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UVOD

Kemijska svojstva solanesola

Solanesol je acikli¢ki triseskviterpen, izoprenoidni nezasieni primarni
alkohol sastavljen od devet izoprenskih jedinica. Bruto formula solanesola
je C45sH740, a relativna molekulska masa 631. Prema IUPAC-nomenklaturi
kemijski mu je naziv 3,7,11,15,19,23,27,31,35-nonametil-2,6,10,14,18,22,26,
30,34- heksatriakontanonaen-1-ol (1).

Solanesol

(AARBIT, Zagreb, 2Pliva, Istra%ivacki institut, Zagreb, SFarmaceutsko-biokemijski fakultet, Zagreb)
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Istrazivanja su dala razli¢ite podatke o stereokemijskoj strukturi sola-
nesola. Ima primjera gdje se navodi da su sve dvostruke veze transkonfigu-
racije ili da su sve dvostruke veze cis-konfiguracije, ili takoder da su djelo-
miéno cis-, a djelomiéno trans-konfiguracije (2).

Solanesol je prvi put izoliran iz listova duhana, Nicotiana tabacum L.,
1956. godine (3). Narashimba i Chakreborty (4) izolirali su 1979. solanesol
iz duhanskog otpada. Duhanski otpad nastaje kod rezanja listova duhana u
duhanskoj proizvodnji. To je ustvari prasina duhanskog lista velié¢ine ¢estica
od 0,2 do 1 mm i ne moZe se upotrijebiti za proizvodnju cigareta. Solanesol
je bijeli amorfni prasak talista 41,5-42,5 °C. U vodi je gotovo netopljiv, a lako
se otapa u organskim otapalima (metanolu, heksanu, petroleteru, acetonu).
Pokazuje neselektivnu apsorpciju u UV spektru i opticki je inaktivan (2).

Solanesol je karakteristiéan sastojak za porodicu Solanaceae, a daleko
najvise sadrZava ga rod Nicotiana. Koli¢ina solanesola u duhanu kreée se od
0,3 do 3% mase suhog lista duhana (5,6,7,8). Najucestaliji je terpenoid u du-
hanu i glavna je komponenta lipidne frakcije duhana. Solanesol u listovima
duhana dolazi slobodan i vezan na viSe masne kiseline. Od estera najvise su
zastupljeni esteri palmitinske, linolne, linolenske, miristinske i oleinske ki-
seline (9,10).

Solanesol, zajedno s drugim terpenima, pridonosi aromi osus$enog lista
duhana. Pirolitickom razgradnjom na temperaturi do 550 °C stvaraju se izo-
prenske jedinice, te monoterpenoidi, uglavnom dipenteni (limonen) (3).

Solanesol je najpouzdaniji detektor zagadenosti prostorija duhanskim di-
mom. To je posljedica niske hlapljivosti solanesola, kao i njegove relativno
visoke koncentracije u duhanskom dimu (11).

Djelovanje solanesola

Esterifikacijom solanesola s derivatima benzoil-klorida pripremljeni su
derivati s hipolipemiékim djelovanjem. Npr. solanesil-p-nitrobenzoat poka-
zao se jednako uspjes$nim kao i klofibrat u sniZenju serumskog kolesterola.
Sliéno djeluju i solanesil-3,5-dinitrobenzoat te solanesil-4-aminobenzoat.

Derivati solanesola, N-solanesil-N,N-bis(3,4-dimetoksibenzil)-etilendia-
min u kombinaciji s citostaticima kao $to su aktinomicin D, vinkristin, 5-flu-
oruracil, pokazuju sinergisti¢ki ué¢inak. Ispitivanja su pokazala da je za to
djelovanje odgovorna stericka konformacija N-solanesil-N,N-bis(3,4-dimetok-
sibenzil)-etilendiamina. Medutim, niti solanesol niti diaminska komponenta
nemaju citostaticku aktivnost (12).

Spominje se i moguéa uporaba solanesola u pripremi droga djelotvornih
na kardiovaskularni sustav, kao i antiulkusni u¢inak odredenih derivata so-
lanesola.

