine) (Gotal, 2020).

2.3. BIOAKTIVNA JEDINJENJA

2.3.1. Istorija, definicija i podjela bioaktivnih jedinjenja

Istorija koris¢enja biljaka stara je koliko i samo ¢ovjecanstva. U pocetku su ljudi koristili biljke u
nutritivne svrhe, ali nakon otkrica ljekovitih svojstava, ova prirodna flora je postala koristan izvor
lijeCenja i poboljsanja zdravlja u razli¢itim ljudskim zajednicama. Papirusi iz Starog Egipta su kroz
hiljade recepata pokazali da su korijander i ricinusovo ulje korisni za medicinsku primjenu,
kozmetiku i konzervanse (Vinatoru, 2001). Tokom Grckog i Rimskog perioda, mnogi naucnici i
filozofi, kao $to su Hipokrat, Teofrast, Celzus i Dioskorid, opisali su stotine terapeutskih upotreba
biljnih materijala (Paulsen, 2010). Rumuni su od davnina poznati po upotrebi ljekovitog bilja u
razli¢ite svrhe. U 19. veku u rumunskoj Farmakopeji su uvedene biljne droge i biljnji proizvodi a
1904. godine osnovan je i prvi Institut za ljekovito bilje u gradu Kluzu (Vinatoru, 2001).
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Upotreba biljaka u anti¢ko doba zapravo ilustruje istoriju bioaktivnih molekula. U proslosti, ljudi
nisu znali nista o bioaktivnim molekulima, ali je upotreba ovih jedinjenja bila dovoljno raznolika
u razli¢itim perspektivama. Svaki zivi organizam proizvodi i obraduje razli¢ita hemijska jedinjenja
za svoj rast, razvoj i opstanak. Obi¢no se bioaktivna jedinjenja u biljkama proizvode kao
sekundarni metaboliti (Bernhoft, 2008).

Sva jedinjenja bioloskog sistema mogu se podijeliti u dvije velike grupe. Prvu grupu ¢ine primarni
metaboliti, odnosno hemikalije koje imaju ulogu u rastu i razvoju organizma, kao §to su ugljeni
hidrati, aminokiseline, proteini i lipidi. Druga grupa su sekundarni metaboliti, odnosno grupa
jedinjenja za koje se vjeruje da pomazu biljkama da povecaju svoju ukupnu sposobnost da prezive,
da se prilagode okolini kao i da komuniciraju sa svojom okolinom (Harborne, 1983).

Drugim rije¢ima, sekundarni metaboliti su oni metaboliti koji se ¢esto proizvode u fazi nakon rasta,
nemaju funkciju u rastu (iako mogu imati funkciju u prezivljavanju), proizvode ih odredene
ograniCene taksonomske grupe organizama, imaju neuobi¢ajenu hemijsku strukturu i éesto se
formiraju kao mjesavine blisko povezanih ¢lanova hemijske porodice (Rowland, 2010).

Proizvodnja sekundarnih metabolita razlikuje se medu vrstama, u zavisnosti od toka evaluacije i
posebnih potreba te vrste. Na primjer, sinteza aroma kod cvjetnih vrsta kako bi privukle insekte
neophodne za njihovo opraSivanje, a sinteza toksi¢nih hemikalija kod patogena i biljojeda za
suzbijanje rasta susjednih biljaka (Dudareva i Pichersky, 2000). Mnoge od supstanci koje
pripadaju sekundarnim metabolitima uti¢u na bioloske sisteme i smatraju se bioaktivnim. Tako je
jednostavna definicija bioaktivnih jedinjenja u biljkama: sekundarni biljni metaboliti koji izazivaju
farmakoloske ili toksikoloske efekte kod ljudi i zivotinja (Bernhoft, 2008).

2.3.2. Klasifikacija i sinteza bioaktivnih jedinjenja

Klasifikacija bioaktivnih jedinjenja u razliite kategorije je jo$ uvijek nedosljedna i zavisi od
namjere odredene klasifikacije. Podijeljeni su na osnovu hemijske strukture (na primer: imaju
prstenove, sadrze Secer), prema sastavu (sadrze azot ili ne), njihovoj rastvorljivosti u razli¢itim
rastvaracima, kao 1 putu kojim se sintetiSu (npr. fenil propanoid, koji proizvodi tanine). U osnovi,
oni su klasifikovani u Cetiri velike grupe kao $to su: jedinjenja koja sadrze azot, glikozidi, fenoli 1
terpeni ( Das i Gezici, 2019).

Na slici 10 date su opste strukture razlicitih kategorija bioaktivnih jedinjenja.
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Slika 10. Opste strukture razlicitih kategorija biljnih bioaktivnih jedinjenja: alkaloidi (al i a2),
monoterpeni (b), sesketerpeni (c), triterpeni, saponini, steroidi (d), flavonoidi (e), poliacetileni
(F), poliketidi (g) (Croteau i sar., 2015)

Vecina bioaktivnih jedinjenja pripada jednoj od nekoliko porodica, od kojih svaka ima posebne
strukturne karakteristike koje proizilaze iz nacina na koji su izgradeni u prirodi (biosinteza).
Postoje Cetiri glavna puta za sintezu sekundarnih metabolita ili bioaktivnih jedinjenja (slika 11):

(1) put sikimske Kiseline
(2) put malonske kiseline
(3) put mevalonske kiseline

(4) put ne-mevalonata (MEP) (Taiz i Zeiger, 2006)
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Primarni metabolizam ugljenika

Acetil CoA
Alifaticne amino kiseline
y
Iqut tikimske kiseline Put malonske kiseline Put mevalonske kiseline Put ne-mevalonata
Aromati¢ne amino
kiseline
Alkaloidi
y 3
i Fenolna jedinjenja Tesiess

Slika 11. Pojednostavljen pogled na puteve za proizvodnju tri glavne grupe biljnih bioaktivnih

jedinjenja (Taiz i Zeiger, 2006)
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2.4. BIOAKTIVNA JEDINJENJA U DUVANSKOM OTPADU

Hemijski sastav duvanskog otpada zavisi od procesa prerade duvana. Duvanski otpad je heterogen
materijal i njegov sastav uti¢e na njegov kvalitet. Otpad koji nastaje pri preradi duvana je materijal
sa znacajnim sadrzajem vlage (50-80%), pH vrijednost je 5,1-6,7, odnos C:N od 17:1 do 21:1 a
sadrzi | znacajne koliine nikotina. Osim nikotina, duvanski otpad je relativno dobar izvor
alkaloida, fenola, flavonoida, aromati¢nih supstanci i proteinskih frakcija (Vukovi¢ i sar., 2012).

2.4.1. Alkaloidi

Alkaloidi su prirodna hemijska jedinjenja koja sadrze atome azota. Oni pripadaju grupi
sekundarnih metabolia i proizvodi ih veliki broj organizama, ukljucujuéi bakterije, gljive, biljke i
zivotinje. Mnogi alkaloidi se mogu precistiti iz sirovih ekstrakata kiselo-baznom ekstrakcijom, a
neki su toksiéni za druge organizme. Cesto imaju farmakoloske efekte i koriste se kao lijekovi.
Primjeri su lokalni anestetik i stimulans kokain, stimulans kofein, nikotin, analgetik morfijum ili
antimalarijski lijek kinin. Neki alkaloidi imaju gorak ukus (Kakhia, 2016).

Klasifikacija alkaloida je slozena i moze se rukovoditi skupom pravila koja uzimaju u obzir
strukturu i druge hemijske karakteristike molekula alkaloida, njegovo biolosko, kao i biogenetsko
porijeklo, gdje je poznato. Na primjer, kada je put biosinteze alkaloida nepoznat, on se moze
grupisati na osnovu strukturnih sli¢nosti sa poznatim jedinjenjima, ukljucujuci jedinjenja koja nisu
azotna, ili prema organizmima iz kojih je alkaloid izolovan (Kakhia, 2016).

Grupa piridina: nikotin, piperin, koniin, trigonelin, arekolin, arekaidin, guvacin, citizin, lobelin,
anabazin, spartein, peletierin.

Pirolidinska grupa: higrin, kuskohigrin, nikotin.

Grupa tropana: atropin, kokain, ekgonin, skopolamin, katuabin.

Grupa indolizidina: senecionin, svainsonin.

Grupa kinolina: kinin, kinidin, dihidrokinin, dihidrokinidin, strihnin, brucin, veratrin, cevadin.

Grupa izohinolina: alkaloidi opijuma (papaverin, narkotin, narcein), pankratitistatin, sangvinarin,
hidrastin, berberin, emetin, berbamin, oksiakantin.

Fenantren alkaloidi: alkaloidi opijuma (morfijum, kodein, tebain, oripavin)
Fenetilaminska grupa: meskalin, efedrin, dopamin.

Indol grupa: serotonin, lizerginska kiselina, harmin, rezerpin, vinblastin, mitraginin, ibogain,
strihnin, brucin i dr.
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Purinska grupa: ksantini, kofein, teobromin, teofilin.

Terpenoidna grupa: akonitin, solanidin, solanin, veratramin, ciklopamin, ciklopozin, jervin,
muldamin, samandarin, muskarin, holin, neurin, cinarin i dr. (Kakhia, 2016).

Nikotin, 3-(1-metil-2-pirolidinil) piridin (slika 12), glavni je i tipi¢an alkaloid u ekstraktima
duvana.

Slika 12. Struktura nikotina

Nikotin se u biljkama duvana akumulira u listovima (Civilini i sar., 1997). Cinjenica da nema
nikotina u sjemenu duvana to dokazuje (Stanisavljevic i sar., 2007). Dakle, nivo nikotina sadrzan
u listovima duvana u potpunosti zavisi od akumulacije nikotina tokom rasta biljaka. Nikotin, kao
azotna baza, sa kiselinama formira soli koje su obi¢no Cvrste i rastvorljive u vodi. Nikotin lako
prodire u kozu. Kao §to pokazuju fizicki podaci, nikotin slobodne baze ¢e sagorjeti na temperaturi
ispod tacke kljucanja. Koli¢ina nikotina koja se udi$e sa duvanskim dimom je samo mali dio
koli¢ine ovog alkaloida u listovima duvana (Kakhia, 2016).

Nikotin se ne dobija samo iz biljaka duvana i supstanci srodnih duvanu, ve¢ se moze naéi i u
ekstraktima drugih biljaka iz familije Solanaceae. Postoje brojne studije koje se odnose na sadrzaj
nikotina u biljnim uzorcima i eksperimentima in vivo. Vecina prijavljenih podataka o sadrzaju
nikotina u listovima uzoraka duvana kretala se od 0,3 do 3 masenih % (Tayoub i sar., 2015).

Efekat nikotina na tijelo zasniva se na njegovoj sposobnosti da reaguje sa nizom receptora koji
ciljaju na neurotransmiter acetilholin. Ovi receptori, koji su normalno prisutni u nervnom sistemu
I neuromuskularnom spoju, igraju ulogu jonskog kanala kroz membranu, a takode su u stanju da
podnesu oslobadanje drugih neurotransmitera. Kada se aktiviraju acetilholinom ili nikotinom,
odabrani joni prolaze kroz ¢elijsku membranu i mogu blokirati normalnu provodljivost centralnog
nervnog sistema. To je razlog zaSto nikotinoidni pesticidi mogu paralizovati i ubiti StetoCine
(Sanchez-Ramos, 2020).

Generalno, karakteristike alkaloida u duvanu nisu znacajno povezane sa geografskim porijeklom
ili morfologijom (Sisson i Severson, 1990). Medutim, nikotin je dominantan u skoro svim vrstama
duvana, iako postoje znacajne razlike u sastavu alkaloida izmedu razli¢itih podvrsta. Pored
genetskih faktora, na sastav i nivo koncentracije duvanskih alkaloida blago uti¢u i okruZenje i broj
hromozoma (Moghbel i sar., 2017).
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2.4.2. Terpeni

Terpeni, takode poznati kao izoprenoidi, najvecéa su i najraznovrsnija grupa prirodnih jedinjenja.
Uglavnom se nalaze u biljkama, dok se vece klase terpena kao $to su steroli i skvalen mogu naci i
kod zivotinja. Terpeni se klasifikuju na osnovu organizacije 1 broja jedinica izoprena koje sadrze
na sljede¢e grupe: hemiterpene (Cs), monoterpene (Cio), seskviterpene (Cis), diterpene (Cao),
sesterterpene (Czs), triterpene (Cso) i karotenoide (Cao). Oni su odgovorni za miris, ukus i pigment
biljaka. Terpeni su i Siroko se koriste kao tradicionalni mirisi u parfemima, ali i kao lijekovi.
Terapeutski profil terpena je najSiri i oni su povezani sa terapijskim dejstvima kod brojnih
patoloskih stanja, ukljucujuc¢i autoimune poremecaje (Ullah i Khan, 2020).

