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1ZVOD

U ovoj doktorskoj disertaciji ispitivani su kinetika hidrodestilacije, prinos, sastav
i frakcionisanje etarskog ulja ploda kleke (Juniperus communis L.) ubranog na
Kopaoniku. Odredeni su prinos, sastav etarskog ulja i razvijena su tri fenomenoloska
modela kinetike hidrodestilacije etarskog ulja iz ploda kleke. Modeli su zasnovani na
pretpostavci da se etarsko ulje koje se nalazi na povrSini Cestica biljke izdvaja brzom
destilacijom i ta faza je nazvana "ispiranje". Preostalo etarsko ulje se izdvaja kroz dve
faze, tj. dve difuzije. Tokom prvog difuzionog procesa, nazvanog "neometana difuzija",
dolazi do prenosa etarskog ulja kroz rupture organa bez ometanja ka povrsini Cestica
biljnog materijala. Sa druge strane, tokom drugog difuzionog procesa, nazvanog
"ometana difuzija", dolazi do prenosa etarskog ulja kroz membrane neoste¢enih organa i
druge barijere prisutne u Cesticama biljnog materijala. Razvijeni modeli pokazuju vrlo
dobro slaganje sa eksperimentalnim podacima, pri ¢emu su verifikovani i1 za slucajeve
dobijanja etarskog ulja tehnikom hidrodestilacije iz drugih biljnih vrsta. S obzirom da je
jedan od razvijenih modela, koji polazi od pretpostavke da maksimalne brzine
izdvajanja u fazama ispiranja i difuzije nisu na pocetku procesa destilacije, ve¢ nakon
odredenog vremenskog intervala, zasnovan na fizickom mehanizmu ekstrakcije etarskog
ulja kleke, ima najvece vrednosti koeficijenta determinacije 1 nisko srednje relativno
procentualno odstupanje, preporucen je za modelovanje kinetike izdvajanja etarskog
ulja kleke pomocu klasi¢ne hidrodestilacije i posebno mikrotalasne hidrodestilacije.

Prime¢eno je da sa porastom vremena mlevenja plodova kleke dolazi do
smanjenja prinosa, dok je prinos rastao sa porastom vremena bubrenja plodova. Samim
tim, optimalni predtretman procesa ukljucuje potapanje kleke i1 jednominutno mlevenje,
Sto je potvrdjeno eksperimentom. Metode analize procesnih parametara su uspesno
primenjene za predvidanje optimalnog prinosa etarskog ulja. Predvideni najbolji prinos
JEO od 2,22 g/100 g se slozio sa eksperimentalno dobijenim JEO prinosom od 2,23
g/100 g plodova kleke.

U cilju pradenja promene sastava etarskog ulja u toku hidrodestilacije izdvojene
su frakcije 1 ispitan njihov sastav. Utvrdeno je da se sastav etarskog ulja znacajno menja

u toku procesa. Sastavi frakcija etarskog ulja ploda kleke tokom hidrodestilacije i



mikrotalasne hidrodestilacije ukazuju da je koncentracija lako isparljivih komponenata,
bez obzira na tretman plodova pre mlevenja, najveca u prvim frakcijama, a tesko
isparljive grupe komponenata su najzastupljenije u poslednjoj frakciji. Takode, primena
istovremene hidrodestilacije i rektifikacije i1 istovremene mikrotalasne hidrodestilacije i

rektifikacije je imalo pozitivan efekat na sastav frakcija etarskog ulja.

Kljuéne reci: Juniperus communis L., etarsko ulje, mikrotalasna hidrodestilacija,
frakcionisanje, istovremena mikrotalasna hidrodestilacija i rektifikacija, matematicko

modelovanje.



ABSTRACT

The kinetics of hydrodistillation (HD), as well as the yield, the composition and
the fractionation of essential oil from juniper (Juniperus communis L.) berries collected
at the Kopaonik montain was studied. The yield and the composition of the essential oil
were determined. Three models of the essential oil HD kinetics were developed, based
on the assumption that juniper essential oil (JEO) from the external surfaces was
extracted during the fast initial stage of distillation process, the so-called "washing".
The remaining JEO was extracted during the two stages, i.e. two diffusions. During the
first diffusion process, called "unhindered diffusion", the essential oil from the ruptured
reservoirs diffused without any limitations towards the external surface of the plant
particles. On the other side, during the second diffusion process, called "hindered
diffusion", the essential oil transfered from the intact reservoirs through the membranes
and other barriers presented in the plant particles. Developed models were shown to fit
very well with the experimental data. Furthermore, they were also verified for the
extraction of the essential oils by HD from other plants. Since one of developed models
based on assumption that maximum washing and diffusion rates' values were not at the
beginning of the distillation process, but occured later, was based on the physical
mechanism of JEO extraction and had the largest coefficient of determination, the low
MRPD value and the statistically significant parameters, it was recommended for the
modeling the kinetics of JEO extraction by HD and especially microwave-assisted HD
(MAHD).

It was observed that the JEO yield increased with increasing the swelling time
and with decreasing the grinding time. Thus, the optimal pretreatment process involved
no swelling and one-minute grinding, which was verified by the experiment. Methods of
analysis of process parameters have been sucessfully applied to predict optimal yield of
essential oil. The predicted best JEO yield of 2.22 g/100 g agreed with the
experimentally obtained JEO yield of 2.23 g/100 g.

In order to monitor changes in the composition of essential oil during HD,
fractions of the essential oil were collected and their compostion was determined. It was
found that the composition of essential oil significantly changed during the process. The

composition of the fractions of the essential oil of juniper fruit during HD and MAHD



indicated that the first fractions contained mainly easily-volatile constituents regardless
of the pretreatment of the fruit before grinding, while the fractions collected during the
final phase of the HD contained heavily-volatile components. Also, the application of
simultaneous HD and rectification and simultaneous MAHD and rectification had a

positive effect on the composition of the fraction of essential oil.

Key words: Juniperus communis L., essential oil, microwave-assisted hydrodistillation,
fractionation, simultaneous microwave-assisted hydrodistillation and rectification,

mathematical modeling
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1. UVOD

Lecenje biljem je najstariji metod lecenja koji se primenjuje od davnina i odrzao
se kroz istoriju do danaSnjih dana. Savremena naucna istrazivanja su potvrdila ili
opovrgla tradicionalnu upotrebu odredene vrste lekovitog bilja. Lekovito bilje se
primenjuje u prevenciji i leCenju raznih stanja i1 bolesti, a ima Siroku primenu
zahvaljuju¢i realnom terapijskom dejstvu za razli¢ite indikacije, i relativno vecu
bezbednost i neskodljivost u odnosu na sinteticke lekove (Zivanovié, 2010).

Etarska ulja su postala sastavni deo svakodnevnog zivota. Poslednjih godina,
znacaj etarskih ulja i moguénost njihove primene kao repelenata insekata (etarsko ulje
citornele) dovela je do detaljnije analize njihovih antimikrobnih potencijala. Etarska ulja
su i dobar prirodni izvor supstanci koje imaju komercijalni potencijal kao polazni
materijali za hemijsku sintezu. Etarska ulja su poznata coveCanstvu ve¢ stotinama, cak
hiljadama godina. Mnogo pre nego §to su se pocela koristiti kao mirisi, vazna uloga ulja
kao medicinskog sredstva bila je priznata. Bez medicinske nege koja postoji danas,
samoisceljenje je bila jedina opcija u borbi protiv parazita ili bola. Kasnije, etarska ulja
su koriS¢ena u pripremi kozmetickih proizvoda, praskova 1 sapuna. Sa pocecima
industrijske proizvodnje sintetickih hemikalija 1 njenim razvojem tokom XIX veka,
proizvodnja etarskih ulja se takode povecala. Koli¢ine etarskih ulja proizvedenih Sirom
sveta se razlikuju. GodiSnja proizvodnja nekih etarskih ulja prelazi 35000 tona, dok je
proizvodnja nekih drugih tek nekoliko kilograma (Baser and Buchbauer, 2010).

Etarsko ulje ploda kleke (Juniperus communis L. Cupressaceae), kao najvazniji
bioaktivni sastojak ploda kleke (Fructus Juniperi), primenjuje se u farmaceutskoj,
prehrambenoj 1 kozmetic¢koj industriji, kao i veterini (Damjanovi¢, 2000).