Dokazano je i virustatsko djelovanje solanesilamina koji je prireden Ga-
brijelovom sintezom (4).

174



M. Keéa i sur.: {zolacja solanesola iz duhana klasicnom ekstrakcijom i ultrazvuénom ekstrakcijom, Farm. Glas. 53, 6/1997

EKSPERIMENTALNI DIO

Materijal i metode
Biljni materijal

Za izolaciju solanesola sluZila je prasina usitnjenih dijelova lista duhana,
Nicotiana tabacum L., Solanaceae. Duhanska je prasina dobivena kao otpad

pri proizvodnji cigareta u Tvornici duhana Zagreb. Veli¢ina ¢estica duhanske
prasine bila je 0,2-1 mm.

Aparati

Elektromotorna mjesalica s moguénoséu reguliranja broja okretaja RW
28 DX, Janke & Kunkel, Staufen, Njemacka.

Susionik elektri¢cni HERAEUS, Hanau, Njemacka.

Aparatura za ultrazvuénu ekstrakciju s uronjenom sonotrodom: ultra-
zvuéni generator UZ-250, Tehnoprocesing, Zagreb.

HPLC uredaj Hewled Packard, Palo Ato, USA

— pumpa L; 6200A Hitachi Merck,

— detektor — DAD L -4500 Hitachi Merck, 220 um,

— kolona — Li Chro Cart® 125-4 C5 (5 um),

— standard: 90% solanesol (SIGMA),

— otapalo: metanol (Merck Li CrosolvR),

— smjesa otapala za eluiranje metanol:acetonitril (Merck Li Crosolv),

70:30; 1,5 mL/min.

Metode izolacije

— klasi¢éna ekstrakcija
— ekstrakcija ultrazvukom (frekvencija 40 kHz, vrijeme trajanja 60 min,
snaga 250 W, jaéina struje 0,850 A, napon 238 V).

Izolacija solanesola klasiénom ekstrakcijom

U tikvicu za mijeSanje stavljeno je 596 g (2 L volumne zapremine) du-
hanske prasine i preliveno sa 6 litara demineralizirane vode. Elektromotor-
nom mjeSalicom smjesa je mijeSana 3 sata na sobnoj temperaturi. Nakon
mijeSanja smjesa je filtrirana aparaturom za filtriranje pod sniZenim tlakom.
Vlazna duhanska prasina (talog) vraéena je u tikvicu za mijesanje i postupak
obrade s vodom ponovljen na isti naéin jo§ dvaput. Nakon zadnje filtracije
vlazna duhanska prasina rasirena je na posudi za susenje i su$ena u susio-
niku na 45 °C. Dobiveno je 271 g suhe duhanske prasine.

Na 50 g suhe duhanske prasine dobivene nakon ispiranja vodom dodano
je 800 mL metanola. MijeSano je elektromotornom mjesalicom na sobnoj tem-
peraturi 8 sati. Nakon mije$anja gornji, metanolni sloj je oddekantiran, a
ostatku je dodano 400 mL metanola te ponovo mije$ano 8 sati. Ekstrakcija
sa 400 mL metanola ponovljena je jo§ jedanput, a na kraju je smjesa filtri-
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rana preko pamuéne tkanine na aparaturi za filtraciju pod sniZenim tlakom.
Sjedinjeni metanolni ekstrakti (1450 mL) profiltrirani su preko filtar papira,
te ostavljeni u staklenoj posudi preko noéi na —18 °C. Nastali zelenkastosme-
di talog filtriran je preko filtar papira (shema 1).
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(sirovi solanesol)
Shema 1. Izolacija solanesola iz duhanske pradine

FILTRAT

Talog je sirovi, nepro¢i$éeni solanesol. Na sobnoj temperaturi talog po-
prima izgled tamnosmede Zitke mase. Izolacija solanesola klasiénom ek-
strakcijom provedena je triput (klasi¢na ekstrakcija 1, 2, 3).