Solanesol (slika 13) odnosi se na vrstu poliizoprenoidnog alkohola, koji se inace nalazi u mnogim
vrstama biljke porodice Solanaceae.

CHy

Slika 13. Struktura solanesola

To je kriti¢an izvor jedinica izoprena i prekursor policikli¢nih aromati¢nih ugljovodonika u duvanu
(Fukusaki i sar., 2004), koji se koriste za hemijsku sintezu vitamina K i hinona (Tang i sar., 2007).
Nalazi istrazivanja su pokazali da solanesol postoji u slobodnom i vezanom obliku u listovima
duvana, $to znaci da je dio vezan za estre prirodnih fitinskih kiselina kao §to su linolenska kiselina,
miristinska kiselina, linolna kiselina, palmitinska kiselina i oleinska kiselina (Banozi¢ i sar.,
2020). S druge strane, solanesol je pokazao vrijednost kao aditiv za hranu i kao farmaceutski
sadrzaj. Duvan je glavni izvor solanesola (Huang i sar., 2008), a solanesol je takode prijavljen u
nekim drugim vrstama povrcéa kao §to su paprika, paradajz, patlidzan i krompir. Objavljeno
istrazivanje je pokazalo da solanesol ispoljava antiproliferacionu i antibakterijsku aktivnost i
predlozeno je za upotrebu u proizvodnji lijekova i lijecenju raznih bolesti (Wang i sar., 2018).
Pored toga, solanesol ispoljava kardio-ekscitatorne (Yan i sar., 2015) i antioksidativne aktivnosti
(Ruiz-Rodriguez i sar., 2008).
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2.4.3. Fenoli

Fenolna jedinjenja su sekundarni metaboliti iz biljnog carstva. Hemijski, fenolna jedinjenja

posjeduju aromati¢ni prsten koji nosi jedan ili viSe hidroksilnih supstituenata, ukljucujuci
funkcionalne derivate (estre, metil etre, glikozide itd.). Fenolna jedinjenja se u prirodi pojavljuju

glikozilovana, acilovana i polimerizovana, $to daje visoku strukturnu varijabilnost. Zaista, do
danas je identifikovano viSe od 8000 razli¢itih struktura fenolnih jedinjenja sa razli¢itim

bioaktivnostima. Ova strukturna raznolikost fenolnih jedinjenja, udruzena sa potesko¢ama u vezi

sa hemijom koja otkriva njihove bioaktivnosti, predstavlja uzbudljivo polje za istrazivanje (De la
Rosa i sar., 2019). Prikazana je klasifikacija fenolnih jedinjenja u tabeli 1.

Tabela 1. Klasifikacja fenolnih jedinjenja (Robards i sar., 1999)

Osnovni skelet Klasa Primjer
Cs Jednostavni fenoli Katehol, hidrohinon, resorcinol
Benzohinoni
Ce-C1 Fenolne kiseline p-Hidroksibenzoeva kiselina, salicilna
Kiselina
Ce-Co Fenilsiréetne p-Hidroksifenilsiréetna kiselina
Kiseline
Cs-C3 Fenilpropeni Eugenol, mirsticin
Kumarini Umbeliferon, eskuletin, skopolin
Hromoni Eugenin
C6-C4 Naftohinoni Juglon
Ce-C1-Cs Ksantoni Mangostin, mangiferin
Cs-C2-Cs Stilbeni Razveratrol
Antrahinoni Emodin, hrizofanol, rein
Ce-C3-Cs Flavonoidi Sinensetin, nobiletin, izosinensitin,
Flavoni tangeretin,diosmin
Flavonoli Kvercetin, kempferol
Flavonol glikozidi Rutin
Flavanoli Dihidroksikvercetin i
dihidroksikempferol glikoizdi
Flavanoni Hesperidin, naringenin
Flavanon glikozidi Neohesperidin, narirutin,
naringin,eriocitrin
Antocijanini Glikozidi pelargonidina, peonidina,
delifinidina, petunidina, cijanidina
Flavanoli (katehini) (+)-Katehin, (-)-epikatehin, (+)-
galokatehin, (-)-epigalokatehin
Halkoni Floridzin, arbutin, halkonaringenin
(Ce-C3)2 Lignini Pinorezinol
(C6-C3-Ce)2 Biflavonoidi Agatisflavon
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Mehanizam njihovog formiranja sugerise da biljke luce specifi¢ne sekundarne metabolite da bi se
oduprle abiotskom stresu (Sharma i sar., 2019). Literatura je pokazala da abioticki stres kao $to je
susa (Sarker i Oba, 2018a) i salinitet (Sarker i Oba, 2019a) povecava ukupan sadrzaj fenola (Sarker
i Oba, 2018b) i flavonoida (Sarker i sar., 2019b), kao i pojedina¢nih fenolnih kiselina i
flavonoidnih jedinjenja (Sarker i Oba, 2018c) u biljkama. Intenzitet njihovih antioksidativnih
aktivnosti zasniva se na sposobnosti da se kombinuju sa slobodnim radikalima, a mogli bi da
smanje nivo slobodnih radikala in vivo regulacijom sadrzaja (Sarker i Oba, 2019c). Nivo slobodnih
radikala moze se smanjiti i djelovanjem antioksidativnih enzima (Zuo i sar., 2014; Sarker i sar.,
2018d) kao i helatiranjem jona metala preko Fentonove reakcije (Yiannakopoulou, 2013) da bi se
prekinula lan¢ana reakcija lipidne peroksidacije.

Nakon §to su otkrivena njihova antioksidativna svojstva, fenolna jedninjenja su postala posebno
interesantna u istrazivanjima fitokemikalija sa bioloskom aktivnos$¢u (Sarker i Oba, 2018d; Sarker
i sar., 2018e). Generalno, postoji mnogo oblika fenolnih jedinjenja u biljnom tkivu, kao §to su
slobodni oblik, derivati (estri ili glikozilovana jedinjenja), polimeri ili oligomeri (u kombinaciji sa
polisaharidima) (Wu i sar., 2021). Funkcija biljnih fenola je da stite biljke od ultraljubicastog
zraenja, gljiviénih patogena itd. (Andersen i Markham, 2005). Mehanizmi sinteze odredeni su
kao putevi sikimske i malonske kiseline (Azmir i sar., 2013). Pored zastite biljaka od patogena i
predatora, takode doprinose biljnoj boji i aromi (Banozi¢ i sar., 2020).

Nekoliko studija je pokazalo razlike u sadrzaju i vrsti fenolnih jedinjenja u duvanu. Medu fenolnim
jedinjenjima u listu duvana dominiraju fenolna kiselina i flavonoidni glikozidi (Docheva i sar.,
2014). Stavise, istraziva¢i su otkrili da su kempferol-3-O-rutinozid (slika 14) i kvercetin-3-O-
rutinozid, hlorogenska kiselina (3-O-kafeoilkinska kiselina) ¢ija je struktura prikazana na slici 15
kao i njeni izomeri 4-O-kafeoilkinska kiselina i neohlorogenska kiselina (5-O-kafeoilhinska
kiselina) najzastupljenija fenolna jedinjenja u ekstraktima duvana (Rodgman i Perfetti, 2016).

OH
OH

Slika 14. Struktura rutina
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OH

OH

Slika 15. Struktura hlorogenske kiseline

2.4.4. Polisaharidi

Ugljeni hidrati su vitalne komponente u duvanu, koje se mijenjaju tokom fermentacije i susenja, a
zatim doprinose kvalitetu ukusa listova sirovog duvana i atributima arome finalnih proizvoda.
Specifi¢an mehanizam reakcije je kroz Maillardovu reakciju, gde se ovi polisaharidi kondenzuju
sa aminokiselinama u listovima duvana da bi listovi duvana postali smedi. Pored toga, reaguju sa
fenolima, alkoholima i sterolima i formiraju glikozide koji uti¢u na aromu duvana (Pang i sar.,
2006). U jednom od radova navedeno je da 30,25% duvanskih polisaharida potice iz mase listova,
od ¢ega su 22,58% redukuju¢i seceri (Troje i sar., 1997).

Kvalitativna i kvantitativna analiza vrste i sadrzaja polisaharida u duvanu postala je veoma
interesantna istrazivac¢ima u poslednjih nekoliko godina. Pored toga, rafinoza (Pang i sar., 2007),
glukoza, saharoza, maltoza, ksiloza i fruktoza (Troje i sar., 1997) su takode pronadene u listovima
duvana. Proizvod Maillardove reakcije izmedu Secera i aminokiselina moze da poboljsa kvalitet
duvana, dok sadrzaj skroba i proteina negativno uti¢e na kvalitet duvana. Zbog toga je
biokataliticka sinteza redukujucih Secera i aminokiselina iz gore navedenih jedinjenja koriS¢ena za
poboljsanje kvaliteta duvana, iako istraZivanja o bioloSkoj aktivnosti duvanskih polisaharida nisu
bila detaljna. Trenutni istrazivacki trend je povezivanje polisaharida sa zdravljem crijeva i
koris¢enje molekularne biologije da bi se otkrio regulatorni mehanizam duvanskih polisaharida na
druge bolesti (Wu i sar., 2021).

Antioksidativna aktivnost duvanskih polisaharida je ispitivana u jednom od radova (Yang i sar.,
2011). Aldehidne, karboksilne i ugljenik-kiseonik jednostruke veze u redukcionim $ecerima mogu
da obezbijede elektrone koji polisaharidu omoguéavaju sposobnost da zaustavi radikalnu lan¢anu
reakciju, reakcijom sa slobodnim radikalima, pretvarajuci ih u stabilnije oblike. Ovo ukazuje na to
da bi polisaharidi doprinijeli antioksidativnoj aktivnosti ekstrakta duvana. lako bioaktivni ugljeni
hidrati imaju veoma slozene hemijske strukture koje usporavaju razvoj istrazivanja, otkrivene su
mnoge od njihovih potencijalnih antipatoloskih funkcija i fizioloski povezanih aktivnosti (Cipolla
i Peri, 2010).
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2.5. PROCES IZOLOVANJA BIOAKTIVNIH SUPSTANCI

Izolovanje bioaktivnih jedinjenja ima primjenu jo§ od davnina, a i danas se koristi skoro u svim
sferama kozmeticke, prehrambene, a narocito farmaceutske industrije. Ekstrakcija biljnih sirovina
moze da se izvodi konvencionalnim i nekonvencionalnim metodama ekstrakcije. U
konvencionalne spadaju metode propisane od strane vazeé¢e Farmakopeje: maceracija, perkolacija,
digestija 1 Soxhlet ekstrakcija. Glavni izazovi konvencionalne ekstrakcije su duze vrijeme
ekstrakcije, zahtjev za skupim rastvaraCem visoke Cistoce, isparavanje ogromne koli¢ine
rastvaraca, niska selektivnost ekstrakcije 1 termicko razlaganje termolabilnih jedinjenja. Da bi se
prevazis$la ova ograni¢enja konvencionalnih, uvode se nove i obecavaju¢e nekonvencionalne
tehnike ekstrakcije. Neke od tehnika koje najvise obecavaju su ultrazvucna ekstrakcija, ekstrakcija
uz pomo¢ enzima, mikrotalasna ekstrakcija, ekstrakcija sa impulsnim elektriénim poljem i
ekstrakcija te¢nostima pod pritiskom. Neke od ovih tehnika se smatraju ,,zelenim tehnikama“. To
ukljucuje manje opasnu hemijsku sintezu, upotrebu bezbjednijih hemikalija, pomo¢nih rastvaraca,
dizajn za energetsku efikasnost, koris¢enje obnovljivih sirovina, smanjenje derivata, kataliza,
dizajn za spreCavanje degradacije, ekonomi¢nost i analiza vremena za prevenciju zagadenja
(Azmir i sar., 2013).

Ekstrakcija je proces u kome se odredene supstance iz ¢vrste ili teCne smjeSe rastvaraju, ispiraju
ili izluzuju pomocu te¢nog rastvaraca. Faza primanja ili ekstrakcije sastoji se od rastvaraca i
klju¢nih supstanci koje je rastvara¢ prenio iz faze napajanja. U poredenju sa drugim procesima
separacije, potrebna je regeneracija rastvaraca i precis¢avanje vrijednih supstanci (Tzia i Liadakis,
2003; Sattler i sar., 1995).