Za dobijanje etarskog ulja ploda kleke do sada su primenjivane sledece tehnike:
hidrodestilacija (Butkiené i sar., 2004; Chatzopoulou i Katsiotis, 1995; Milojevi¢ i sar.,
2008), ekstrakcija natkritiénim ugljenik-(IV)-oksidom (Barjaktarovi¢ 1 sar., 2005;
Damjanovi¢ i sar., 2003, 2006; Marongiu i sar., 2006), ekstrakcija organskim
rastvaraCima (Damjanovi¢ 1 sar., 2003), istovremena destilacija 1 ekstrakcija

(Chatzopoulou 1 Katsiotis, 1995) 1 mikrotalasna hidrodestilacija (Pavic¢evic i sar., 2016).



Svaka od tehnika ima svoje prednosti i nedostatke. Ipak, etarsko ulje kleke najcesce se
dobija hidrodestilacijom. Tokom poslednje decenije klasi¢na hidrodestilacija (HD) sa
elektricnim grejanjem je unapredena uvodenjem tehnike mikrotalasnog zracenja za
zagrevanje vodene suspenzije biljnog materijala. Mikrotalasna hidrodestilacija (MAHD)
je Siroko koriS¢ena za izdvajanje etarskog ulja iz raznih biljnih materijala (Amaresh i
sar., 2017; Dong i sar., 2017; Golmakani and Rezaei, 2008; Kapas i sar., 2011;
Karakaya i sar., 2014; Kusuma and Mahfud, 2017a,b,c,; Mohammadhosseini, 2017;
Pavicevi¢ i sar., 2016; Phutdhawong i sar., 2007; Sourmaghi 1 sar., 2014) zato Sto ima
niz prednosti: veca brzina zagrevanja, nema direktnog kontakta biljnog materijala sa
toplotnim izvorom, lakSa kontrola procesa i tako dalje (Nitthiyah i sar., 2017). Uprkos
svim prednostima, MAHD se retko koristi za izdvajanje etarskog ulja ploda kleke. Do
sada, samo su Pavicevi¢ i sar. (2016) proucavali kinetiku izdvajanja pomocu
mikrotalasa 1 hemijski sastav etarskog ulja ploda kleke. Pored toga, Dahman 1 sar.
(2015) su proucavali hemijski sastav etarskog ulja dobijenog iz iglica kleke pomocu
MAHD.

Napisan je veliki broj radova na temu prinosa i sastava etarskog ulja bobica
kleke dobijenog razli¢itim tehnikama i na osnovu ovih radova moze se zakljuciti da
prinos 1 sastav ulja kleke zavisi od raznih faktora, kao Sto su: zemljiste i klima u kojima
su biljke uzgajane (Butkiené 1 sar., 2004; Tasi¢ 1 sar., 1993), proces mlevenja
(Chatzopoulou 1 Katsiotis, 1995, Damjanovi¢ 1 sar., 2006), brzina hidrodestilacije 1
hidromodul (Pavicevi¢ 1 sar. 2016) i1 upotrebljena tehnika dobijanja ulja (Damjanovi¢ i
sar., 2003; Milojevi¢ 1 sar., 2008; Pavicevi¢ i sar., 2016). Kada je u pitanju najcesce
koriS¢ena tehnika HD, priprema sirovine 1 radni uslovi, tj. procesni parametri uti€u i na
prinos i na hemijski sastav dobijenog etarskog ulja (Pavicevic i sar. 2016).

Frakcionisanje etarskog ulja vr$i se kako bi se izolovale frakcije koje sadrze
odredeno jedinjenje u ve¢im koli¢inama, a ponekada €ak 1 Ciste komponente. Da bi se
postiglo potrebno odvajanje, frakcionisanje se vrsi najceS¢e pod snizenim pritiskom
(pod vakuumom), kako bi se sprecila razgradnja i oksidacija nekih komponenata (Baser
i Buchbauer, 2010). U literaturi postoji nekoliko radova koji izveStavaju o
frakcionisanju etarskih ulja pod vakuumom (Babu i Koul, 2007; Beneti i sar., 2011;

Fang i sar., 2004; Farah i sar., 2006; Lopes i sar., 2003; Stuart i sar., 2001), a samo



jedan rad o frakcionisanju etarskog ulja ploda kleke pod vakuumom (Milojevi¢ i sar.,
2010).

U ovoj doktorskoj disertacije je ispitivana obi¢na HD i MAHD etarskog ulja iz
zrelih, nefermentisanih plodova kleke ubranih sa podruéja Kopaonika, opStina
Leposavi¢, srednji tok reke Ibar, koja su pripremljena razli¢itim predtretmanom.
Analiziran je prinos etarskog ulja i njegov sastav, kao i kinetika izdvajanja etarskog ulja.
Takode, izvrSena su ispitivanje izdvajanja etarskog ulja istovremenom obi¢nom i
mikrotalasnom hidrodestilacijom 1 rektifikacijom (SDHR i SMAHDR, respektivno).
Posebna paznja je posveéena frakcionisanju etarskog ulja ploda kleke primenom
navedenih tehnika izdvajanja etarskog ulja i analizi dobijenih frakcija.

Cilj ove doktorske disertacije je definisanje uticaja operativnih parametara
(vreme mlevenja i bubrenja plodova i primenjenja tehnika za izdvajanje etarskog ulja)
na prinos, sastav i kinetiku izdvajanja etarskog ulja ploda kleke. Takode, cilj je bio
uporedivanje sastava frakcija etarskog ulja izdvojenih tehnikama HD, MAHD, SDHR i
SMAHDR. Pored toga, cilj doktorske disertacije je bio razvoj modela kinetike
izdvajanja etarskog ulja ploda kleke HD i MAHD, kao i uporedivanje razvijenih modela

sa ve¢ postojec¢im modelima u literaturi.



2. TEORIJSKI DEO

2.1. Kleka

Rod Juniperus L se sastoji od 67 vrsta i 34 sorti. Sve klasifikacione grupe
(taksoni) rastu na severnoj hemisferi sem J. procera Hochst. Rod je podeljen u tri dela:
Caryocedrus Endlicher kome pripada samo vrsta J. drupacea Labill., Juniperus (syn.
sect. Oxycedrus Spach) sa 10 vrsta i Sabina (Miller) Spach sa 56 vrsta (Adams, 2004).

Osam taksona na nivou vrsta i podvrsta spadaju pod Juniperus (takson sa tri
ostre igle u pr§ljanovima), u okviru flore Evrope, od kojih su na Balkansko poluostrvo
prisutno pet vrsta: J. communis L. sa tri podvrste, J. deltoides Adams 1 J. macrocarpa
Sibth. & Sm. (Amaral 1993; Adams 2004).

J. communis L. je vrsta sa prilicno velikom rasprostranjenoséu i Siroke ekoloske
valence, moze se nac¢i u regionima Evrope, Male Azije, Azije (Kavkaza, Irana,
Avganistana 1 Himalaja), Severne Amerike i rede u planinama Severne Afrike. Njena
Siroka valentnost u odnosu na klimu joj omogucava da se nastani pored kserofita
listopadnih Suma 1 SipraZja, suvim 1 toplim Cetinarskim Sumama, zakiSeljenim
zemljiStima, kao 1 devastiranim (razorenim) bukovim Sumama 1 regionima bukva-jela
(Adams 2008; Jovanovi¢ 1992; Lakusi¢ 1980; Sili¢, 1990; Vidakovi¢ i Franji¢ 2004).

Kleka je zimzelen, vrlo otporan, gusto i nepravilno razgranat grm, visine 1-3 m,
ili stablo visine 8-12 m. Jednodoma, ¢eS¢e dvodoma biljka. Kruna je konusna ili ovalna,
kod muskih primeraka je uza, kod Zenskih primeraka je visa. Kora je tamno siva ili sivo
smeda, uzduzno perutava. Listovi su rasporedeni prsljenasto, po tri u svakom prsljenu.
Sisarke su brojne, sa preénikom od 5 do 9 mm, duguljaste - jajaste ili okrugle,
bledozelene. Plodovi su bobice, braon ili plave boje sa plavim premazom ili bez njega
(slika 1), zr1 u drugoj godini s jeseni (Serebryanaya i Shinkarenk, 2015). Koren je jako
razgranat sa izrazenim glavnim korenom (Stankovi¢ i sar. 1994). J. communis L. se
razmnoZava uglavnom polnim putem u su$nim oblastima i na manjim visinama. Bobice
kleke sadrze od jedne do pet semenki, obicno tri (slika 2). U Republici Srbiji je ima
mnogo, a najvise po brdskim i planinskim kréevinama, pasnjacima, retkim Sumama 1 po

zapusStenim i neobradenim mestima (Tucakov, 1973).