Izolacija solanesola postupkom ekstrakcije ultrazvukom

U tikvicu za mijeSanje stavljeno je 596 g suhe duhanske prasine preli-
veno sa 6 L demineralizirane vode. Smjesa je zatim mijeSana ultrazvuénim
aparatom 1 sat. Smjesa je zatim filtrirana aparaturom za filtriranje pod sni-
Zenim tlakom. Duhanska prasina vraéena je u tikvicu za mijeSanje i ponovo
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promijesana u istoj koli¢ini vode i pod istim uvjetima jo§ dvaput. Nakon zad-
nje filtracije vlazna duhanska prasina susena je u susioniku pri 45 °C.

50 g vodom isprane i osu$ene duhanske prasine preliveno je sa 800 mL
metanola. U smjesu je uronjena sonotroda ultrazvuénog pretvaracda i prove-
dena je ultrazvuéna ekstrakcija uz istovremeno mijeSanje smjese magnet-
skom mjesalicom i hladenje ledom. Nakon ekstrakcije oddekantiran je gornji
metanolni sloj, a ostatku je dodano 400 mL metanola i ekstrakcija je ponov-
ljena. Ekstrakcija sa 400 mL metanola ponovljena je jo§ jedanput, te je na
kraju smjesa filtrirana kroz pamuénu tkaninu za filtriranje pod sniZzenim tla-
kom. Sjedinjeni metanolni ekstrakti (1400 mL) filtrirani su preko filtar pa-
pira i ostavljeni preko noé¢i u hladnjaku na —18 °C. Nastali zelenkastosmedi
talog filtriran je preko filtar papira. Dobiveni je talog sirovi solanesol.

Izolacija solanesola postupkom ekstrakcije ultrazvukom ponovljena je
triput (ultrazvuéna ekstrakcija 1, 211 3).

Odredivanje solanesola tekuéinskom
kromatografijom visokog uéinka

U talozima dobivenim klasi¢nom ekstrakcijom i ekstrakcijom ultrazvu-
kom odredivana je koli¢ina solanesola tekuéinskom kromatografijom visokog
uéinka.

Priprema otopine uzorka; 0,1 g uzorka otopi se u 10 mL metanola, otpi-
petira 0,1 mL ove otopine i doda 0,3 mL metanola.

Priprema otopine standarda: 2 mg solanesola otopi se u 2 mL metanola. Po
1 mL ove otopine otpipetira se u tri boéice. U prvu se doda 1,1 mL, u drugu
0,7 mL i u treéu 0,3 mL metanola. Tako se dobiju otopine solanesola u kon-
centracijam 0,0083%' (standard 1), 0,0125% (standard 2) i 0,025% (standard 3).

Za injektiranje uzima se po 20 pL otopine standarda i uzorka. Sa stan-
dardnim otopinama solanesola nadinjen je bazdarni pravac kojim su odrede-
ne koncentracije solanesola u uzorcima (slika 1)

DATA I < SOLANBO.RHL >
NETHOD St < SOLAM >
COHPOMENT TABLE HEICHT solanes., <10.41 nind
LINE RT(nin) NAHE 7.8BE+4 R* = 0.5900
| EEEEE  solanes. | e
5.257 /
3.58 ./’/
] -
‘/
1.v5¢ '/*'
_’/
8.8+
0.0 8.7s 1.58 2.25  3.0BE-1
COHCENTRATIOM
+3.70E-6A

Slika 1. BaZdarni pravac
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REZULTATI I RASPRAVA

Izolacija solanesola klasiénom i ultrazvuénom ekstrakcijom provedena je
triput (klasiéna ekstracija 1, 2 i 3 i ultrazvuéna ekstrakcija 1, 2 i 3). Za obje
uzimano je po 50 g duhanske prasine, obradene vodom da bi se uklonilo ba-
lastne tvari. Obradom vodom uklonjene su polarne sastavnice, prije svega
nikotin, jabuéna, limunska i oksalna kiselina, te druge organske kiseline. Is-
piranjem vodom uklanja se éak 50% sastavnica lista duhana, prepolovljuju
se teZina i volumen duhana (sa 596 g na 271 g) i tako smanjuje potrebna
koli¢ina metanola za ekstrakciju. Vodeni dio sadrzava oko 90% od ukupne
koli¢ine duhana ostalog u duhanskom otpadu. Ispiranjem vodom gube se za-
nemarive koli¢ine solanesola.