Ekstrakcija ¢vrsto-tecno ili luZenje je proces odvajanja u kome se odredene supstance rastvaraju
iz ¢vrstog matriksa pomocu te¢nog rastvaraca koji formira rastvor. Upotrebljeni rastvarac treba da
rastvori postojece supstance iz nerastvorljive propusne ¢vrste supstance, Stoga je njegov izbor
vazan za njihovo kvantitativno uklanjanje i procesni prinos. Uklonjena rastvorljiva frakcija se
naziva rastvorena materija, a rezultujuci rastvor rastvorene supstance naziva se ekstrakt. Obi¢no
se vrsi reciklaza koriS¢enog rastvaraca Koji se ponovo se Koristi u procesu ekstrakcije. Ako je
rastvor jednoliko dispergovan u ¢vrstoj matrici, materijal blizu povrS$ine ¢e se prvo rastvoriti,
ostavljajuéi poroznu strukturu u ¢vrstom ostatku. Da bi doSao do daljeg rastvora, rastvara¢ mora
da prodre u spoljasnji sloj, operacija postaje progresivno teza, a brzina ekstrakcije opada. Ako
rastvorena supstanca ¢ini veliki dio ¢vrste materije, porozna struktura moze biti uniStena dajuci
fini talog nerastvorljivog ostatka, pri ¢emu se operacija znatno lakSe odvija i brzina procesa
povecava (McCabe i sar., 2005; Wakeman, 1994; Tzia i Liadakis, 2003; Coulson i sar., 1993).

Generalno, niz fenomenoloskih koraka moze se desiti u procesu ekstrakcije ¢vrsto-tecno (Tzia i
Liadakis, 2003):

1. Prenos rastvaraca iz mase rastvora na povrsinu uljanog matriksa
2. Penetracija ili difuzija rastvaraca u pore ¢vrstog matriksa

3. Rastvaranje rastvaraca u rastvoru
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4. Transport rastvorene supstance na povrsinu ¢vrste matrice

5. Migracija ekstrahovane rastvorene supstance sa spoljasnje povrsSine ¢vrstog materijala u rasuti
rastvor

6. Kretanje ekstrakta u odnosu na ¢vrstu materiju (tj. pomjeranje ekstrakta) i ¢vrstu matricu.
Sljedece Kkriterijume treba uzeti u obzir pri izboru rastvaraca:

-Rastvorljivost specificnih supstanci u rastvaracu. Na primjer, biljna ulja koja se sastoje od
triglicerida masnih kiselina se normalno ekstrahuju heksanom, dok se za ekstrakciju slobodnih
masnih kiselina koriste polarniji alkoholi (Chanioti i sar., 2014).

-Fizi¢ka svojstva kao $to su niska medufazna napetost i viskoznost. Rastvara¢ treba da bude
sposoban da vlazi ¢vrste materije i da prodre kroz pore i kapilare u matriksu. Takode, njegov niski
viskozitet pomaze u brzini difuzije u fazi rastvaraca (Chanioti i sar., 2014).

-Regeneracija, posto ¢e se rastvara¢ ponovo koristiti u narednim ekstrakcijama. Ako se koristi
destilacija ili isparavanje, rastvarac ne bi trebalo da formira azeotrope i latentna toplota isparavanja
treba da bude mala (Chanioti i sar., 2014).

-Opasnosti i troskovi. U idealnom sluéaju, rastvara¢ treba da bude netoksican, nereaktivan,
nezapaljiv, bezopasan za okolinu i jeftin. Izbjegavanje gubitaka rastvara¢a moze se posti¢i boljim
dizajnom procesa (Chanioti i sar., 2014).

Primjeri koji se rastvaraci naj¢esce koriste za esktrahovanje odredenih bioaktivnih jedinjenja dati
su u tabeli 2.

Tabela 2. Primjeri ekstrahovanih bioaktivnih jedinjenja razli¢itim rastvara¢ima (Cowan, 1999)

Voda Etanol Metanol | Hloroform | Dihlorometanol Etar Aceton
Antocijani Tanini Antocijani | Terpenoidi Terpenoidi Alkaloidi | Flavonoidi
Tanini Polifenoli | Terpenoidi | Flavonoidi Terpenoidi
Saponini | Flavonoli | Saponini
Terpenoidi | Terpenoidi Tanini
Alkaloidi Flavoni
Polifenoli

Celijska struktura je vazan faktor koji treba uzeti u obzir tokom procesa ekstrakcije. lako
rastvorena supstanca moze biti na povrsini ¢elije, u vecini slucajeva ona se ¢uva u intracelularnim
prostorima, kapilarima ili ¢elijskim strukturama. Dakle, uspjeh ekstrakcije rastvaracem u velikoj
mjeri zavisi od ¢vrstog stanja. Jedan od koraka prethodnog tretmana koji se mora uzeti u obzir je
usitnjavanje ili mljevenje sirovog materijala. Mljevenje prije ekstrakcije uzrokuje povecanje
povriine kontakta izmedu rastvara¢a i ¢vrste matrice. Sto je manja veli¢ina Gestica, to je veca
brzina prenosa rastvorene supstance. PovrSina izmedu Cvrste materije i teCnosti je vecéa 1 otpor
difuzije unutar Cestica postaje manji zbog krace duzine difuzionog puta. Dakle, efikasnost
ekstrakcije raste sa smanjenjem velicine Cestica. Medutim, manje veli¢ine ¢estica smanjuju brzinu
drenaze iz ¢vrstog ostatka i mogu stvoriti probleme ako je cirkulacija te¢nosti otezana (Coulson i
sar., 1993; Birch 2000; Kemper 2020; Schweitzer 1997; Angela i Meireles, 2008).
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2.5.1. Soxhlet extrakcija

Soxhlet ekstrakcija je laboratorijska tehnika koji se dugo koristi za izolaciju i oporavak vrijednih
analita iz razli¢itih ¢vrstih matrica. Danas je to joS uvek referentna tehnika za ekstrakciju iz ¢vrstih
uzoraka sa kojom se porede performanse drugih tehnika. Medutim, da bi se postigao odgovarajuci
oporavak analita, ¢vrsti uzorci zahtijevaju pravilno rukovanje uzorkom prije ekstrakcije. Vrsta i
priroda uzorka odreduju broj i vrste koraka koji se moraju ukljuciti tokom postupka pripreme
uzorka. U prvom koraku uzorak se obi¢no homogenizuje, melje i mjeri. Da bi se obezbijedila
optimalna efikasnost ekstrakcije nepolarnih, ne(polu)isparljivih organskih jedinjenja, preporucuje
se da se ¢vrste matrice koje sadrze vodu, kao $to su zemljiste, biljna tkiva, hrana, sedimenti,
kanalizacioni mulj itd., osuSe sredstvom za susenje (npr. natrijum sulfat) prije Soxhlet ekstrakcije.
Prisustvo vode u uzorku moze smanjiti efikasnost ekstrakcije rastvaracem, Sto dovodi do niskog
izolovanja nepolarnih jedinjenja. Dodatno, jedinjenja rastvorljiva u vodi mogu se koekstrahovati.
U slucaju uzoraka koji sadrze masti ili druge nepolarne analite vezane za proteine, ugljene hidrate
i/ili minerale, hidroliza se mora sprovesti da bi se prekinule veze, $to Cini ciljne analite
nedostupnim za solubilizaciju. Stavise, kada uzorci sadrze mnogo jedinjenja rastvorljivih u vodi,
neophodna je prethodna ekstrakcija vodom pracena isusivanjem. Ove manipulacije su relativno
dugotrajne kada se mora tretirati serija ¢vrstih uzoraka, ali one izoluju analite iz test materijala sa
najboljim prinosom i najve¢om ¢istocom (Zygler i sar., 2012; Luque de Castro i Priego-Capote,
2010).

Na slici 16 nalazi se Sematski prikaz aparature po Soxhlet-u.. Mnogi parametri moraju biti uzeti u
obzir tokom optimizacije procesa ekstrakcije Soxhlet-a. Soxhlet tehnika obi¢no ne zahtijeva
specificne uslove za ekstrakciju, zbog ¢ega je najvazniji aspekt izbor odgovarajuceg rastvaraca za
ekstrakciju ciljnih analita. Posto izbor rastvaraca znacajno utie na efikasnost ekstrakcije, treba da
se zasniva na njegovoj sposobnosti da rastvori Zeljene materije bez uticaja na matricu uzorka.
Takode, neophodno je uzeti u obzir tip uzorka i jac¢inu interakcije analit-matrica. Vazan aspekt u
ovom pogledu je polaritet rastvaraa za ekstrakciju. Polaritet rastvaraca treba da bude sli¢an
polaritetu ciljnih analita. Ovaj uslov obezbjeduje dovoljan kontakt sa analitima, $to reguliSe
oporavak ekstrakcije. Soxhlet tehnika se obi¢no koristi za ekstrakciju vrijednih analita iz biljnog
materijala kao $to su lis¢e, korijenje, sjeme i stabljika (Zygler i sar., 2012; Luque de Castro i
Priego-Capote, 2010).
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Slika 16. Sematski dijagram Soxhlet aparature

1: magnet za mijesanje 2: stakleni balon (balon ne treba da bude prepunjen, a zapremina
rastvaraca u treba da bude oko 3 ili 4 puta vec¢a od zapremine Soxhlet komore) 3: destilacioni put
4: cijev 5: uzorak 6: vrh sifona 7: izlaz sifona 8: spojnica 9: kondenzator 10: ulaz rashladne vode

11: izlaz rashladne vode

(izvor: https://chembam.com/definitions/soxhlet-extractor/ )

Ova metoda je pogodna za biljni materijal koji je djelimi¢no rastvorljiv u izabranom rastvaracu i
za biljne materijale sa nerastvorljivim primjesama. Prednost je to sto se velika koli¢ina Zeljenih
supstanci moze ekstrahovati sa manjom koli¢inom rastvaraca. Takode se primjenjuje na biljne
materijale koji su toplotno stabilni. Nije potrebna filtracija, a moze se primijeniti velika koli¢ina
toplote. Nedostatak je to $to nije moguce konstantno mijesanje koje bi pospjesilo ekstrakciju, a i
metoda nije pogodna za termolabilne materijale (Krishnananda i sar., 2017; Azwanida 2015;
Pandey i Tripathi, 2014; James 2012; Majekodunmi 2015; Hossain i sar., 2014; Richardson i
Harborne, 1990).

2.5.2. Maceracija

Maceracija je ekstraktivna tehnika koja se izvodi na sobnoj temperaturi. Sastoji se od potapanja
biljke u te¢nost (voda, ulje, alkohol) na odredeno vrijeme, u zavisnosti od biljnog materijala i
tecnosti koja se koristi. Prije obrade, biljka mora biti dobro oprana i odvojena od stranog materijala
kao $to su gornji sloj zemlje, Sljunak ili kamenje, korov i materijali koji nisu pogodni za
ekstrakciju. Biljni materijal se moze koristiti svjez ili suv u zavisnosti od zeljenog proizvoda. Da
bi se povecao kontakt izmedu biljnog materijala koji se ekstrahuje i tenosti (rastvaraca), biljku je
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potrebno isje¢i na male komade. Komadi ne bi trebalo da budu preveliki, inace rastvara¢ ne¢e moci
da prodre u unutras$nje Celije. Takode, ne treba ih prevesti u prah, jer bi to dovelo do gubitka
isparljivih aktivnih sastojaka (esencijalnih ulja) sadrzanih u biljci, a i teSkog odvajanja biljnog
materijala od te¢nosti koja se koristi kada se maceracija zavrsSi. Rastvara¢ se mora izabrati na
osnovu hemijske prirode jedinjenja sadrzanih u biljci. Prilikom izbora rastvaraca treba uzeti u obzir
rastvorljivost ciljanih supstanci u njemu. Generalno, najcesce se koristi alkohol jer je u stanju da
ekstrahuje vec¢i deo molekula (aktivnih sastojaka) sadrzanih u biljci, uklju¢ujuéi molekule koji su
hidrofilni, rastvorljivi u vodi ili lipofilni i stoga rastvorljivi u ulju ili drugim organskim
rastvarac¢ima (Krishnananda i sar., 2017; Azwanida 2015; Pandey i Tripathi, 2014; James, 2012;
Majekodunmi 2015; Ujang i sar., 2013).