Slika 1 Grm, iglice 1 plod kleke (Bais i sar., 2014)

Slika 2 Presek ploda kleke (zelena posle 1 godine, braon posle 2 godine) (Ward, 2007)

2.1.1. MorfolosSke karakteristike ploda kleke

Plod kleke je mesnata bobica, sfernog oblika, precnika 5-10 mm, ljubicasto-crn,
¢esto plavkaste boje. Na vrhu ploda nalaze se tri zvezdasto rasporedene brazdaste linije.
U mesnatom tkivu ploda (parenhim) Zuckaste, zeleno-braon do svetlo-braonkaste boje,
nalaze se tri (rede dve) male duguljaste (duzina 4-5 mm), troivi¢ne, na poledeni nesto
zaobljene, na vrhu Spicaste, braonkaste, veoma tvrde semenke koje su u podnozju ploda

srasle sa parenhimom, ali medusobno slobodne (Bais 1 sar., 2014; Svoboda i sar, 2000).



U parenhimu ploda, narocito na spoljnim povrSinama semenki, se pod lupom vide
krupni sekretorni sudovi (po dva na svaku semenku) etarskog ulja u obliku zaobljenih
trouglastih piramida. Mnogobrojni sekretorni organi nalaze se rasuti i u mezokarpu
izmedu vise slojeva ¢elija neznih zidova, tako da su tesko uocljivi. Nezreli plodovi su

razli¢ite boje (zelene, svetlo braon, crvene, sive) (Skala i sar., 2002).

2.1.2. Mikroskopske karakteristike ploda kleke

Epidermis ploda kleke se na spoljnoj strani sastoji od gusto poredanih ¢elija dok
se sa unutraSnje strane nalaze porozne celije koje su po rubovima prekrivene
medusobno sraslim, gustim papilama. Pukotine su retke i1 uglavnom prisutne samo na
vrhu ploda. Ispod epidermisa je tanak kolenhimski sloj, a zatim sloj parenhimskih ¢éelija
sa tankim zidovima od kojih je izgraden najvec¢i deo mase ploda. U njima se nalaze
mnogobrojni Sizogeni (razdvojeni) sudovi sa etarskim uljem 1 grupisani su oko semena
(slika 3), snopovi drugih sudova, kao 1 prili¢no veliki, zuti 1 malo zadebljali idioblasti
(individualne biljne celije razli¢ite prirode ili sadrzine od okolnog tkiva). Izdvojeni

Sizogeni sudovi iz ploda u razli¢itim oblicima su prikazani na slici 4.

Slika 3 Sizogeni sudovi u plodu kleke, Slika 4 Sizogeni sudovi, poveéanje 4x.
povecanje 4x. (Shahmi i sar., 2003) (Shahmi i sar., 2003)

Semenke se sastoje iz pet slojeva: epidermis, perenhim, sklerenhim sa sadrzajem
kristala kalcijum-oksalata u lumenu Ccelija, perisperm 1 unutrasnji epidermis
(endosperm) (Luki¢, 1979). Na ispupcenoj strani svaka semenka ima sa obe strane
lednog rebra po nekoliko nejednakih ulegnuca u kojima su velike (do 1 mm) mrke

cevaste Supljine sa oleo-rezinskim sekretom (terpetinom). U endospermu i embrionima



semenke, bogatim masnim uljem 1 aleuronskim zrnima, nalaze se jedan ili vise

globuloida 1 kristaloida (SANU, 1989).

2.1.3. Upotreba i delovanje ploda kleke

Plod kleke se ve¢ vekovima koristi u medicini. Starogrcki 1 arapski iselitelji, kao
i Indijanci, koristili su ih za le¢enje brojnih bolesti (Adams, 2004). Tradicionalno u
zapadnoj Evropi, plodovi i ulje kleke su koris¢eni za leCenje inflamatornih bolesti.
Takode se Siroko koristi zbog njenog diuretickog efekta koji je rezultat prisustva
terpinen-4-ol, za koji je poznato da povecava nivo bubrezne glomerularne filtracije.
Medutim, pineni u uljima mogu takode uzrokovati iritaciju urinarnog trakta i zbog toga
se ne preporucuje produzena upotreba bobicastih plodova (Ravindran i sar., 2012).
Ekstrakti kleke se koriste za ublazavanje menstrualnih poremecaja. Nedavne studije
pokazale su da plodovi kleke sadrze jedinjenja koja pomaZu u podsticanju pravilnog
rada hormona, sli¢no kao §to su riblje ulje i EPA suplementi, §to moZe objasniti njegovu
upotrebu  kod menstrualnih poremecaja. Ova jedinjenja takode objasnjavaju
antiinflamatornu 1 antitrombocidnu aktivnost ¢aja od kleke, za koji se smatra da postize
svoje efekte kroz inhibiciju biosinteze prostaglandina (Anon, 2009; Ravindran 1 sar.,
2012). Caj od plodova kleke je takode naveden u nemackoj farmakopeji kao tretman
protiv gorusice, indigestije 1 nadimanja (Blumenthal 1 sar., 1998, 2003).

Kleka je prijavljena kao diuretik 1 koristi se u narodnoj medicini, ima
antiinflamatorna svojstva (Modnicki i Labedzka, 2009; Tunon i sar., 1995), antifugalnu
aktivnost (Abbassy i Marei, 2013), analgeticku aktivnost (Banerjee i sar., 2012),
hepatoprotektivnu aktivnost (Manvi 1 Garg, 201), antidijabeticku 1 antihiperlipidemi¢nu
aktivnost (Banerjeei sar., 2013), antimikrobnu aktivnost (Pepeljnjak 1 sar., 2005),
antioksidativnu aktivnost (Hoferl i sar., 2014), antibakterijsku aktivnost (Sati i Joshi,
2010) 1 neuroprotektivnu aktivnost kod Parkinsonove bolesti (Bais i sar., 2014; Rana i
Bais, 2014).

Plodovi kleke koriS¢eni su u fitoterapiji 1 kozmetickim proizvodima u regionu
Mediterana i u zapadnoj Evropi (na primer u “klekinim kupatilima" za le¢enje neuroze i
psorijaze). Trenutno, plod kleke se istrazuje kao moguéi tretman za dijabetes, jer

oslobada insulin iz pankreasa (a time 1 ublazava glad). Ima Siroku primenu u



farmaceutskoj industriji 1 aromatizaciji alkoholnih pica. Prema propisima EU, kleka
mora biti dominantni ukus u svim vrstama dzina i identifikovana je kao senzorna
karakteristika koja razlikuje dzin od drugih alkoholnih pi¢a (Aumatell, 2012; Mc
Donnell i sar., 200). Kleka sluzi i kao zacin za meso, a przena i mlevena kleka koristi se

kao zamena za kafu (Lim, 2012).

2.2. Etarska ulja

Aromati¢na bilja su koriS¢ena od davnina za razne namene ukljucujuci
medicinske tretmane, konzerviranje hrane i kao zacini. Termin "etarsko ulje" je prvo
koris¢eno, u 16. veku, kao efektivna komponenta leka od strane Paracelsus od
Hohenheim u svojoj knjizi, "Quintum Esse" (Guenther, 1950). U starom Egiptu etarska
ulja su dobijena od aromati¢nog bilja 1 koriS€ena su za prevenciju i leCenje bolesti.
Kasnije, Grei 1 Rimljani su nasledili ovu egipatsku praksu, ali su prosirili kori§éenje
etarskih ulja da bi poboljsali kvalitet zivota (Hamdy i sar., 2012). Sredinom XX veka
mnogi naucnici poceli su da uvidaju znacaj tradicionalne medicine, kao i to da podaci o
koriS¢enju lekovitog bilja starih naroda uz primenu i potvrdu savremene nauke, mogu da
se iskoriste u cilju dobijanja novih medikamenata (Hammer 1 sar. 1999).