Buduéi da se ispiranjem vodom teZzina duhanske prasine smanjuje na oko
polovicu, u nasem sluéaju 55% (sa 596 g na 271 g), to znaci da uzorak od 50
g duhanske prasine isprane vodom odgovara koli¢ini od 110 g suhe duhanske
prasine uzete za postupak izolacije, odnosno ekstrakcije.

Izolacija solanesola objema metodama, klasiénom i ultrazvuénom ek-
strakcijom, obavljena je pomoéu metanola kao ekstrakcijskog sredstva. Me-
tanol je idealno otapalo za ekstrakciju solanesola iz duhana. Ostale lipoidne
sastavnice duhana (esteri masnih kiselina, steroidi, steroidni esteri) umje-
reno su topljivi u metanolu te se tako ekstrakt oslobada balastnih tvari koje
su inaée prisutne u heksanskim ekstraktima. Metanolni ekstrakt sadrzava
veliki broj drugih sastavnica, posebice slobodnih i smolastih kiselina te dru-
gih smola. Kod prekristalizacije ovi spojevi ostaju otopljeni u metanolu pri
niZzim temperaturama, dok se solanesol istaloZi pri tim temperaturama.

Izolacija solanesola klasi¢nom ekstrakcijom je dugotrajna, jer ukljucuje
mijeSanja elektromotornom mjeSalicom i to u dijelu ispiranja vodom 3 puta
po 3 sata, a u ekstrakciji metanolom 3 puta po 8 sati, ukupno 33 sata.

Ultrazvuénom ekstrakcijom dobivaju se brzo visokovrijedne iscrpine bilj-
nog materijala. Ultrazvuéna ekstrakcija provodi se tako da se odredenom vo-
lumenu uzorka doda 1 volumen do 20 volumena otapala za ekstrakciju te se
smjesa podvrgne djelovanju ultrazvuka odredeno vrijeme. Pod utjecajem ul-
trazvucnih valova pucaju celulozne stjenke stanica lista duhana i ubrzava
se ekstrakcija solanesola iz biljnog materijala.

Ultrazvuéna ekstrakcija solanesola traje u prvoj fazi 3 puta po 1 sat i
zatim 3 puta po 1 sat tijekom ekstrakcije metanolom, ukupno 6 sati. Ultra-
zvuéna ekstrakcija brZa je od klasiéne ekstrakcije za 27 sati (shema 2). Na-
kon ultrazvuéne ekstrakcije nastavlja se klasi¢éna izolacija.

Koli¢ine dobivenog taloga sa solanesolom bile su podjednake nakon obiju
ekstrakcija (tablica 1). Koliéina solanesola u talogu odredivana je tekuéin-
skom kromatografijom visokog uéinka (slika 2, 3 i 4).

Koliéine solanesola u talozima pomocu baZdarnog pravca dobivene su
kompjutorskom obradom uz pretpostavku da je standardni preparat éist.
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UKLANJANJE EKSTRAKCIJA

KLASICNA

SUSENJE HLADENJE | KLASICNO
EKSTRAKCIJA | BALASTAVODOM » | METANOLOM ———»| VRIJEME
3x3 sata 3x8 sati EKSTRAKCIJE
33 sata
EKSTRAKCIA | i ANJANJE SUSENJE | EKSTRAKCIA | HLABENJE | KLASIENO
POMOCU BALASTAVODOM | — » | METANOLOM »| VRIJEME
ULTRAZVUKA | 3x1 sat 3x1 safi EKSTRAKCIJE
6 sati
rezultat
\4
POSTUPAK SKRACEN