2.5.3. Digestija

Ovo je metoda ekstrakcije koja ukljucuje upotrebu umjerene toplote tokom procesa ekstrakcije.
Usitnjena droga se pomijeSa sa odgovaraju¢im rastvaracem, kao i kod maceracije, a zatim se
smjesa stavlja u vodeno kupatilo. Toplota se primjenjuje tokom procesa ekstrakcije da bi se
smanjio viskozitet rastvaraca za ekstrakciju i poboljsalo izolovanje sekundarnih metabolita.
(Richardson i Harborne, 1990; Pandey i Tripathi, 2014; Majekodunmi, 2015).

2.5.4. Ultrazvucéna ekstrakcija

Nedavno je potreba za povecanjem bioloske aktivnosti biljnih ekstrakata dovela do razvoja
nekonvencionalnih metoda ekstrakcije, kao S§to je ultrazvuc¢na ekstrakcija (UAE). Prema
dosadasnjim istrazivanjima, moze se zakljuCiti da je ovo tehnika pogodna za izolovanje
bioaktivnih jedinjenja iz biljaka. U jednom radu dokazana je velika efikasnost ekstrakcije Cetiri
derivata izoflavona iz soje primjenom UAE metode pri razli¢itim vremenima ekstrakcije i
kori§¢enim rastvara¢ima. Autori su otkrili da ultrazvuk mozZe poboljsati prinos ekstrakcije u
zavisnosti od upotrebe rastvaraca (Rostagno i sar., 2003). U drugom radu koris¢enjem
poluautomatske metode zasnovane na ultrazvuku ekstrahovana su fenolna jedinjenja kao $to su
rutin, naringin, naringenin, kvercetin, elaginska kiselina i kempferol iz jagoda (Herrera i Luque
De Castro, 2004). UAE na bazi jonske te¢nosti se smatra veoma efikasnim za ekstrakciju tri
alkaloida (vindolin, katarantin i vinblastin) iz Catharanthus roseus (Yang i sar., 2011).
Antocijanini i fenolna jedinjenja su ekstrahovani iz kore grozda koris¢enjem UAE i proces
ekstrakcije je optimizovan u odnosu na rastvara¢, temperaturu rastvaraca i vrijeme ekstrakcije
(Ghafoor i sar., 2011). Fenolkarboksilne kiseline, karnozinska kiselina i rozmarinska kiselina
ekstrahovane su iz listova biljke Rosmarinus officinalis tehnikom UAE na bazi jonske tecnosti za
koju se pokazalo da ima visoku efikasnost i krace vrijeme ekstrakcije bioaktivnih materija od
konvencionalnih metoda ekstrakcije (Zu i sar., 2012).
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Princip ultrazvuka se pripisuje fenomenu akusti¢ne kavitacije. Tokom procesa sonifikacije, kada
se zvucni talas sretne sa teCnim medijumom, stvaraju se uzduzni talasi, Cime se formiraju regioni
naizmjeni¢nih talasa kompresije i razredivanja (ekspanzije) indukovanih na molekulima medijuma
(slika 17). Proces ekspanzije stvara mjehuri¢e u te¢nosti i proizvodi negativan pritisak koji moze
da dostigne visoki lokalni pritisak do 50 MPa, intenzivno zagrijavanje do oko 5000 K i traje
nekoliko mikrosekundi. Vrijednost negativnog pritiska zavisi od prirode i Cistoce te¢nosti. Pri
konstantnom intenzitetu ultrazvuka uspostavlja se dinamicka ravnoteza izmedu formiranja i
unistenja mehuri¢a. Kada dode do implozije kavitacionih mjehuric¢a u blizini zidova celije, visoki
pritisak i temperatura stvaraju mikromlazeve i udarne talase usmjerene ka ¢vrstoj povrsini. Kao
rezultat, dolazi do pojaanog prodora rastvaraca u celije i intenziviranja prenosa mase. Ovi
mikromlaznici mogu u industrijskim procesima poboljsati ekstrakciju ciljnih jedinjenja iz biljnih
materijala; kavitacioni mjehur koji se stvara u blizini povrSine materijala biva uniSten tokom
ciklusa kompresije i stvara se mikromlaz usmjeren ka povrsini. Zbog toga se ¢elijski zidovi biljnog
matriksa uniStavaju i njegov sadrzaj se oslobada u medijum. Ultrazvuk karakteriSe njihova
frekvencija i talasna duzina. Amplituda ili intenzitet talasa je takode vazan parametar i koristi se
za klasifikaciju industrijske primjene (Angela i Meireles, 2008; Mason i sar., 2005; Rutkowska i
sar., 2017).

KOMPRESIJA KOMPRESIJA  KOMPRESWJA  KOMPRESIIA

AN NN_N_/
T T T T

EKSPANZIJA EKSPANZLIA EKSPANZIJA  EKSPANZIJA EKSPANZIJA

5.000°C
00 Qo =
FORMIRANJE IMPLOZIJA

MEHURICA RAST MEHURICA MEHURICA

Slika 17. Princip ultrazvuéne kavitacije (Drini¢, 2020)

Prednosti UAE u poredenju sa konvencionalnom tehnikom uklju¢uju smanjenje vremena
ekstrakcije, energije 1 upotrebe rastvaraca. Ultrazvucna energija za ekstrakciju takode omogucava
lako i efikasno mijesanje, brzi prenos energije, smanjene termicke gradijente i temperaturu
ekstrakcije, selektivnu ekstrakciju, manje kapacitete opreme, brzi odgovor na kontrolu procesa,
brzo pokretanje, povecanu proizvodnju i sl. Parametri koji se mogu optimizovati u UAE, a
povezani sa ultrazvuénom opremom, su: frekvencija, talasna duzina i amplituda talasa, ultrazvu¢na
snaga i intenzitet. Takode, temperatura, pritisak, vrijeme sonikacije, vrsta rastvaraca i sadrzaj vlage
u sirovini, stepen mljevenja i veli¢ina Cestica su odlucujuci faktori za postizanje efikasne i
efektivne ekstrakcije i treba ih uzeti u obzir. Pazljivo proucavanje ovih parametara je od velikog
znacaja za postizanje najveceg prinosa ekstrakcije (Angela i Meireles, 2008; Mason i sar., 2005;
Rutkowska i sar., 2017; Azmir i sar., 2013).

Povecanje temperature stvara porast pritiska pare i smanjenje viskoziteta i povrSinskog napona,
posto viSe para rastvaraca ulazi u Supljinu mjehuri¢a, smanjujué¢i razliku pritiska izmedu
unutras$njeg 1 spoljaSnjeg mjehuri¢a. U ekstrakciji, visa temperatura dovodi do vece efikasnosti
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zbog povecanja broja kavitacionih mjehuri¢a i veée povrsine kontakta ¢vrstog i rastvaraca.
Medutim, moguce je smanjenje prinosa ekstrakcije kako temperatura raste, posebno u slucaju
isparljivih jedinjenja. Dakle, optimizacija temperature se mora izvrsiti kako bi se dobio najveci
prinos ciljanih jedinjenja bez degradacije (Eskilsson i Bjorklund, 2000; Veggi i sar., 2013).

2.6. ANTIOKSIDATIVNA AKTIVNOST

2.6.1. Slobodni radikali

Molekul sa jednim ili viSe nesparenih elektrona u svojoj spoljasnjoj ljusci naziva se slobodni
radikal. Slobodni radikali se formiraju iz molekula kidanjem hemijske veze tako da svaki fragment
zadrzava jedan elektron, cijepanjem radikala da bi se dobio drugi radikal i takode putem redoks
reakcija (Bahoran i sar., 2007). U tabeli 3 navedena je podjela slobodnih radikala, a na slici 18
nacin njihovog nastanka.

Tabela 3. Podjela radikala (Stankovi¢, 2019)

Slobodni radikali Neradikalski oblik
Reaktivne kiseoni¢ne vrste (ROS)
superoksid anjon O, vodonik peroksid H,O2
hidroksi radikal OH hipobromna kiselina HOBr
hidroperoksidni radikal HO," hipohlorna kiselina HOCI
peroksi radikal ROy’ 0zon O3
alkoksi radikal RO’ singletni kiseonik ! O,
karbonatni radikal CO3 organski peroksid ROOH
ugljendioksidni radikal COy peroksinitrit ONOO

peroksinitritna kiselina ONOOH

Reaktive hloridne vrste (RCS)

atomski hlor CI° hipohlorna kiselina HOCI
nitril (nitronijum) hlorid NO:Cl
hloramini
Reaktivne azotne vrste (RNS)
azotmonoksidni radikal NO* azotasta kiselina HNO>
azotdioksidni radikal NO- nitrozo katjon NO*
peroksinitrit ONOO™ nitroksidni anjon NO

dinitrogen tetroksid N2Oa
dinitrogen trioksid N.O3
peroksinitrit ONOO
peroksinitritna kiselina ONOOH
nitronijum (nitril) katjon NO?*
alkilperoksinitrit ROONO
nitril (nitrinijum) hlorid NO,CI
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Bioloski slobodni radikali su stoga veoma nestabilni molekuli koji imaju dostupne elektrone da
reaguju sa razli¢itim organskim supstratima kao $to su lipidi, proteini, DNK. Kada celije koriste
kiseonik za stvaranje energije, slobodni radikali se stvaraju kao posledica proizvodnje ATP
(adenozin trifosfata) u mitohondrijama (Genestra, 2007).

Nastanak slobodnih radikala

C U U

Normalan Gubitak Slobodni
atom kiseonika elektrona radikal

Slika 18. Nastanak slobodnih radikala

(izvor: https://www.innventa-pharm.com/wp-content/uploads/2016/12/6.png)

Slobodni radikali igraju dvostruku ulogu i kao toksi¢na i korisna jedinjenja. Delikatna ravnoteza
izmedu njihova dva antagonisticka dejstva je ocigledno veoma vazan aspekt zivota. Na niskim ili
umjerenim nivoima, reaktivne vrste kiseonika (ROS) i reaktivne vrste azota (RNS) imaju
blagotvorne efekte na ¢elijske odgovore i imunolosku funkciju. U visokim koncentracijama, oni
stvaraju oksidativni stres (slika 19), tj. proces koji moze ostetiti sve ¢elijske strukture (Bahoran i
sar., 2007; Genestra, 2007; Valko i sar., 2004).

, CELIJA NAPADNUTA SLOBODNIM CELLJA POD OKSIDATIVNIM
ZDRAVA CELUA RADIKALIMA STRESOM

Slika 19. Oksidativni stres
(izvor: http://prirodnilek.com/wp-content/uploads/2015/02/free-radicals.jpq)
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Oksidativni stres igra veliku ulogu u nastanku hroni¢nih i degenerativnih oboljenja kao $to su rak,
artritis, starenje, autoimuni poremecaji, kardiovaskularne i neurodegenerativne bolesti. Ljudsko
tijelo ima nekoliko mehanizama za suprotstavljanje oksidativnom stresu tako S$to Kkoristi
antioksidanse, koji se ili prirodno proizvode in situ, ili se snabdjeva spolja putem hrane i/ili
suplemenata. Endogeni i egzogeni antioksidansi deluju kao ,,hvataci slobodnih radikala* tako Sto
sprjecavaju i popravljaju ostecenja izazvana ROS i RNS, i stoga mogu poboljsati imunolosku
odbranu i smanjiti rizik od raka i degenerativnih bolesti (Valko i sar., 2006; Valko i sar., 2005;
Parthasarathy i sar., 1999; Frei, 1954; Chatterjee i sar., 2007).

Formiranje ROS i RNS moze se desiti u ¢elijama na dva nacina: enzimskim i neenzimskim
reakcijama. Enzimske reakcije koje stvaraju slobodne radikale su one koje ukljucuju respiratorni
lanac, fagocitozu, sintezu prostaglandina i sistem citohroma Paso (Bahoran i sar., 2007; Genestra
2007; Valko i sar., 2004). Na primjer, superoksid anjonski radikal (O2"") se generiSe preko nekoliko
sistema celijskih oksidaza kao §to su NADPH oksidaza, ksantin oksidaza, peroksidaze. Jednom
formiran, u€estvuje u nekoliko reakcija koje daju razlic¢ite ROS 1 RNS kao §to su vodonik peroksid,
hidroksilni radikal (OH®), peroksinitrit (ONOO"), hipohlorna kiselina (HOCI), itd. H.O;
(neradikal) nastaje djelovanjem nekoliko enzima oksidaze, ukljuc¢ujuci aminokiselinsku oksidazu
i ksantin oksidazu. Ksantin oksidaza katalizuje oksidaciju hipoksantina u ksantin, a ksantina u
mokra¢nu kiselinu. Hidroksilni radikal (OH"), najreaktivniji slobodni radikal in vivo, nastaje
reakcijom O~ sa H2O. u prisustvu Fe?* ili Cu* (katalizator). Ova reakcija je poznata kao
Fentonova reakcija. Hipohlornu kiselinu (HOCI) proizvodi enzim mijeloperoksidazu koji potice
od neutrofila i oksidise hloridne jone u prisustvu H2O,. Radikal azot-oksida (NO") nastaje u
bioloskim tkivima oksidacijom L-arginina u citrulin pomocu sinteze azot-oksida (Genestra, 2007;
Valko i sar., 2004).