Etarska ulja su veoma interesantni prirodni biljni proizvodi dobijeni od razli¢itih
biljnih materijala (cvetovi, pupoljci, semena, liS¢e, grancice, kora, bilje, drvo, voce i
korenje) 1 imaju razli¢ite "bioloSke" osobine (Baser 1 Buchbauer, 2010; Burt, 2004).

Analiza etarskog ulja pokazuje da se ono sastoji iz razli¢itih komponenata,
terpeni su najrasprostranjeniji bilo kao hemiterpeni, monoterpeni ili seskviterpeni, kao 1
njihovih derivata poput alkohola, estara, acetata 1 dr. Terpeni ¢ine jedinstvenu grupu u
smislu raspona i raznolikosti jedinjenja koje oni predstavljaju. Strukturne vrste i njihovi
derivati obuhvataju hiljade jedinjenja (Connolly 1 Hill, 1992).

Etarska ulja su naSla primenu u medicini, farmaciji, prehrambenoj industriji,
kozmetickoj industriji, industriji alkoholnih 1 bezalkoholnih pi¢a, kao 1 u industriji boja 1
lakova. Mikrobioloska ispravnost, poboljSane fizi€ko-hemijske i organolepticke osobine
proizvoda od etarskih ulja ¢ine ih prihvatljivim, organizam ih usvaja, bez neZeljenih
posledica, S$to nije slucaj sa nekim prehrambenim proizvodima koji u sebi sadrze

sintetickim putem proizvedena mirisna 1 antioksidativna jedinjenja. Zbog toga se etarska



ulja koriste u proizvodnji izuzetno cenjenih 1 veoma bioloski zdravih proizvoda (Sovilj i
Spasojevi¢, 2001). Poznato je da etarska ulja imaju antioksidativnu i antimikrobnu
aktivnost i1 zato sluze kao prirodni aditivi u prehrambenim proizvodima (Tongnuanchan
i Benjakul, 2014). Mnoge sintetiCke antibakterijske hemikalije se koriste kao
konzervansi u hrani za kontrolu kvarenja 1 spreCavanja rasta patogenih
mikroorganizama. Zbog zabrinutosti potrosaca u vezi toksi¢nosti sintetickih preparata,
antibakterijska jedinjenja koja se nalaze u biljkama pocinju da dobijaju veliku paznju
kao sigurni aditivi (Hamdy i sar., 2012). Antimikrobna aktivnost i hidrofobnost etarskih
ulja moze posluziti da se ona koriste kao aktivna jedinjenja pri pakovanju namirnica.
Zbog povecane traznje za prirodnim dodacima u hrani, etarska ulja iz nekoliko biljaka
su koris¢eni $ire, posebno u kombinaciji sa drugim konzervansima pod pojmom "hurdle
technology" (tehnologija "prepreka" je metod kojom se obezbeduje da se patogeni u
prehrambenim proizvodima mogu eliminisati ili kontolisati). U poslednjih nekoliko
godina doslo je do interesovanja za bioloski aktivna jedinjenja koja su izolovana iz
biljnih vrsta za eliminaciju patogenih mikroorganizama zbog rezistentnosti koji su
mikroorganizmi izgradili protiv antibiotika i njihovih nus pojava (Essawi i Srour, 2000)
1 zato S§to su ekoloski bezbednija (Lee i sar., 2005). Etarska ulja izdvojena iz biljaka
treba smatrati kao potencijalne alternativne lekove, jer potroSaci lekova su danas
fokusirani na toksi¢nost sintetickih lekova. Pokazalo se da imaju blagotvornu lekovitu
aktivnost, ukljucuju¢i antibakterijsko, antivirusno 1 antikancerogeno delovanje.
Medutim vazno je razviti bolje razumevanje bioloskh aktivnosti etarskih ulja za primenu
u prevenciji raznih degenerativnih bolesti bez oslanjanja na sinteticke hemikalije. Osim
toga, etarska ulja treba da imaju mnogo viSe paznje kao prirodni 1 sigurni lekovi u
poredenju sa sintetickim kao sredstva za zaStitu ekoloSke ravnoteze (Hamdy 1 sar.,
2012). Antioksidativna aktivnost je jedna od najintenzivnijih proucavanih bioloskih
aktivnosti u istrazivanju etarskih ulja zbog reakcija slobodnih radikala u raznim
bioloskim materijama koji mogu da izazovu mnoge bolesti ukljucujuéi rak (Halliwell 1
Gutteridge, 1990; Paz-Elizur i sar., 2008), bolesti jetre (Preedy i sar., 1998), Alzheimer-
ovu bolest (Moriera i1 sar., 2005.), artritis (Colak, 2008), diabetes (Jain, 2006),
aterosklerozu (Heinecke, 1997) 1 dr. Zbog ovoga, mnoge bolesti su tretirane sa
antioksidantima da bi sprecili oksidativno oSte¢enje (Moon and Shibamoto, 2009).

Etarsko ulje maj¢ine duSice ima najvece antioksidativno dejstvo medu 25 testiranih



etarskih ulja, zatim list karanfili¢a, list cimeta, bosiljak, eukaliptus i kamilica (Wei 1
Shibamoto, 2010). Etarska ulja korijandera, kleke, kumina, bosiljka, karanfili¢a, takode
poseduje znatnu antioksidativnu aktivnost (Billot i Wells, 1975; El-Ghorab i sar., 2008;
Tomaino 1 sar., 2005). Primetan broj etarskih ulja su pokazala snazno antivirusno
dejstvo, ali nazalost, ne postoji gotovo nijedna studija antivirusne aktivnosti etarskih
ulja protiv glavnih virusa nase ere, kao Sto su HIV 1 hepatitis C (Allahverdiyev i sar.,
2004; Armaka i sar., 1999; Garcia i sar., 2003). Tradicionalna upotreba etarskih ulja kao
antizapaljenskih agenasa ukazuje na to da ona imaju snazno antiupalno dejstvo. Aloe
vera je jedna od najpoznatijih biljaka sa antizapaljenskim dejstvom (Schmid-

Scheonbein, 2006; Vogler 1 Ernst, 1999).

2.2.1. Etarsko ulje ploda kleke

Etarsko ulje kleke je bezbojna ili zuckasta teCnost, karakteristicnog mirisa.
Fizicko-hemijske osobine etarskog ulja, po kojima se najeS¢e i procenjuje njegov
kvalitet, propisane po Evropskoj farmakopeji 8 navedene su u tabeli 1. Etarsko ulje

kleke se cuva u hladnom, suvom i tamnom prostoru bez vazduha.

Tabela 1 Fizicko hemijske karakteristike etarskog ulja ploda kleke (European

Pharmacopoeia, 2013)

Gustina 0,857-0,876
Indeks refrakcije 1,471,483
Ugao rotacije —15°do —0.5°
Peroksidna vrednost Max 20

Prinos 1 sastav etarskog ulja zavisi od geografskog porekla biljke, zrelosti
bobica, starosti biljke 1 drugih faktora Zivotne sredine (Chatzapoulou 1 Katsiotis, 1993,
1995; Orav i sar., 2010). Zbog toga, sastav etarskog ulja moZe znacajno da varira i to je
razlog za veoma Sirok spektar vrednosti u zahtevima Evropske farmakopeje za
karakteristicne sastojke ulja kleke, Sto se moze sagledati u tabeli 2 (European
Pharmacopoeia, 2013). Bez obzira Sto sastav etarskog ulja kleke varira, kod njega
dominiraju terpenski ugljovodonici (Hoferl i sar. 2014): monoterpeni (do 85 %) i

seskviterpeni (do 27 %) i njihovi oskigenovani derivati (do 4 %) (Pavicevi¢, 2016).
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Tabela 2 Raspon sadrzaja nekih komponenti u etarskom ulju kleke (European

Pharmacopoeia, 2013)

o-pinen 20 -50 %
Sabinen max 20 %
B-pinen 1-12 %
B-mircen 1-35 %
a-felandren max 1 %
Limonen 0.5-12%
Terpinen-4-ol 0.5-10%
Bornil acetat max 2 %
B-karifilen max 7 %