2a 27 sati, ~ 5,5 puta

Shema 2. Usporedba duljine trajanja izolacije solanesola klasi¢nom
ekstrakcijom i ekstrakcijom pomoéu ultrazvuka

KOLICINA TALOG SA KOLICINA KOLICINA
METODA IZOLACIJE DUHANSKE SOLANESOLOM SOLANESOLA SOLANESOLA
PRASINE ) U TALOGU U DUHANSKOJ
(@ 9 (%) PRASINI (g)
Klasi¢na ekstrakcija 1 110 1,5472 31,073 0,4808
Klasi¢na ekstrakcija 2 110 1,1087 28,283 0,3131
Klasi¢na ekstrakcija 3 110 1,3201 26,625 0,3515
X =1,3253 X = 28,660 X =0,3818
Ultrazvucna ekstrakcija 1 110 1,5294 32,665 0,4996
Ultrazvuéna ekstrakcija 2 110 0,9470 24,293 0,2301
Ultrazvuéna ekstrakcija 3 110 0,9604 26,747 0,2569
X =1,1456 X =27,902 X =0,3289

Tablica 1. Kolidina solanesola u duhanskoj prasini (g)
dobivena klasi¢nom i ultrazvuénom ekstrakcijom

Buduéi da je standardni preparat devedesetpostotan, ispravljeni su rezultati
za koli¢inu solanesola u talogu.

Koli¢ina solanesola u uzorcima dobivena tekuéinskom kromatografijom
visokog u¢inka prikazana je u tablici 1. Tablica prikazuje i koli¢inu solane-
sola prerac¢unanu na duhansku prasinu, kao biljnog materijala kojim je izo-
liran solanesol klasi¢nom i ultrazvuénom ekstrakcijom. Podjednaka je koli-
¢ina solanesola dobivena iz duhanske prasine klasi¢nom i ultrazvuénom
ekstrakcijom: 0,3818 g odnosno 0,3289 g, Sto je 10% manje postupkom uz
primjenu ultrazvuka.

Buduéi da je ultrazvuéna ekstrakcija bria za 27 sati, a iskoriStenje se
smanjuje za samo 10%, to su vrlo znacajne prednosti u odnosu na ekstrakciju
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RNH DNTR < SOLANBBY.RH) >
HETIHAD : & SOLRN >
Uisofl 1 fmi 1 STOO (slamdard.3) Eest Chrom Foh 2, 1H34 14:41
50,00
1
i I
',
v E
; ||
l; 5 5 M i \ g
T /\ \ 2
o.0e I 'l"ll‘l e ¢ L ! ' e =
aT o0 s.ea .00 i0.0a 12.08 14.00 16.00 18.R0 20.00
NO RT HEIGHT NAXE BC NO RT HEXIGHT NAME BC
1 1.74 470 BB 1 1.74 470 I BB
2 2.07 466 BB 2 2.07 466 II BB
3 2.52 913 BB 3 2.52 913 III BB
4 3.63 1035 BB 4 3.63 1035 IV BB
5 3.94 917 BB 5 .94 917 V BB
6 6.50 6700 BB 6 6.50 6700 IX BB
7 10.41 67044 eolanes. BB 7 10.41 67044 solanes. BB
8 11.81 285 BB 8 11.81 285 XI BB
9 15.72 836 BB 9 15.72 836 XII BB
TOTAL 78666 TOTAL 70666
Peak Rejection Level : 1 Peak Rejection Level : 1
Slika 2. HPLC krematogram otopine standarda
RAKR Dala ¢ £ SOLAMGRH.RHL >
HETHOD s < SOLAM >
Jial B Ing 1 UNK (Uzo.Bx.3)  Best Chron  Feb 2, 1981 16:46
=3, Bt
2
i =
3
r"“ E
N 5
fh < -
0.00 {= _~_|.!.'~-_- LN
0.0 2108 4.00 6.00 ©.00 10.e0 12.00 14.AQ 16.00 Je.0a 20.00
ninutes
NO RT REIGHT NANE BC NG RT ] EESE BC
2y 1.75 727 BB 1 1.75 BB
2 2,53 453 BB 2 2.53 BB
3 3,63 2836 BB 3 3.63 BB
4 3.97 1191 BB 4 .97 BB
s 4.53 509 BB 5 4.53 BB
6 5.07 561 BB 6 5.07 BB
7 6.49 275 BB 7 6.49 BB
8 10,43 20478 solanes. BB 8 10.43 29.719 solanes. BB
9 11.79 312 BB 9 11.79 BB
10 15.71 3425 BB 10 1571 B8
TOTAL 30767 TOTAS: 29.719