Slobodni radikali se mogu proizvesti iz neenzimskih reakcija kiseonika sa organskim jedinjenjima,
kao i onih iniciranih jonizuju¢im zra¢enjem. Neenzimski proces se takode moze javiti tokom
oksidativne fosforilacije (tj. aerobnog disanja) u mitohondrijama (Genestra 2007; Valko i sar.,
2007; Droge 2002).

ROS i RNS se generiSu iz endogenih ili egzogenih izvora (Slika 13). Endogeni slobodni radikali
nastaju usljed aktivacije imunih celija, upale, mentalnog stresa, prekomjernog vjezbanja, infekcije,
tumora, starenja. Egzogeni ROS/RNS su rezultat zagadenja vazduha 1 vode, dima cigareta,
alkohola, teskih ili prelaznih metala (Cd, Hg, Pb, Fe, As), odredenih lijekova (ciklosporin,
takrolimus, gentamicin, bleomicin), industrijskih rastvaraca, kuvanja mesa, koris¢eno ulje, mast,
zraCenje. Nakon prodiranja u tijelo razli¢itim putevima, ova egzogena jedinjenja se razlazu ili
metaboli$u u slobodne radikale (Valko i sar., 2007; Valko i sar., 2006; Frei, 1954).

29



2.6.2. Antioksidativni process

Antioksidans Slobodni radikal

Slika 20. Dejstvo antioksidansa

(izvor: http://www.activehydrogenproducts.com/wp-content/uploads/2016/09/H2-napada-
Slobodni-radikal.jpg)

Kada antioksidans unisti slobodne radikale, sam ovaj antioksidans postaje oksidovan (slika 20).
Zbog toga se antioksidativni resursi moraju stalno obnavljati u tijelu. Dakle, dok je u jednom
odredenom sistemu antioksidans efikasan protiv slobodnih radikala, u drugim sistemima isti
antioksidans moze postati neefikasan. Takode, u odredenim okolnostima, antioksidans moze
djelovati ¢ak i kao prooksidant, npr. moze da generise toksi¢éni ROS/RNS (Cheraskin, 1996).

Antioksidansi se mogu podijeliti prema prisutnosti u organizmu na egzogene i endogene
antioksidanse. Egzogeni antioksidansi se u organizam unose hranom. Najveci izvor egzogenih
antioksidansa su svjeze voce i povrée, meso, mlijecni proizvodi i dodaci prehrani s vitaminom C i
E, flavonoidima 1 B-karotenima. Endogeni antioksidansi nastaju u organizmu ¢ovjeka kao produkti
metabolizma zivih organizama. Mogu se unijeti u organizam i hranom, najznacajniji Su
superoksid-dismutaza, koenzim Q10, glutation peroksidaza, te katalaza (Blazevi¢, 2020).

Antioksidativni proces moze da funkcioniSe na jedan od dva nacina: prekid lanca ili prevencija.
Za prekid lanca, kada radikal oslobodi ili ukrade elektron, formira se drugi radikal. Posljednji vrsi
isto dejstvo na drugi molekul i nastavlja se sve dok se formirani slobodni radikal ne stabilizuje
antioksidansom koji prekida lanac (vitamin C, E, karotenoidi, itd.), ili se jednostavno ne raspadne
u neskodljiv proizvod. Klasi¢an primjer takve lancane reakcije je lipidna peroksidacija.
Preventivno, antioksidativni enzim poput superoksid dismutaze, katalaze i glutation peroksidaze
moze sprijeciti oksidaciju smanjenjem brzine iniciranja lanca, na primjer, uklanjanjem slobodnih
radikala koji iniciraju ili stabilizacijom radikala prelaznih metala kao Sto su bakar i gvozde
(Cheraskin, 1996).
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2.7. ANTIMIKROBNA AKTIVNOST

Danas, uprkos naprednim strogim higijenskim propisima i mjerama opreza, infekcije i trovanja
hranom mogu predstavljati prijetnju po ljudsko zdravlje. Jedan od razloga za to je taj Sto patogene
bakterije imaju zastitne mehanizme ili otpornost na stare i nove formulacije antibiotika. Zato mogu
izazvati ozbiljne infekcije koje se prenose hranom, koje su u mnogim slu¢ajevima fatalne. Prema
statistikama, posljednjih godina se javilo viSe zaraznih bolesti, a povecan je i broj patogenih
bakterija i gljivica. Upotreba razli¢itih prirodnih antimikrobnih komponenti biljnog porijekla i
njihovih kombinacija protiv razli¢itih patogena moze biti bolje rjeSenje za ovaj problem u
poredenju sa sinteti¢kim aditivima (Hussein i sar., 2020).

Tradicionalno, sirovi ekstrakti razlic¢itih djelova ljekovitog bilja, ukljucujuci korijen, stabljiku,
cvijet, voce i grancice, bili su Siroko korisc¢eni za lijecenje nekih ljudskih bolesti (Khan i sar.,
2013). Ljekovite biljke sadrze nekoliko fitokemikalija kao Sto su flavonoidi, alkaloidi, tanini i
terpenoidi, koji posjeduju antimikrobna svojstva (Talib i Mahasneh, 2010). Antimikrobna
aktivnost nekih biljnih vrsta je Siroko istrazena. Tako na primjer, i ekstrakti cimeta, bijelog luka,
bosiljka, karija, dumbira, zalfije 1 drugih biljaka pokazuju antimikrobna svojstva protiv Sirokog
spektra gram-pozitivnih i gram-negativnih bakterija (Alzoreky i Nakahara, 2003; Castro i sar.,
2008).

Antimikrobna aktivnost se moze definisati kao zbirni naziv za sve aktivne principe (agense) koji
inhibiraju rast bakterija, spreCavaju stvaranje kolonija mikroba 1 mogu unistiti mikroorganizme. U
oblasti antimikrobne zavr$ne obrade, koriste se mnogi uobi¢ajeni izrazi ukljucujuci antibakterijski,
baktericidni, bakteriostatski, fungicidni, fungistaticki, biocidni 1 biostatiCki. Antimikrobna
aktivnost se odnosi na situaciju u kojoj aktivni agens negativno uti¢e na vitalnost
mikroorganizama. Ako aktivni agens utiCe samo na bakterije ili gljivice, to se naziva
antibakterijsko ili antimikoti¢no delovanje, respektivno. Stepen efekta se oznacava sa -cidalnim
(ili smrtonosnim) gdje postoji znac¢ajna germicidna aktivnost ili -statickim gde aktivna supstanca
sluzi da inhibira rast bakterija. Shodno tome, termin bakteriostatski se odnosi na agens, koji
privremeno inhibira rast specificne bakterijske populacije bez uniStavanja ove populacije ili bez
mogucnosti da se bakterija umnozava u bilo kojoj znac¢ajnoj mjeri. Autori dodaju da jo$ uvek ne
postoji univerzalno prihvacena definicija §ta predstavlja znacajan rast ili smanjenje kolonije
bakterija. Idealni zahtev za biostazu je da definisana bakterijska populacija ostane konstantna u
smislu svoje veli¢ine. U praksi, medutim, ovo je izuzetno rijetko jer su vitalni bioloski sistemi u
osjetljivoj dinamickoj ravnotezi i reaguju na svaku promjenu u svom zivotnom sistemu bilo rastom
ili umiranjem (Elmogahzy, 2020).

Antibakterijskoj aktivnosti agensa se uglavnom pripisuju dva mehanizma, koji ukljuc¢uju hemijsko
ometanje sinteze ili funkcije vitalnih komponenti bakterija, i/ili zaobilazenje konvencionalnih
mehanizama antibakterijske rezistencije. Slika 21 prikazuje ove mehanizme i kao §to se moze
primijetiti, postoji viSe meta za antibakterijske agense koji obuhvataju (I) biosintezu bakterijskog
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proteina (I1) biosintezu ¢elijskog zida bakterija (III) uniStavanje membrane bakterijske celije (I1V)
replikaciju i popravku bakterijske DNK, i (V) inhibiciju metabolickog puta. Pored toga, bakterije
mogu pokazati otpornost na antibakterijske agense kroz razli¢ite mehanizme. Neke bakterijske
vrste su urodeno otporne na jednu ili vise klasa antimikrobnih agenasa. U ovim sluc¢ajevima, svi
sojevi te bakterijske vrste pokazuju otpornost na sve pripadnike tih antibakterijskih klasa. Glavna
zabrinutost je da bakterije sti¢u otpornost, gdje prvobitno osjetljive bakterijske populacije postaju
otporne na antibakterijski agens (Tenover, 2006).
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Slika 21. Mehanizmi antibakterijske aktivnosti (Khameneh i sar., 2019)
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Jedan od klju¢nih faktora u pronalaZenju rjeSenja za usporavanje razvoja rezistentnosti na
antibiotike je poznavanje mehanizama antibakterijske rezistencije (Walch, 2000), koji uglavnom
ukljucuju aktivaciju efluks pumpe, uniStavanje antibakterijskih agenasa putem enzima razaranja,
modifikacija antibiotika pomoc¢u modifikovanih enzima i promjena ciljnih struktura u bakteriji

koje imaju manji afinitet za antibakterijsko prepoznavanje (Khameneh i sar., 2016).

2.7.1. Mehanizmi delovanja antibakterijskih sredstava

2.7.1.1.

Biosinteza bakterijskih proteina

Postoji veliki broj koraka, na molekularnom nivou, koji su ukljuceni u inicijaciju, elongaciju i
zavrSetak sastavljanja proteina od strane bakterijskog ribozoma. Stoga je inhibicija sinteze proteina
ciljanjem na ribozomske podjedinice efikasan pristup u borbi protiv bakterijskih infekcija (Walsh,

2003).
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2.7.1.2.  Biosinteza ¢elijskog zida

Sloj ¢elijskog zida bakterije je dokazana meta za antibakterijske agense, koji se sastoji od mreze
peptidnih i glikanskih lanaca koji su medusobno kovalentno umrezeni i mogu obezbijediti vecu
mehanicku ¢vrstocu. Postoje dva tipa enzima koji imaju kriticnu ulogu u formiranju ovog sloja,
koji ukljucuju transglikozilaze i transpeptidaze. Ovi bifunkcionalni enzimi su pogodne mete za
baktericidne antibiotike ukljucujuéi peniciline i cefalosporine. Takode je primije¢eno da porodica
glikopeptidnih antibiotika, kao $to je vankomicin, cilja na sloj peptidoglikana unutar sklopa
¢elijskog zida na drugi nacin. Ovi antibiotici su u stanju da vezu peptidni supstrat sloja
peptidoglikana i na taj naéin sprijee nastanak reakcije sa enzimima. Medutim, ukupan efekat je
prili¢no sli¢an, §to smanjuje unakrsno povezivanje peptidoglikana i posljedi¢no slabi ¢elijski zid
(Schneider i Sahl, 2010).

Filamentni temperaturno osjetljiv mutant Z (FtsZ) je prvi protein koji se kre¢e ka mjestu diobe
tokom procesa deobe ¢elije. Ovaj protein je neophodan za aktiviranje drugih proteina koji na kraju
proizvode novi celijski zid izmedu bakterijskih celija koje se dijele. Do sada je jedan od
obecavajucih pristupa u cilju suzbijanja bakterijskih infekcija bio postupak ciljanja na inhibiciju
diobe bakterijskih celija, koji se sprovodi kontrolom FtsZ funkcionalnosti (Cho i sar., 2014).

2.7.1.3.  Inhibicija sinteze nukleinskih kiselina

DNK giraza je poznata kao enzim koji je odgovoran za izvodenje uvijanja i odmotavanja
bakterijske DNK i replikacije DNK. Ovaj enzim je neophodan za postupke sinteze, replikacije,

popravke i transkripcije i stoga se giraza moze smatrati finom metom za antibakterijske agense i
antibiotike (Maxwell, 1999).