Terpeni su velika grupa prirodnih jedinjenja opsSte formule (CsHg),. Poznato je
oko 30000 razli¢itih terpena, a njihova osnovna struktura izgradena je od 2-
metilbutanske jedinice koja se Cesto naziva i izoprenska jedinica. Na osnovu broja n u
opStoj formuli (CsHg)n ili broja C atoma terpeni se dele na hemiterpene (C5),
monoterpene (C10), seskviterpene (C15), diterpene (C20), sesterpene(C25), triterpene
(C30), tetraterpene (C40), politerpene (>C 40). Terpeni se Cesto nazivaju i izoprenoidi.
S obzirom na funkcionalne grupe terpene uglavnom c¢ine ugljovodonici, alkoholi i
njihovi glikozidi, etri, aldehidi, ketoni, karboksilne kiseline i estri (Eberhard, 2006).
Terpeni imaju Sirok spektar bioloskih aktivnosti (Ramawat 1 Merillon, 2013). Studije su
pokazale da terpeni poseduju razli¢ita farmakoloska svojstva, ukljucujuéi antifugalno,
antibakterijsko, antioksidativno, antikancerogeno, antiflamtorne, antihistamitske, anti-
spazmodi¢ne aktivnosti i tako dalje (Banthorpe i sar., 1972; Degenhardt i sar., 2009;
Feraz i sar., 2013; Garcia 1 sar., 2008; Ishnava i sar., 2014; Jeena i sar., 2013; Manoj i
sar., 2017; Ornano i sar., 2013; Park i sar., 2011; Zwenger 1 Basu, 2008). Tako a-pinen 1
B-pinen imaju antibakterijsko, antiviralno, antifugalno 1 hipotenzivno dejstvo. Oni
poseduju anti-IVB svojstva (IVB - infektivni virus bronhitisa), stoga su oni potencijalni
izvori anti-IVB jedinjenja za farmaceutsku industriju (Koziot i sar., 2014). U mnogim
slucajevima, antioksidativna aktivnost etarskog ulja ne moze se pripisati dominantnim
jedinjenjima a- 1 B-pinenu. Nosioci antioksidativog svojstava su a- 1 y-terpinen i, znatno
u manjem stepenu, njihovi seskviterpenski analozi. Ovo je utvrdeno i za etarska ulja
ploda kleke (Misharina, i Samusenko, 2008; Misharina i sar., 2009; Wei i Shibamoto,
2007) 1 za ciste terpenske ugljovodonike: terpinolen, a-terpinen i y-terpinen (Ruberto i

Baratta, 2000). Mircen, kao 1 a- 1 B-pinen, samo inhibira peroksidaciju lipida u drugoj
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fazi; sabinen, limonen, a-pinen i miren pokazuju anti-radikalnu aktivnost u odnosu na
DPPH radikal (Bua-in 1 Paisooksantivatana, 2009; Hoferl i sar., 2014; Roberto 1 sar.,
2010). PB-mircenu se pripisuju antibakterijsko, kardiotonicno i diuretsko dejstvo.
Limonenu  antibakterijsko,  antifugalno, antiflamatorno, antioksidativno i
antikancerogeno desjstvo. Terpinol-4-ol, a-terpinol i1 y-terpinen imaju antibakterijsko
dejstvo, dok a-terpinol deluje i kao sedativ. p-cymene pored antibakterijskog dejstva
poseduje 1 antifugalno dejstvo. Verbenol ima antifugalno i anti-ishemi¢no dejstvo.
Linalol ima jako antibakterijsko dejstvo protiv gram pozitivnih (Bacillus subtilis i
Staphylococcus aureus) 1 gram negativnih bakterija (Porphylomonas gingivalis,
Prevotella intermedia, Fusobacterium nucleatum) kao 1 znaCajna antibakterijska
svojstva protiv paradontopatske i kariogene bakterije, E.coli i mikoplazme. Linalol
takode igra glavnu ulogu u antiinflamatornoj aktivnosti etarskih ulja koja ih sadrze
(Koziola i sar. 2014).

Etarsko ulje ploda kleke pokazalo je umereno nezeljene reakcije na kozi za koje
je odgovorna oksidacija a-terpena. Takode, nisu nadeni dokazi o iritaciji bubrega, dok
postoje dokazi o nedostatku nefrotoksi¢nosti ovog ulja. Ulje je testirano na pacovima,
dodatno je testiran terpinen-4-ol i uprkos visokim dozama nijedna od ispitanih supstanci
nije izazvala promenu bubreZne funkcije ili morfologije. lIako a-pinen, B-pinen, sabinen,
B-mircen 1 limonen imaju malu reproduktivnu toksicnost ipak se sugeriSe da ulje ploda
kleke nije opasno u trudno¢i (Tisserand 1 Young, 2014).

Etarsko ulje ploda kleke se tradicionalno koristi u medicinske i aromati¢ne svrhe

(Hoferl i sar., 2014).

2.3. lIzdvajanje etarskog ulja

Danas je jasno da etarska ulja imaju kompleksan i varijabilni sastav, koji se
sastoji od brojnih jedinjenja, narocito ugljovodonika i oksidovanih jedinjenja. Njihova
aroma je rezultat kombinacije arome svakog od ovih jedinjenja. Komponente u
tragovima su takode vazne jer daju ulje karakteristicnog mirisa. Stoga je vazno da se
prirodni odnos komponenti odrzava tokom izdvajanja etarskih ulja iz biljaka bilo kojom
koriS¢enom tehnologijom. Razli¢ite metode se koriste za odvajanje ovih ulja iz razli¢itih

biljnih materijala. Iako izgleda relativno jednostavno izolovati takva ulja, sastav ulja
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moze varirati u velikoj meri u zavisnosti primenjene metode izolacije (Anitescu i sar.,
1997; Cassel 1 sar., 2009). Konvencionalne tehnologije za izdvajanje etarskog ulja
karakteriSe nekoliko nedostataka medu kojima je i velika potrosnja energije. Povecanje
troskova energije i usvojeniji ekoloski pristup omogucili su razvoj alternativnim
tehnologijama koje su ekonomicne, odrzive i sposobne za proizvodnju etarskih ulja sa

istim 1ili poboljSanim karakteristikama (Stratakos i1 Koidis, 2016).

2.3.1. Konvencionalne metode izdvajanja etarskog ulja

2.3.1.1. Hladno presovanje

Hladno presovanje je najstariji metod za izdvajanje etarskih ulja 1 koristi se
isklju¢ivo za proizvodnju etarskih ulja iz kore ploda limuna, pomorandze, grejpfruta i
mandarina (Sovilj i Spasojevi¢, 2001). Metod se sprovodi ili odvajanjem kore biljke ili
istiskivanjem pulpe iz ploda i nakog toga primena pritiska (slika 5). Dobijena masa se
zatim centrifugira u cilju odvajanja Cvrstih ostataka tkiva (Petrovi¢, 2014). Hladno
presovana tecna smesa vode 1 etarskog ulja se slobodnim taloZenjem odvaja (Sovilj 1
Spasojevi¢, 2001). Ovaj proces osigurava da se dobije ulje 100 % cisto koje zadrzava

sve osobine biljke (Rassem i sar. 2016).

Kora citrusa
r'\
/"\f'\f"\
Svrdlo
[ ] & ] [ ) & |
Q Sirovo ulje Otpadni
biljni materijal

Slika 5 Aparatura za hladno cedenje (Ferhat i sar., 2016)
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2.3.1.2.  Anfleraz postupak

Anfleraz postupak je jo§ jedna konvencionalna metoda koja datira jo$ iz
vremena antike, koristi se za izdvajanje etarskih ulja iz cvetova (Stratakos 1 Koidis,
2016). Proces cedenja se moze izvoditi u hladnim ili toplim uslovima. U rezimu
hladnog procesa, mast se Siri na staklenim plo¢ama u drvenim okvirima. Sveze cvece se
onda $iri preko masti (slika 6). Nakon Sto masnoc¢a apsorbuje etarska ulja iz cveca,
cvece se uklanja rucno. Sveze cvele se zatim opet stavlja na povrSinu masti, a ova
procedura se ponavlja sve dok mast ne postane potpuno zasi¢ena uljima (Salomé-
Abarca 1 sar. 2015). Zatim se mast sakuplja i ekstrahuje alkoholom. Prema danasnjim
standardima, to je dugotrajan, radno intenzivan i skup metod (Stratakos i Koidis, 2016).
Primenom toplog procesa (maceracija) cvetovi se potapaju u vrucu mast (45-60 °C),
tako da je vreme izdvajanja smanjeno na 1 do 2 sata u zavisnosti od biljne vrste. Nakon
svakog uranjanja, masnoca se filtrira 1 cvetovi ili latice se uklanjaju. Nakon 10 do 20

potopa, mast se Cisti od cvetnih ostataka (Salomé-Abarca i sar. 2015).