Peak Rejection Level : 1 Peak Rejection Level : 1

Slika 3. HPLC kromatogram sirovog selenesola dobivenog
postupkom klasiéne ekstracije
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kit DRTA

H

ETHOD

<
<

SOLANBAI. RuL >
SOLAN >

Ulat
$50.00

9

Ind t UNK (KI.Ex.3)

Besl Chron Fel 2, 1904 17:34

0
: ke
7 1)

L)

S 11.n1,

: \
45" AN
a.ag |- 'L""‘ T T L
0.00 2.0¢ 4.60 (.00 0.00 19.00 1.2.00 14.00 1€.80 (€.04 29.GU
nintes
NO RT HREIGHT NAME BC No RT Ll HANE BC
e e e ———i | e sl L oA B e e
1 1.75 744 B8 1 L7 BB
2 3.63 2961 BB 2 3.63 BB
3 3.98 1264 BB 3 23.98 BB
4 4.52 350 BB 4 4.52 BB
5 5.07 887 BB 5 5.07 BB
6 5.71 221 BB 6 5.71 BB
7 6.51 2623 BB 7 6.51 BB
8 10.44 20784 solanes. BB 8 10.44 29.583 solanes. BO
9 11.81 247 BB 9 il.81 BB
10 15,75 3099 BB 10 15.75 88
TOTAL 33180 HTAL 25.583

Peak Rejection Level : 1 Peak Rejection Level : 1

Slika 4. HPLC kromatogram sirovog solanesola dobivenog
postupkom estrakcije pomocu ultrazvuka

biljnog materijala. Poveéanje ufinkovitosti metode ultrazvuéne ekstrakcije,
u ovom primjeru ekstrakcije solanesola iz duhanske pra$ine, rezultira izrav-
no smanjivanjem tro§kova procesa.

Zahvaljujemo se pok. prof. dr. S. Boré¢i¢u na ideji i predloZenoj temi za
ovaj rad.

(A1ARBIT, Zagreb, 2Pliva, Istrazivacki institut, Zagreb, 3Farmaceutsko-
-biokemijski fakultet, Zagreb)

Isolation of solanesol from tobacco (Nicotiana tabacum L.)
by the procedure of classical extraction and
extraction by ultrasound

by M. Keéal, S. Grossz, Z. Kaloderas, I. Malnar® and R. Malojéié®
Summary

Solanesol (C4sH74OH) is natural acyclic trisesquiterpenoid alcohol. It was
first isolated from tobacco, Nicotiana tobacum L. (Solanaceae) in 1956 (3).
Since then solanesol, as well as some of its derivatives, have been studied
by various scientists. The studies concentrated on isolation procedures,
analysis, synthesis and the use of solanesol and its derivatives.
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Isolation of solanesol is carried out using the procedure of classical ex-
traction by methanol. We have isolated solanesol from tobacco dust using the
procedure of classical extraction and the extraction by ultrasound. The ex-
traction procedure was shortened with the use of ultrasound for the period
of 27 hours, which points out the great advantages of ultrasound in extrac-
tion of plant material, in this case extraction of solanesol from tobacco dust.
The amount of solanesol obtained after the extraction procedure was esta-
blished by fluid chromatography with high efficency. The amounts of solane-
sol obtained by classical extraction and extraction by ultrasound were the
same.

(*ARBIT, Zagreb, 2Research Institute PLIVA, Zagreb and 3Faculty of Phar-
macy and Biochemistry University of Zagreb, Zagreb, Croatia)
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