2.7.1.4.  Unistavanje bakterijske membrane

Razli¢iti antibiotici, kao S§to su polimiksini, mogu da se vezu za lipidnu komponentu A
lipopolisaharida (slika 22) i stoga mogu izazvati strukturne promjene putem razmjene fosfolipida
koje bi rezultirale osmotskom neravnotezom i kona¢no brzom smréu bakterija (Tenover, 2006).
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Slika 22. Sastavni delovi strukture lipopolisaharida (Batini¢, 2017)

Destrukcija membrane bakterijske celije je ispitana od davnina, $to je ukljucivalo ¢ak i druga
hemijska jedinjenja kao $to su lokalni anestetici ili dezinfekciona sredstva. UniStavanje spoljasnje
membrane, citoplazmatske membrane i energetski metabolizam ¢elija moze izazvati gubitak
permeabilnosti, curenje intracelularnih sastojaka, pa ¢ak i koagulaciju citoplazme (Fazly Bazaz i
sar., 1983; McBain i sar., 2003).
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3. EKSPERIMENTALNI DIO
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3.1. MATERIJAL | METODE

3.1.1. Materijal

Materijal koris¢en u eksperimentalnom dijelu ovog rada je duvanska prasina. Ovaj duvanski otpad
sakupljen je uredajima za otprasivanje pri izradi cigareta u fabrici Novi Duvanski Kombinat,
Podgorica, 2021. godine. Nakon sakupljanja materijal je ¢uvan u neprovidnim kesama i
kartonskim kutijama, kako bi se sprijecio uticaj spoljasnje sredine. Odreden je stepen usitnjenosti,
pri ¢emu je za prosijavanje biljnog materijala koriscen set sita ERWEKA (3mm, 2mm, 1mm,
0,2mm i 0,Imm). Stepen usitnjenosti utvrden je pomocu veli¢ine srednjeg precnika Cestica (d),
koji se dobija primjenom sljedeceg izraza:

100 _ mi
T
Gdje je: mi — maseni procenat i-te frakcije, di — precnik otvora sita.

Takode, odreden je sadrzaj vlage biljnog materijala pomoc¢u Borgwaldt F21 pec¢i (slika 23). Ovaj
uredaj primjenjuje metodu direktnog mjerenja zasnovanu na razlici u tezini izmedu vlaznog i
osusenog uzorka. Uzorak se susi strujom toplog vazduha u zatvorenom sistemu. Postoje
temperaturni senzori iznad i ispod posude za duvan koji se koriste za odredivanje stvarne
temperature u okviru uzorka. 100 g duvanske prasSine je izmjereno na integrisanoj vagi i suseno 9
minuta na temperaturi od 116°C.

Slika 23. Borgwaldt F21 pe¢ za odredivanje sadrzaja vlage (autor: Marusi¢ A.)
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3.1.2. Metode

3.1.2.1. Ekstrakcija bioaktivnih materijala

Reagensi

- Etanol 96%
- Etanol 70%

Primijenjene su razlicite metode ektrakcije (maceracija, digestija, ultrazvu¢na i Soxhlet
ekstrakcija) kako bi se ustanovilo koja metoda je najefikasnija za izolovanje bioaktivnih materija
iz duvanskog otpada, tj. kojom metodom se dobija ekstrakt sa najvisim sadrzajem fenola i
flavonoida.

Za Soxhlet ekstrakciju 50g usitnjene droge rastvoreno je u 250 ml 96% etanola. Koris¢ena
aparatura prikazana je na slici 24. Soxhlet ekstraktor napravljen je od stakla. Sastoji se od balona
sa okruglim dnom, komore za ekstrakciju, sifonske cijevi i kondenzatora na vrhu. OsuSeni,
samljeveni i fino usitnjeni biljni materijal stavlja se u poroznu vrec¢u (¢auru) safinjenu od Ciste
tkanine ili ¢vrstog filter papira i dobro se zatvara. Rastvara¢ za ekstrakciju Se sipa u donji balon, a
zatim Caura u komoru za ekstrakciju. Rastvara¢ se zatim zagrijeva iz donje boce, isparava i prolazi
kroz kondenzator gdje se kondenzuje i oti¢e do komore za ekstrakciju i ekstrahuje drogu dolaskom
u kontakt sa njom. Shodno tome, kada nivo rastvarac¢a u komori za ekstrakciju dostigne vrh sifona,
rastvarac i ekstrahovani biljni materijal se vra¢aju u balon. Cijeli proces se nastavlja vise puta dok
se droga potpuno ne ekstrahuje- tacka kada rastvarac koji tece iz ekstrakcione komore ne ostavlja
nikakav ostatak za sobom. Postupak je ponovljen Cetiri puta, a ekstrakt je dobijen nakon 53 minuta.

Slika 24. Soxhlet aparatura koris¢ena pri radu (autor: Marusi¢ A.)
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Za ostala tri nacina ekstrakcije po 5 grama uzorka rastvoreno je u 100 ml 70% etanola.

Maceracija je izvodena na sobnoj temperaturi, digestija na temperaturi od 50°C, uz mijesanje, a
ultrazvucna ekstrakcija na 50°C sa frekvencijom od 50 KHz u ultrazvu¢nom vodenom kupatilu
(VIMS elektrik Srbija) prikazanom na slici 25.

Slika 25. Ultrazvucno kupatilo kori§éeno pri radu (autor: Marusi¢ A.)

Dobijeni ekstrakti su zatim pofiltrirani kroz Whatman filter papire i satuvani u frizideru do analize.

3.1.2.2. Odredivanje sadrzaja ukupnih fenola

Reagensi

Destilovana voda

Etanol 96%

Folin-Ciocalteu reagens

20% rastvor natrijum karbonata (Na2COz)

o U 800 ml vrele destilovane vode rastvori se 200 g natrijum karbonata i nakon
hladenja dopuni do 1000 ml hladnom destilovanom vodom. Posle 24h na sobnoj
temperaturi rastvor se profiltrira.

Galna kiselina (C7HOs)

o U 10 ml 96% etanola rastvori se 0,5 g galne kiseline, kvantitativho prenese u

normalni sud i dopuni destilovanom vodom do 100 ml.
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Postupak

Ukupni fenoli odredeni su spektrofotometrijskom metodom Folin-Ciocalte (Singleton i sar., 1965)
sa odredenim modifikacijama, koja se zasniva na oksidaciji fenolnih grupa dodatkom Folin-
Ciocalte reagensa i formiranju obojenih proizvoda. Dodavanjem smjese molibdofosfatnih i
volframfosfatnih anjona fenolne grupe se oksiduju u hinon, a ovi anjoni se redukuju. Redukovan
Folin-Ciocalteu reagens ima stabilnu plavu boju, a neredukovan Zutu (slika 26). Mjeri se intenzitet
boje u odnosu na slijepu probu koja ne sadrzi uzorak (Gotal, 2020).

o OH o) o o} o
Y X X
AR Na,CO N 2wt TN Sap 60y 17 '
[ ’1 - J‘ ’l J ]\ +2 [PM4 Ma 040] +2H
HO ™ "OH HO™ ™Y "OH 0"y oH
OH OH O
M=MoorW
(a)
A =785 nm
Yellow Blue
(b)

Slika 26. Reakcija izmedu fenolnih jedinjenja i derivata fosfovolframne i fosfomolibdinske
kiseline u alkalnoj sredini, koja rezultira stvaranjem plave boje metodom Folin—Ciocalteu (a);
Varijacija boje primijecena u testu (b). (Munteanu i Apetrei, 2021)

U staklenu epruvetu redom dodaje se 20 puL razblazenog uzorka, 100 pl Folinovog reagensa, 300
ul 20 %-tnog natrijum karbonata, zatim 1580 pL destilovane vode.

Slijepa proba napravljena je mijeSanjem 100 pL Folinovog reagensa, 300 pl natrijum karbonata 1
1600 pl destilovane vode.

Uzorci se uethodno zagrijanom vodenom kupatilu inkubiraju 30 min na 40°C , nakon cega se
mjeri apsorbancija spektrofotometrom na 765 nm. Rezultati se izra¢unavaju prema kalibracionoj
krivoj galne kiseline i izrazavaju kao mg ekvivalenata galne kiseline po g suve materije.

Kalibraciona kriva galne kiseline

Razblazivanjem standardnog rastvora prave se rastvori galne kiseline koncentracije od 50 do 500
mg/l. U reakcionu smjeu umjesto uzorka sipaju se dobijeni rastvori razli¢itih koncentracija, a zatim
se odreduju apsorbance spektrofotometrijski pri talasnoj duzini od 765 nm uz slijepu probu koja
umjesto galne kiseline sadrzi destilovanu vodu. U tabeli 4 prikazane su dobijene vrijednosti
apsorbanci.
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Tabela 4. Vrijednosti apsorbanci galne kiseline razli¢itih koncentracija

C A

25 0.057
50 0.124
100 0.246
150 0.361
200 0.502
250 0.596

Prema dobijenim vrijednostima crta se kalibraciona kriva i pomoc¢u Microsoft Office Excel-a
dobija se jednacina kalibracione krive na osnovu koje se izraCunavaju rezultati.

. . . . y =0,0024x + 0,0012
Kalibraciona kriva za ekvivalent galne R% - 0,9081

A (765 nm)
o o 0o o o o ©
= N w ~ (6] (o)) ~

o

0 50 100 150 200 250 300
C(mg/L)

Grafik 1. Kalibraciona kriva za ekvivalent galne kiseline

y =0.0024x + 0.0012
R?=0.9981

Gdje je: Y- apsorbanca uzorka (765nm), x- koncentracija galne kiseline (mg/l), R2- koeficijent
determinacije

3.1.2.3. Odredivanje sadrzaja ukupnih flavonoida

Reagensi

- 2% rastvor aluminijum hlorida (AICl3)
- Kvercetin
o U 1ml metanola rastvori se 0,005¢g kvercetina
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Postupak

Sadrzaj ukupnih flavonoida u ekstraktima odreden je modifikovanom spektrofotometrijskom
metodom (Marinova i sar., 2005) sa aluminijum(ll1)-hloridom. Metoda se zasniva na sposobnosti
flavonoida da kompleksiraju jone metala (slika 27), pri ¢emu boja rastvora prelazi iz zute u zuto-
zelenu. Odreden je udio flavonoida u uzorcima u odnosu na slijepu probu mjerenjem na talasnoj
duzini od 420 nm (Marinova i sar., 2005).

Slika 27. Reakcija formiranja kompleksa izmedu flavonoida i aluminijuma (Guntarti i sar., 2017)

U staklenu epruvetu dodaje se 1.2 mL razblazenog uzorkai 1.2 ml 2% rastvora aluminijum hlorida.
Kao slijepa proba koristi se rastvara¢ upotrijebljen pri ekstrakciji.

Uzorci se inkubiraju 60 min na sobnoj temperaturi, nakon ¢ega se mjeri apsorbancija
spektrofotometrom na 420 nm. Rezultati se izracunavaju prema kalibracionoj krivoj kvercetina i
izrazavaju kao mg ekvivalenata kvercetina po g suve materije.