Slika 6 AnfleraZ postupak( www.flickr.com, pristup 20.06.2018)

2.3.1.3. Hidrodestilacija

HD se primenjuje za izdvajanje supstanci koje se ne mesaju ili vrlo slabo mesaju
sa vodom, pri ¢emu su na temperaturama kljucanja nestabilne ili podloZzne oksidaciji

(Milojevi¢, 2011). NajceS¢e koriS¢ena metoda izdvajanja etarskih ulja je HD. Ovaj
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proces izdvajanja moze trajati od 1 do 10 h. Koli¢ina proizvedenog ulja zavisi od duzine
vremena destilacije, temperature, pritiska i vrste biljnog materijala (Naves, 1974).
Tokom destilacije biljni materijal je izlozen kljucaloj vodi ili pari tako da postoje tri

nacina izvodenja HD:

e destilacija vodom,
e destilacija vodom i vodenom parom i

e destilacija vodenom parom.

Kod destilacije vodom biomasa se potapa u vodu 1 vr$i se njeno zagrevanje. Kod
destilacije vodom i vodenom parom u biljni materijal potopljen u vodi koja se zagreva,
uvodi se direktno vodena para. Destilacija samo vodenom parom podrazumeva
produvavanje vodene pare kroz biljni materijal. Bilo koja od navedene tri kombinacije
moze se fenomenoloski posmatrati kao destilacija vodenom parom koja se primenjuje za
izolovanje, preciS€avanje ili razdvajanje supstanci koje se ne mesaju ili se u vrlo maloj
meri meSaju sa vodom (Skala i sar, 1999). Najjednostavnija definicija za HD bi bila
“isparavanje 1 naknadna kondezacija te¢nosti” (Baser i Buchbauer, 2010). Osnovni
proces bilo koje destilacije je transformacija te¢nosti u paru. Migracija molekula iz
tecnosti u paru preko povrsine tecnosti (tj. isparavanje) je kontinualan proces i njegova
brzina se povecava sa temperaturom. Tokom kljucanja, isparavanje se odvija unutar
teCnosti. Pritisak pare iznad teCnosti je tada jednak spoljaSnjem pritisku. U ovom
trenutku, uneta toplota se uglavnom tros$i na toplotu isparavanja, gubitak energije koji se
predaje okolnom vazduhu, i pove¢anju temperature usled promene sastava smeSe (Brud,
1991). Na isparljivost sastojaka ne utiCe brzina isparavanja, ali utice njihova
rastvorljvost u vodi. Kao rezultat, komponente etarskog ulja koje su viSe rastvorljive ¢e
se destilovati pre nego isparljivije komponente koje se loSije rastvaraju u vodi (Baser i
Buchbauer, 2010).

lako je izdvajanje etarskog ulja ovom metodom najzastupljenije ona ima nedostatke.
Posto su etarska ulja izlozena kljucaloj vodi u dugom vremenskom periodu stvaranje
nusprodukata je moguce zbog visoke temperature ili kiseline vode, §to moZe dovesti do
razlike u sastavu izdvojenih etarskih ulja. Tokom HD moZe do¢i do hidrolize estara u

alkohol 1 kiseline, $to moZe izazvati ozbiljne promene kod etarskih ulja sa velikom
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koli¢inom estara. Stavie, neka etarska ulja zahtevaju rektifikaciju. Ovaj proces
ukljucuje redestilaciju ulja kako bi se eliminisale nezeljene necisto¢e (npr. voskovi), kao
1 sastojci koji mogu izazvati neprihvatljive mirise etarskog ulja (Stratakos 1 Koidis,

2016; Baser i Buchbauer, 2010).

2.3.1.4. Ekstrakcija organskim rastvara¢ima

Ekstrakcija organskim rastvaracima (petroletar, etan, aceton i slicno) koristi se
zbog termolabilnosti nekih komponenti etarskog ulja. Sematski prikaz procesa
ekstrakcije sa organskim rastvara¢ima je prikazan na slici 7. KoriS¢eni organski
rastvaraCi se odstranjuju uparavanjem na snizenim pritiscima, pri ¢emu pri samom
uparavanju na povisenoj temperaturi moze do¢i do termalne degradacije bioaktivnih
komponenata osetljivih na poviSenu temperaturu. Lipofilni deo koji zaostaje nakon
uparavanja je sastavljen od etarskog ulja i od smole, masti i voskovi, tzv. konkreti koji
se tretiraju etanolom kako bi se etarsko ulje odvojilo od ostalih materija i koriste se kao

mirisne supstance u kozmeti¢koj industiji (Bogdanovi¢, 2016; Petrovi¢ i sar., 2012).
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Slika 7 Sematski prikaz postrojenja za ekstrakciju sa organskim rastvara¢ima
(Bogdanovi¢, 2016)
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Nedostaci ove metode su zaostatak u manjoj ili vecoj meri tragova rastvaraca Sto
ogranicava njihovu primenu u prehrambenoj i hemijskoj industriji i Cesta potreba za
primenom viSestepene ekstrakcije sa dva ili viSe rastvaraca zbog nedovoljne
selektivnosti pojedinih rastvarata u odnosu na Zeljenu grupu jedinjenja (Ivanovic,

2011).

2.3.1.5. Natkriti¢na ekstrakcija

Superkriticna ekstrakcija je postupak ekstrakcije fluidom koji se nalazi na
temperaturi iznad svoje kriticne temperature (7c) 1 na pritisku iznad svog kritiénog
pritiska (Pc) (Filip, 2014). Ekstrakcija pomocu natkritiénih fluida ima nekoliko
karakteristika koje je Cine alternativnom tehnikom za izdvajanje etarskih ulja u
poredenju sa metodom ekstrakcija organskim rastvarac¢ima. Posto se izvodi na niskim
temperaturama, veoma je pogodna za termolabilna jedinjenja. Kontrola mo¢i rastvaranja
superkriti¢nog fluida i1 razdvajanje ekstrakta od superkriti¢nog fluida je lako 1 brzo 1
postize se promenom pritiska i/ili temperature. Superkriti¢ni fluid, zbog niskog
viskoziteta 1 vece difuzivnosti, mogu u¢i u porozne Cvrste materijale efikasnije u
poredenju sa tecnim rastvara¢ima Sto rezultira brzim prenosom mase i1 brzom
ekstrakcijom (Cossuta, 2010; Lang 1 Wai, 2001). Natkriticna ekstrakcija je ekoloski
relativno visokim pritiscima, veliki utroSak energije, znatni energetski troSkovi za

regeneraciju rastvaraca i veliki investicioni troskovi za procesnu opremu (Filip, 2014).

2.3.2. Nove metode izdvajanja etarskog ulja

2.3.2.1. Ultrazvuéna ekstrakcija

Glavne prednosti primene ultrazvuka su minimalni efekti na ekstrakciona
jedinjenja, smanjenje/izbegavanje organskih rastvaraca i smanjenje vremena ekstrakcije
(Vilkhu 1 sar., 2008). Efekti ultrazvuka su posledica fenomena kavitacije, odnosno

proizvodnje 1 razgradnje mikroskopskih mehurica. Kada mehuri¢ dosegne odredenu
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kriticnu veli¢inu 1 ne moZe vise apsorbovati energiju, a bez ulazne energije mehuri¢ se
ne moze odrzavati, urusava se sam u sebe. Ovaj nasilni kolaps izaziva mehanicke sile
koje dovode do ostecenja ¢elijske membrane Sto dovodi do visokog prinosa i brze stope
ekstrakcije (Cameron i sar., 2009).