Tabela 5. Vrijednosti apsorbanci kvercetina razli¢itih koncentracija

C A

5 0.323
50 1.168
100 1.768
150 2.92
180 2.94

Prema dobijenim vrijednostima (tabela 5) crta se kalibraciona kriva kao u slucaju polifenola i
pomoc¢u Microsoft Office Excel-a programa dobija se jednacina kalibracione krive na osnovu
koje se izracunavaju rezultati.
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Grafik 2. Kalibraciona kriva za ekvivalent kvercetina

y = 0.0157x + 0.3033
R2 = 0.9756

Gdje je: Y- apsorbanca uzorka (420nm), x- koncentracija kvercetina (mg/l), R?- koeficijent
determinacije

3.1.2.4. Odredivanje antioksidativne aktivnosti DPPH metodom

Reagensi

- 70% etanol
- 0.2 mM rastvor DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil)
o 0.008g DPPH praha rastvori se u 100 ml etanola

Postupak

DPPH test je najrasprostranjenija metoda za ispitivanje antioksidativne aktivnosti mnogih
prirodnih antioksidanasa. DPPH" je stabilan slobodni radikal zbog delokalizacije nesparenog
elektrona u cijelom molekulu, tako da molekuli ne dimerizuju, kao sto bi to bio slu¢aj sa ostalim
vrstama slobodnih radikala. Ovaj molekul ima tamnoljubicastu boju, koja se karakterise
apsorbancijom u etanolnom rastvoru na 515-517 nm. Kada antioksidans reaguje sa DPPH’, u
prisustvu vodonika kao donora elektrona, ovaj radikal se redukuje u DPPH i posljedica toga je
apsorpcija na manjim talasnim duzinama nego DPPH". Pritom dolazi do nestanka ljubicaste boje,
Sto je proporcionalno prisutnim elektronima- veci stepen obezbojavanja oznac¢ava vecu redukcionu
sposobnost (slika 28) (Vitkovi¢, 2017).
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Slika 28. Mehanizmi uklanjanja DPPH antioksidansom (AH). (Munteanu i Apetrei, 2021)

Odredivanje procenta aktivnosti uklanjanja radikala DPPH izvrSeno je tako Sto je 0,5 ml svezeg
rastvora DPPH pomesSano sa 1,2 mL uzorka. Posle 30 minuta u mraku, apsorbanca je odredena na
517 nm. Odredivanje se izraZzava kao % aktivnosti vezivanja (% DPPH). Mo¢ uklanjanja slobodnih
radikala (RSA) izracunava se prema jednacini:

(ADPPH + AB) — AS

9% DPPH aktivnost = ADPPH x 100

Gdje: Aprpr- apsorbanca kontrole (umesto uzorka dodat je etanol), Ag- apsorbanca uzorka, gde je
umjesto DPPH dodat etanol, As- apsorbanca uzorka pomesanog sa DPPH rastvorom.

Za interpretaciju podataka koris¢ena je polovina maksimalne inhibitorne koncentracije 1Cso
(mg/ml), definisana kao koncentracija ekstrakta koja postize uklanjanje 50% DPPHe .
Odgovarajuca vrednost ICsp je izracunata interpolacijom grafika zasnovanog na modelu linearne
regresije. Koncentracije uzoraka su iscrtane na apscisi, a srednje vrijednosti aktivnosti uklanjanja
radikala DPPH (%) izraunate jednacinom na ordinati.

Vece vrijednosti ICso ukazuju na to da uzorak ima manji antioksidativni potencijal, i obrnuto
(Munteanu i Apetrei, 2021).
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3.1.2.5. Odredivanje antimikrobne aktivosti mikrodilucionom metodom

Shodno literaturnim podacimam, a i dobijenim rezultatima koji ukazuju na veéu efikasnost
ultrazvuéne u odnosu na ostale primijenjene metode ekstracije, koje spadaju u grupu
konvencionalnih, za ispitivanje antimikrobne aktivnosti koris¢en je ekstrakt dobijen ovom
tehnikom izolovanja. Primijenjena je mikrodiluciona metoda na mikrotitracionim plo¢ama sa 96
kanali¢a pri ¢emu je kao indikator koriS¢en resazurin. Aktivne bakterijske celije redukuju
nefluorescentni resazurin (plavi) u fluorescentni resorufin (ruzicasti) kao §to je prikazano na slici
29, dajuci direktnu kvantifikativnu mjeru metaboli¢ke aktivnosti bakterija. (O’Brien i sar., 2000).

Zive bakterijske celije

{ T
o \
n.‘o'\Cro Z 0 Na' 0’ 0 0
T 19001
S \" 2 -
Resazurin- Plava Resorufin- Pink

Slika 29. Dejstvo bakterije na resazurin (Elshikh i sar., 2016)

Ispitano je dejstvo ekstrakata duvanske praSine dobijenih ultrazvuénom metodom ekstrakcije na
bakterijske kulture koje su navedene u tabeli 6. KoriS¢ene su gram-pozitivne i gram-negativne
bakterije kako bi se ispitala potencijalna selektivost. Upotrijebljeni sojevi pripadaju American
Type Culture Collection Maryland (ATSS).

Tabela 6. Ispitivane bakterijske kulture

Bakterijska kultura

Gram- pozitivne Gram-negativne
Oznaka Mikroorganizam Oznaka Mikroorganizam

ATCC 6057 Enterococcus faecium ATCC 9027 Pseudomonas aeruginosa

ATCC 6538 Staphylococcus aureus ATCC 13883 Klebsiella pneumoniae

ATCC 6633 Bacillus spizizenii ATCC 13076 Salmonella enteritidis

ATCC 29212 Enterococcus faecalis ATCC 25933 Proteus mirabilis
ATCC 25922 Escherichia coli
ATCC 13048 Klebsiella aerogenes
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Postupak

U svih 96 kanali¢a pomocu viSekanalne mikropipete sipano je po 200 pl Nutrient broth hranljivog
medijuma (pripremljenog rastvaranjem 8g supstance u 1000 ml destilovane vode i sterilisanog 15
minuta u autoklavu na 121 °C).

Prvi red sluzi za provjeru bakterijske aktivnosti, tj. predstavlja pozitivnu kontrolu koja ¢e sadrzati
samo hranljivi medijum i kulturu.

U drugi red dodato je po 100 ul 96% etanola i on predstavlja negativnu kontrolu koja sluzi za
provjeru rezistentnosti bakterija na primijenjeni rastvara¢ prilikom ekstrakcije.

U tre¢i red sipano je po 100 pl uzorka pretodno inkubirnog 24h na 37 °C. Pomocu viSekanalne
mikropipete sadrzaj je promijeSan nekoliko puta i izvrSena je dilucija tako §to je po 100 pl prenijeto
u naredni red i postupak ponavljen sve do kraja mikrotitarske ploce (Slika 30 (a)).

(a) (b)
Slika 30. Mikrotitarska ploca (a) prije dodatka (b) nakon dodatka resazurina (autor: Marusic¢ A.)

Nakon izvr§enog razblaZenja, u svaki kanali¢ dodato je po 30 pl prethodno zasijane bakterijske
vrste. Mikrotitarske ploCe su inkubirane 24h na 37 °C, zatim je sipano po 20 pl indikatora
(resazurina) kao §to je prikazano na slici 30 (b) i plo¢e su vracene na inkubaciju jo§ 12h, nakon
cega su oCitavani rezultati.

Promjena boje pracena je vizuelno i na ovaj nacin odredena je minimalna inhibitorna koncentracija
(MIC), koja je klju¢ni indikator sposobnosti antimikrobnog agensa, definisana kao minimalna
koncentracija (mg I) pri kojoj je onemogucen vidljiv rast bakterija.
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4. REZULTATI | DISKUSIJA

Predmet ovog rada je ispitivanje i kvanititativno odredivanje ukupnih fenola i flavonoida u
ekstraktima duvanske prasine nastale u fabrici sekundarne obrade duvana u Crnoj Gori,
pronalazenje optimalne metode ekstrakcije bioaktivnih komponenti iz duvanskog otpada
poredenjem dobijenih rezultata o sadrzaju ukupnih fenola, flavonoida ekstrakata dobijenih
primjenom razlicitih tehnika i dokazivanje njihovog antioksidativnog i antimikrobnog dejstva.

Dobijeni srednji pre¢nik Cestica duvanske prsine koriS¢ene u radu iznosi 0,12 mm, a vlaga ovog
biljnog materijala 5,62% (slika 31).

i
e

Slika 31. Vlaga kori$¢enog duvanskog otpada (autor: Marusi¢ A.)

4.1. Sadrzaj ukupnih fenola u duvanskoj prasini

Fenoli predstavljaju biljne komponente sa polihidroksilnim grupama, koje su Siroko
rasprostranjene u biljnom tkivu i koje se obi¢no koriste kao antioksidansi u ljudskoj ishrani zbog
sposobnosti uklanjanja reaktivnih radikala kiseonika (ROS). Sadrzaj ukupnih fenola u ekstraktima
duvanske prasine dobijenim primjenom cetiri razli¢ita nacina ekstrakcije odredivan je u tri
ponavljanja, rezultati su izrazeni kao srednja vrijednost i predstavljeni na slici 32.
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Slika 32. Sadrzaj ukupnih fenola u uzorcima dobijenim primjenom razli¢itih metoda ekstrakcije
(autor: Marusi¢ A.)

Najveca koli¢ina ukupnih fenola pronadena je u uzorku dobijenom postupkom ultrazvuéne
ekstrakcije (154,83 mg GAE/ g suve materije), dok je najmanja koli€ina zabiljezena u onom
dobijenom ekstrakcijom u Soxhlet aparaturi (66,93 mg GAE/ g suve materije). Rezultati dobijeni
u ovom radu ve¢i su od literaturnih podataka brojnih istrazivanja o sadrzaju ukupnih fenola u
razli¢itim djelovima duvana. Npr. prema rezultatima jednog od njih (Zou i sar., 2021) u kome je
suseni biljni materijal ekstrahovan takode ultrazvu¢nom sonikacijom pomocu 70% etil-alkohola
listovi su uglavnom imali koli¢ine fenola od 14,46 do 23,05 mg GAE/g, dok je korijenje imalo
koli¢ine fenola od 1,56 do 4,63 mg GAE/g. U drugom radu (Gotal, 2020) u kome je ispitivan uticaj
razli¢itih parametara procesa ekstrakcije (broj impulsa, jadina polja, vrijeme tretmana i odnos
¢vrsto- te¢no) na svojstva i sastav ekstrakata biljke duvana sadrzaj ukupnih fenola kretao se od
14,06 mg GAE/g do najvise vrijednosti 74,83 mg GAE/g suve materije.

4.2. Sadrzaj ukupnih flavonoida u duvanskoj prasini

Flavonoidi su pigmenti rastvorljivi u vodi koji se nalaze u vakuolama biljnih ¢elija. Imaju Ce -Cs-
Cs osnovnu strukturnu jedinicu, sadrze dva fenil prstena zajedno sa spojenim jednim
heterocikli¢nim prstenom. Siroko su rasprostranjeni u biljkama kao vazni sekundarni metaboliti |
ukljuceni suU u mnoge vazne terapeutske aktivnosti kao Sto su antialergijske, antiinflamatorne,
antioksidativne, antimikrobne, antivirusne, itd. Sadrzaj ukupnih flavonoida u uzorcima dobijenim
primjenom Ccetiri razli€ita nacina ekstrakcije odredivan je u tri ponavljanja, rezultati su izrazeni
kao srednja vrijednost i predstavljeni na slici 33.
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Slika 33. Sadrzaj ukupnih flavonoida u uzorcima dobijenim primjenom razli¢itih metoda
ekstrakcije (autor: Marusi¢ A.)

Kao i kod sadrzaja ukupnih fenola, najvecéa koli¢ina flavonoida pronadena je u ekstraktu duvanske
prasine dobijenom postupkom ultrazvucne ekstrakcije (65,69 mg QE/ g suve materije), dok se
najmanja koli¢ina nalazila u uzorku dobijenom pomocu Soxhlet aparature (4,57 mg QE/ g suve
materije).

U gore pomenutom radu radu (Gotal, 2020) u kome je ispitivan uticaj razli¢itih parametara procesa
ekstrakcije najvisa vrijednost sadrzaja ukupnih flavonoida bila je 7,36 mg/g. Takode, u jednom od
israzivanja (Docheva i sar., 2014) ¢iji je cilj bio da se okarakteriSe sadrzaj bioaktivih jedinjenja u
listovima razli¢itih vrsta duvana (N. alata, N. rustica, N. tabacum) sadrzaj flavonoida bio je u
rasponu od 0,66 mg QE/g (N. alata) do 11,51 mg QE/g (N. rustica). Prema rezultatima dobijenim
u ovom eksperimentalnom radom najmanju vrijednost ukupnih flavonoda imao je, kao sto je
navedeno, ekstrakt dobijen Soxhlet ekstrakcijom- 4,57 mg QE/ g suve materije, sto je uglavnom
manje od literaturnih podataka, a najvec¢u onaj dobijen primjenom ultrazvuka-65,69 mg QE/ g suve

materije, Sto je znatno vece od vecine do sada prijavljenih vrijednosti za razlic¢ite sorte duvana.
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4.3. Antioksidativna aktivnost duvanske praSine

Antioksidansi su prirodne ili sinteticke supstance koje mogu sprijeciti ili odloziti oksidativno
ostecenje celija izazvano fizioloskim ,,0ksidansima” koji imaju izrazito pozitivne redukcione
potencijale, pokrivaju¢i ROS/RNS i slobodne radikale (tj. nestabilne molekule ili jone koji imaju
nesparene elektrone). Rezultati antioksidativnog kapaciteta ekstrakata duvanske prasine dobijeni
primjenom DPPH metode predstavljeni su na slici 34 kao polovina maksimalne inhibitorne
koncentracije ICso (mg/ml) dobijena nakon tri ponavljanja.

Antioksidativna aktivnost duvanske prasine (DPPH
metoda)
1,4
1,2
1
% 0,8
E
30,6
Q
0,4
0,2
0
Soxhlet Maceracija Digestija
Tip ekstrakcije

Slika 34. Antioksidativna aktivnost uzoraka dobijenh primjenom razli¢itih metoda ekstrakcije
(autor: Marusi¢ A.)

Najmanju vrijednost ICso imao je ekstrakt duvanske prasine dobijen primjenom ultrazvuéne
metode, a najve¢u onaj dobijen Soxhlet ekstrakcijom. Dobijena antioksidativna vrijednost uzoraka
veca je od nekih literaturnih podataka za listove duvana, dok je u korelaciji sa antioksidativnim
aktivnostima drugih djelova biljke. Npr. u jednom od radova (Al-Lahham i sar., 2020)
antioksidativna aktivnost ekstrakta korijena N. tabacum odredivana je takode koris¢enjem DPPH
testa i rezultati su pokazali da ekstrakt ima antiokidativnu aktivnost sa ICso od 2 mg/mL.

Ovi podaci ukazuju na to da je ultrazvucna tehnika bolja od klasi¢nih metoda ekstrakcije, jer se
dobijaju ekstrakti sa ve¢im sadrzajem fenolnih i flavonoidnih jedinjenja, shodno tome i bolje
antioksidativne aktivnosti, za znatno krace vrijeme u onosu na Soxhlet ekstrakciju, $to je veoma
bitno i sa ekonomske strane.
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4.4, Antimikrobna aktivnost duvanske praSine

Sposobnost nekih biljnih sekundarnih metabolita da djeluju kao agensi za modifikaciju rezistencije
je obecavajuée polje u ublazavanju Sirenja otpornosti bakterija. Antimikrobna aktivnost
predstavlja sprjecavanje stvaranja novih kolonija, inhibiciju rasta ili unistavanje
mikroorganiizama. S obzirom na to da je najveéi sadrzaj bioaktivnih jedinjenja, a ujedno i najvecu
antioksidativnu vrijednost pokazao uzorak dobijen ekstrakcijom duvanske prasine pomocu
ultrazvuka, vrSeno je ispitivanje antimikrobnog potencijala ovog uzorka. Aktivnost je odredivana
na razli¢itim gram-pozitivnim (4) i gram-negativnim (6) bakterijskim kulturama kako bi se ispitala
eventualna selektivnost ekstrakta ka odredenoj vrsti.

Dobijeni rezultati prikazani su na slici 35.

Antimikrobna aktivnost ekstrakta duvanske prasine
dobijenog primjenom ultrazvu¢ne metode

Enterococcus faecalis [N 33,34
Enterococcus faecium NN 16,67

Bacillus spizizenii I 33,34

'5“ Staphylococcus aureus NN 16,67
5 N
~ Proteus mirabilis NGNS 16,67
i)
(%]
= Escherichia coli NGNS 16,67
<
3 Klebsiella aerogenes NN 16,67
Klebsiella pneumoniae NN 16,67
Pseudomonas aeruginosa [N 16,67
Salmonella enteritidis  INIEGGGGEEN 16,67
0 5 10 15 20 25 30 35 40
MIC (mg/mL)

Slika 35. Antimikrobna aktivnost uzorka dobijenog primjenom ultrazvuéne ekstrakcije
(autor: Marusi¢ A.)

Na slikama 36-45 prikazane su mikrotitarske plo¢e sa kojih su vizuelno odredivane navedene
minimalne inibitorne kocentracije uzorka.
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Vrste bakterija:

Gram (+):

Slika 36. Enterococcus faecalis Slika 37. Enterococcus faecium

(autor: Marusi¢ A.) (autor: Marusi¢ A.)

Slika 38. Bacillus spizizenii Slika 39. Staphylococcus aureus
(autor: Marusi¢ A.) (autor: Marusi¢ A.)
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Gram (-):

Slika 40. Proteus mirabilis Slika 41. Escherichia coli
(autor: Marusi¢ A.) (autor: Marusi¢ A.)

Slika 42. Klebsiella aerogenes Slika 43. Klebsiella pneumoniae

(autor: Marusic¢ A.) (autor: Marusi¢ A.)
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Slika 44. Pseudomonas aeruginosa Slika 45. Salmonella enteritidis
(autor: Marusi¢ A.) (autor: Marusi¢ A.)

Vise studija je potvrdilo ¢injenicu da se duvan moze koristiti kao snazno antimikrobno sredstvo.
Prema jednom istrazivanju (Akinpelu i Obuotor, 2000) 25 mg/mL ekstrakta lista N. tabacum
inhibira rast i gram pozitivnih i gram negativnih bakterija, ukljucuju¢i Bacillus subtilis,
Corynebacterium pyogenes, Pseudomonas aeruginosa, Serratia marcescens, Shigella dysenteriae
i Staphylococcus aureus. Nekoliko godina kasnije, pronadeni su takode pozitivni rezultati protiv
Escherichia coli, Bacillus subtilis i Staphylococcus aureus (Wang i Gu, 2008). Stavise, ovi
istraziva¢i su otkrili da je ekstrakt lista duvana jednako mocan kao antibakterijski agens
gentamicin, koris¢en kao pozitivha kontrola. Sli¢no, jedna nezavisna studija sprovedena u
Pakistanu je pokazale da ekstrakti N. tabacum ispoljavaju znac¢ajnu antibakterijsku aktivnost protiv
gram pozitivne bakterije Staphylococcus aureus (Malik i sar., 2015).

Sarma i kolege su pokazali da acetonski ekstrakt duvana ima antagonisticki efekat na rast
Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus, dok su metanolni, vodeni i
etanolni ekstrakti tkiva duvana takode bili efikasni protiv bakterije Escherichia coli (Sharmai sar.,
2016).

Dokazano je da svi delovi duvana imaju antibakterijski potencijal, $to nudi teorijsku izvodljivost
razvoja antibakterijskih lijekova iz otpada duvanske industrije. Studija sprovedena u Etiopiji
pokazala je da 100 i 200 mg/mL biljnog ekstrakta N. tabacum pokazuje antagonistic¢ki efekat protiv
brojnih bakterija (Kalayou i sar., 2012).

Grupa istrazivaca pokazala da sirovi ekstrakti N. tabacum ispoljavaju antimikrobno dejstvo na
uropatogene koji formiraju biofilm, dok su klini¢ki izolati bili najotpornija grupa (Ameya i sar.,
2018). Oni su takode procijenili antimikrobnu aktivnost polifenola u listovima duvana protiv
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Escherichia coli, Bacillus subtilis i Staphylococcus aureus. Njihovi rezultati su pokazali da
polifenoli iz lista duvana posjeduju veliki potencijal kao antimikrobni agensi.

Dobijeni rezultati u ovom radu su u skladu sa podacima pronadenim u dostupnim kiteraturnim
podacima. Etanolni ekstrakt duvanske praSine pokazao je uniformnu aktivnost prema ispitivanim
bakterijskim vrstama, sa izuzetkom Enterococcus faecalis i Bacillus spizizenii, na koje je ekstrakt
duvanske prasine imao slabije dejstvo.

Poredenjem literaturnih podataka i dobijenih rezultata uzoraka ispitivanih u ovoj tezi potvrduje se
potencijal duvanske prasine kao izvora bioloski vaznih jedinjenja ¢ija potraznja konstantno raste.
Takode, pregledom rezultata sadrzaja bioktivnih jedinjenja- fenola i flavonoida, kao i
antioksidativne aktivnosti ekstrakata duvanskog otpada dobijenih primjenom razli¢itih tehnika
primjecuje se da najvecu kolicinu pomenutih jedinjenja daje ultrazvuéna ekstrakcija, a ekstrakt
dobijen ovom metodom ne pokazuje selektivnost ka odredenom tipu bakterija.
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5. ZAKLJUCAK

Iz rezultata dobijenih ispitivanjem ukupnog sadrzaja ukupnih fenola, flavonoida, procenta
aktivnosti uklanjanja radikala DPPH, antimikrobnog potencijala uzoraka dobijenim razlicitim
ekstrakcionim sistemima i ekstrakcionim tehnikama primijenjenim na duvanskoj prasini mogu se
izvesti sledec¢i zakljucci:

e Vrsta bioaktivnih komponenti u etanolnim ekstraktima duvanskog otpada sli¢na je samom
listu duvana. Njihov sadrzaj u velikoj mjeri zavisi od samog tipa ekstrakcione tehnike, kao
i od uslova pod kojim se odvija ekstrakcija.

e Najveca koli¢ina ukupnih fenola pronadena je u uzorku dobijenom postupkom ultrazvucne
ekstrakcije-154,83 mg GAE/ g suve materije. U ekstraktu dobijenom primjenom digestije
sadrzaj ukupnih fenola bio je 149 mg GAE/ g suve materije, a u onom dobijenom
maceracijom 100,67 mg GAE/ g suve materije. Najmanja koli¢ina zabiljeZena je u onom
dobijenom ekstrakcijom u Soxhlet aparaturi- 66,93 mg GAE/ g suve materije.

¢ Najveca koli¢ina ukupnih flavonoida pronadena je takode u uzorku dobijenom postupkom
ultrazvucne ekstrakcije- 65,69 mg QE/ g suve materije. U ekstraktu dobijenom primjenom
digestije bilo je 47,73 mg QE/ g suve materije, a u onom dobijenom maceracijom 14,48
mg QE/ g suve materije, a najmanja koli¢ina nadena je u onom dobijenom ekstrakcijom u
Soxhlet aparaturi- 66,93 mg QE/ g suve materije.

e Na osnovu uporednih analiza Cetiri ekstrakcione tehnike: Soxhlet, maceracije, digestije 1
ultrazvucne ekstrakcije, moze se zakljuciti da poslednja dovodi do vecéeg prinosa
bioaktivnih jedinjenja u kratem vremenskom periodu, ¢ime se smanjuje degradacija
komponenti i unos energije. Nesto manji prinos daje digestija, zatim maceracija i na kraju,
kao najmanje pogodna metoda za izolovanja bioaktivnih komponenti iz duvanske praSine-
sa najnizim prinosom, pokazala se Soxhlet ekstrakcija.

e Dakle, optimalna metoda za ekstrakciju bioaktivnih komponeni iz duvanske prasine je
ultrazvuéna tehnika kod koje visoki pritisak i temperatura stvaraju mikromlazeve i udarne
talase usmjerene ka Cvrstoj povrSini supstance zbog ¢ega dolazi do poja¢anog prodora
rastvaraca u celije i intenziviranja prenosa mase ¢ime se poboljsava ekstrakcija ciljnih
jedinjenja iz biljnih materijala

e Duvanska prasina pokazuje antioksidativnu aktivnost pri ¢emu najvec¢u ima ekstrakt
duvanske prasine dobijen primjenom ultrazvu¢ne metode, a najmanju onaj dobijen Soxhlet
ekstrakcijom
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e Ekstrakt duvanske prasine dobijen ultrazvuénom metodom ekstrakcije ima jednaku
aktivnost prema ispitivanim bakterijskim vrstama (MIC 16,67 mg/ml), sa izuzetkom
Enterococcus faecalis i Bacillus spizizenii, na koje je ekstrakt duvanske prasine imao nesto
slabije dejstvo (MIC 33,34 mg/ml)

e Zbog navedenih dokazanih aktivnosti, duvanska prasina umjesto otpada postaje vrijedna
supstanca- izvor bioaktivnih jedinjenja za kojima potraznja sve vise raste.

e Primjena duvanske prasine u ove srhe ima visestruke pozitivne uticaje, kako na ukupnu
cijenu proizvodnje duvana, tako i na zivotnu sredinu i smanjenje koli¢ine duvanskog
otpada.

Postoje odredena ograni¢enja u pogledu ¢istoce dobijenih ekstrakata i selektivnosti svake tehnike
ekstrakcije. Medutim, razvoj novih tehnika, unapredenje i optimizacija postojecih, treba da bude
imperativ za nauc¢nika kako bi se obezbijedila sigurnija i ¢istija proizvodnja, ocuvanje prirodnih
resursa i odrzivi razvoj.
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