Brzina kavitacionog mehura raste skoro linearno sa porastom ultrazvucne snage,
Sto utie na fenomen kavitacije (Tsochatzidis, 2001). Ultrazvuk utiCe na proces
ekstrakcije visestruko. Ima uticaja na koeficijent prenosa mase (Neis, 2002) i razaranje
biljnih ¢elija (Vinatoru i sar., 1999). Ultrazvukom se potpomaze penetracija rastvaraca u
nerazorene biljne Celije, $to ima za posledicu povecanje prinosa u kra¢em vremenskom
periodu i smanjuje vreme popunjavanja kapilara i ¢elija rastvaratem (Stanisavljevié,
20006).

Prednosti ultrazvucne ekstrakcije su veci prinos, smanjeno vreme ektrakcije i
dobijanje kvalitetnijih ekstrakta (Assami 1 sar., 2012; Shah i sar., 2005; Sharma 1 Gupta,
2006). Aparatura za ultrazvuénu ekstrakciju je prikazana na slici 8. Ultrazvuk kao
predtretman takode je kombinovan sa novijim tehnikama ekstrakcije. Superkriticna
ekstrakcija ulja od badema nakon tretmana ultrazvukom povecala je prinos ulja i
smanjila vreme obrade za oko 30 % u poredenju sa natkriticnom ekstrakcijom bez
predtretmana (Riera 1 sar., 2004). Ultrazvuk, iako skup zbog kapitalnih troSkova, moze
poboljsati proces ekstrakcije koji moze dovesti do povecanog prinosa za krace vreme i
time obezbediti odrzivu alternativu konvencionalnim 1 novijim procesima proizvodnje

etarskih ulja.

Generator
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4
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1

Slika 8 Aparatura za ultrazvucnu ekstrakciju (Tomisik, 2018)

18



2.3.2.2. lIzdvajanje etarskog ulja pomoc¢u mikrotalasa

U elektromagnetnom spektru, mikrotalasno zracenje se nalazi izmedu
infracrvenog zracenja i radio talasa. Mikrotalasi imaju frekvenciju izmedu 0,3 GHz 1
300 GHz. Da bi se izbegla interferencija sa mikrotalasima koje koriste
telekomunikacioni i radarski uredaji, sve industrijske i laboratorijske mikrotalasne
pecnice koriste frekvenciju od 2,45 GHz za rad, $to znaci da u nekoj tacki u prostoru
elektri¢no polje promeni orijentaciju oko dve milijarde puta u sekundi (Mijin i Petrovi¢,
2005; Rajkovic 1 sar., 2011).

Mikrotalasi su beskontaktni izvor toplote koji moZe obezbediti efikasnije
zagrevanje, ubrzavajuéi prenos energije i smanjenje toplotnog gradijenta. Nekoliko
klasa jedinjenja, kao Sto su etarska ulja, antioksidanti, pigmenti, arome i druga organska
jedinjenja, mogu se efikasno odvojiti primenom ove metode (Li i sar., 2013). Prema
Leadbeater-u (2014), upotreba mikrotalasne opreme je napredna tehnologija jer se lako i
bezbedno i na ponovljiv nacin pristupa visokim temperaturama, vreme reakcije se moze
smanjiti, prinos se moze povecati, Cistoa se moze poboljsati, u poredenju sa
konvencionalnim metodama grejanja.

Osnovi procesa mikrotalasne ekstrakcije su razli€iti od onih kod
konvencionalnih metoda, jer je ekstrakcija rezultat promena strukture Celije izazvane
elektromagnetnim talasima. Osim toga, pri konvencionalnoj ekstrakciji toplota se
prenosi sa grejnog medijuma u unutraSnjost uzorka, kod mikrotalasne ekstrakcije
toplota se zapreminski rasprSuje unutar ozracnog medijuma. Rastvara¢ prodire unutar
¢vrste matrice difuzijom 1 supstanca se rastvara sve dok ne dostigne koncentraciju
ogranicenu karakteristikama ¢vrste materije (Angiolillo 1 sar., 2015).

U poredenju sa konvencionalnim metodama ekstrakcije (na primer, Soksletovom
ekstrakcijom), mikrotalasna ekstrakcija dovodi do veéeg prinosa, kra¢eg vremena
ekstrakcije 1 vece selektivnosti (Chan 1 sar., 2011). Osim toga, mikrotalasna ekstrakcija
se, takode, moZe smatrati superiornijim od superktiricne ekstrakcije u smislu
jednostavnosti i operativnih trosSkova (Zhang i sar., 2011), ali to obi¢no zahteva vecu
koli¢inu organskih rastvaraca $to je ¢ini manje ekoloski prihvatljivom (Huie, 2002). U
pokusaju da iskoriste mikrotalasno zagrevanje, istrazivaci su kombinovali mikrotalasne

pecnice sa konvencionalnim metodama i tako je doSlo do razvijanja novih metoda kao
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Sto su ekstrakcija rastvara¢ima pomoc¢u mikrotalasa, mikrotalasna hidrodestilacija,
vakuum mikrotalasna hidrodestilacija, mikrotalasna ekstrakcija bez rastvaraca,
mikrotalasna gravitaciona hidrodifuziju 1 mikrotalasna destilacija komprimovanim
vazduhom i tako dalje (Jacotet-Navarroi sar., 2016).

Sahraoui 1 sar. (2008) razvili su novu metodu za ekstrakciju cveta suve lavande
pod nazivom mikrotalasna parna destilacija 1 uporedili je sa konvencionalnom parnom
destilacijom. Etarska ulja izolovana mikrotalasnom parnom destilacijom i parnom
destilacijom su kvantitativno i kvalitativno sli¢na, ali je mikrotalasna parna destilacija
bolja od parne destilacije u smislu brzine izdvajanja (6 min u odnosu na 30 min,
respektivno). Procesna MAHD, koju su razvili StaSenko i1 sar. (2004) se zasniva
potpuno na principu HD. MAHD je Siroko koris¢ena za izdvajanje etarskog ulja iz
raznih biljnih materijala (Amaresh i sar., 2017; Dong i sar., 2017; Golmakani i Rezaei,
2008; Kapas 1 sar.,, 2011; Karakaya i sar., 2014; Kusuma i Mahfud, 2017a,b,c,d;
Mohammadhosseini, 2017; Pavicevi¢ i sar., 2016; Phutdhawong i sar., 2007; Sourmaghi
i sar., 2014) zbog niza prednosti: veca brzina zagrevanja, nema direktnog kontakta
biljnog materijala sa toplotnim izvorom, lakSa kontrola procesa, selektivno zagrevanje,
manje dimenzije uredaja i tako dalje (Karabegovi¢, 2011). Jedna od najperspektivnijih 1
najcesce koriS¢enih metoda za izdvajanje etarskih ulja je mikrotalasna ekstrakcija bez
koriS€enja rastvaraca. Mikrotalasna ekstrakcija bez koriS¢enja rastvaraa znacajno
smanjuje vreme ekstrakcije u poredenju sa konvencionalnim metodama. Osim toga,
karakteriSe je pristupacna cena opreme i niski operativni troskovi (Chan i sar., 2011).
Etarska ulja izdvojena pomo¢u SFME iz kardamoma (Eletaria cardamomum L.) su
vrednija u poredenju sa onima koja su izdvojena pomocu HD zbog vece koliCine
prisutnih oksigenovanih sastojaka, koji se sastoje od visoko aromati¢nih jedinjenja
(Lucchesi 1 sar., 2007). Iako se MAE uspesno koristi u laboratorijskim razmerama,

upotreba u industrijskom obimu je mala (Leonelli i Maso, 2010).

2.3.2.3.  Proces trenutno kontrolisanih padova pritiska
Vrlo perspektivna metoda je postupak trenutno kontrolisanih padova pritiska

(Allaf i sar., 1998). Ova metoda se inicijalno koristila za teksturisanje i suSenje razlic¢itih

proizvoda 1 kasnije je proSirena kao referentna metoda za izdvajanje visokokvalitetnih
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etarskih ulja. DIC je termo-mehanicki proces generisan izlaganjem sirovog materijala
tokom kratkog vremenskog intervala visoko zasi¢enom parom pod pritiskom, a koja je
pracena naglim padom pritiska prema vakuumu (Allaf i sar., 2013). Kori§¢enje procesa
trenutno kontrolisanih padova pritiska poboljSava globalnu difuzivnost i dostupnost
teCnosti u biljci 1 ne zahteva upotrebu rastvaraca (Rezzoug i sar., 2005). Aparatura za
procesa trenutno kontrolisanih padova pritiska je prikazana na slici 9. Mogucénost
koris¢éenja ove metode za ekstrakciju etarskih ulja iz biljaka dokazana je i uporedena sa
konvencionalnim metodama ekstrakcije. Studija Kristiavan i sar. (2008) pokazala je da
je moguce izdvojiti etarsko ulje iz Indonezanske Kanange za manje od 6 min sa
prinosom od 2,8 g/100 g suve materije. Sli¢an prinos (2,5 g/100 g suve materije)
postignut je parnim destilacijom, ali posle 16 h prerade. Mellouk i sar. (2004) su
izolovali etarsko ulje iz kleke koriste¢i proces trenutno kontrolisanih padova pritisaka.
Oni su objavili da su dva ciklusa od 150 s pri 0,6 MPa dala 95 % ulja dobijenog parnom
destilacijom za 12 sati. Slicna smanjenja u pogledu vremena izdvajanja etarskog ulja
izmedu HD i procesa trenutno kontrolisanih padova pritisaka su objavili Allaf i sar.
(2013). Prema Berka-Zougali i sar. (2010), primenom ove metode dobijen je veci
prinose (10 %) etarskog ulja iz alZirskih mirisnih listova u poredenju sa parnom
destilacijom. To je, takode, brzi metod (2 min u poredenju sa 180 min) i dovodi do
proizvodnje etarskog ulja viSeg kvaliteta, kao Sto pokazuje njegov sastav i

antioksidativna aktivnost. Takode, zahteva manje koli¢ine energije i koristi manje pare i
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Slika 9. Aparatura za proces trenutno kontrolisanih padova pritiska
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vode. Izdvajanje etarskog ulja zasnovano na ovom procesu je zanimljiva alternativa ne
samo standardnim tehnikama ekstrakcije etarskog ulja, kao Sto je ekstrakcija sa
rastvara¢ima ili parna destilacija, ve¢ i jo§ efikasnijim metodama od natkriticne

ekstrakcije (Rezzoug i sar., 2005).

2.4. Frakcionisanje etarskog ulja

Etarska ulja predstavljaju smese velikog broja komponenata sa razli¢itim
fizicko-hemijskim osobinama, temperaturama kljucanja i farmakoloskim dejstvom, ali
koje su ipak sli¢ne po nekim osobinama na osnovu kojih se mogu kao frakcije razdvojiti
od ostalog dela smese, ili od drugih grupa komponenata (frakcija), npr. monoterpeni od
seskviterpena i slicno (GliSi¢ 1 sar. 2007). Frakcionisanje etarskog ulja vrsi se kako bi se
izolovale frakcije koje sadrze odredeno jedinjenje u ve¢im koli¢inama, a ponekada cak i
Ciste komponente koje imaju vecu komercijalnu vrednost (Baser i Buchbauer, 2010).
Kao rezultat toga, postoji teznja istrazivaca da ispitaju kako najefikasnije obaviti
seperaciju etarskog ulja do ¢istih komponenata ili njihovih frakcija (Farah 1 sar., 2006;
Glisi¢ 1 sar., 2007; Milojevi¢ i sar. 2010; Perini 1 sar., 2017; Reverchon, 2007; Silvestre
1sar., 2016).

U literaturi se mogu naci radovi u vezi ekstrakcije 1 frakcionisanja etarskog ulja
upotrebom natrkticnog ugljen-dioksida. Glavna prednost superkriticnog sistema je
njegova niska radna temperatura, koja cuva termolabilna jedinjenja koja ¢e, na viSim
temperaturama, biti uniStena. Medutim, visoki radni pritisak zahteva robusnu opremu,
uz skupu konstrukciju i posebne sigurnosne i radne sisteme (Silva 1 sar., 2016; GliSi¢ 1
sar., 2007; Vega i sar., 2016). Farah i sar. (2010), rade¢i sa Mirtus communis L.,
primenili su frakcionu destilaciju bez vakuuma, poboljSavajuéi kvalitet dobijenih
frakcija u odnosu na sirovo ulje.

Frakcionisanje etarskog ulja se trenutno najviSe primenjuje za deterpenizaciju
ulja. Deterpenacija je proces koncentrisanja jedinjenja u tragovima uklanjanjem
monoterpenskih ugljovodonika. Ovo razdvajanje je neophodno kako bi se povecala
stabilnost ulja, kao i njegova komercijalna vrednost, s obzirom na to da su oksidovana
jedinjenja preferirana od strane industrije u funkciji njegove arome 1 kvaliteta (Perini 1

sar., 2017). Na primer, komercijalno ulja bez terpena se proizvode frakcionom
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destilacijom, ekstrakcijom oksigenovanih jedinjenja sa razblazenim alkoholom ili
drugim rastvaracima ili kombinacijom ove dve metode. Ove metode, medutim, imaju
nekoliko nedostataka; najznacajniji medu njima je da primena toplote u frakcionoj
destilaciji ima S$tetan uticaj na ukus i miris ulja. Dalje, zbog kompleksnih smesa i
slicnosti tacaka kljucanja komponenti ulja, seskviterpeni se ne mogu lako ukloniti
kvantitativno iz ulja. Ova neadekvatnost razdvajanja je takode tipicna za metod
ekstrakcije (Kirchner 1 Miller, 1955). Da bi se postiglo potrebno odvajanje,
frakcionisanje se vrsi najceS¢e pod snizenim pritiskom (pod vakuumom), kako bi se
sprecila nepostojanost 1 oksidacija nekih komponenata (Baser i Buchbauer, 2010). Ovaj
problem moze da se resi rektifikacijom sa vodenom parom, rektifikacijom pod niskim
pritiscima ili frakcionom separacijom u toku procesa izdvajanja etarskog ulja

(Milojevié, 2011).

2.4.1. Frakcionisanje etarskog ulja rektifikacijom

Etarsko ulje je smeSa velikog broja komponenti sa temperaturama kljucanja
visSim od temperature kljuanja vode. Da bi se postiglo Zeljeno odvajanje, frakcionisanje
se preteZzno vrs$i pod sniZzenim pritiskom, kako bi se sprecilo termicka razgradnja
komponenata, koriS¢enjem efikasne kolone. Poznati su razliciti tipovi rektifikacionih
kolona, ali onaj koji se naj¢esc¢e koristi u laboratorijskim uslovima je staklena ili kolona
od nerdajuceg Celika napunjena RaSigovim prstenovima. RaSigovi prstenovi su kratki,
malog pre¢nika, od stakla ili bilo kog drugog hemijski inertnog materijala (Baser i
Buchbauer, 2010). Takode, nizi radni pritisci povecavaju relativnu isparljivost
komponenata $to omogucava efikasnu separaciju. Druga prednost sistema na snizenim
pritiscima je ta Sto je pritisak u prostoriji veci od pritiska sistema, tako da kada bi doslo
do havarije doSlo bi do implozije, Sto nije slucaj kod superkriticnih sistema za
ekstrakciju. U literaturi se mogu naci radovi o frakcionisanju etarskog ulja vakuum
frakcionom destilacijom, uglavnom radi deterpenizacije ulja (Arizaga i sar., 2007;
Benetia 1 sar., 2011; Fang 1 sar., 2004; Lopes 1 sar., 2003; Silvestre i sar. 2016; Stuart i
sar., 2001: Stiike 1 sar., 2011). Interesantna je HD uz upotrebu rektifikacione kolone za
seperaciju etarskog ulja i frakcionisanje u toku procesa izdvajanja etarskog ulja. Ovo je

sloZzeniji problem od frakcionisanja ve¢ izdvojenog etarskog ulja. Potrebno je
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poznavanje fenomenologije difuzije etarskog ulja zarobljenog u Cvrstim Cesticama
prema njihovoj povrsini, kao i frakcionisanje destilacijom ve¢ rastvorenih komponenti u
rastvaratu (Milojevi¢, 2011). Rektifikacija ulja ne mora obavezno da dovede do
poboljsanja kvaliteta etarskog ulja, u nekim slucajevima cak i suprotno. To je posebno
slucaj sa uljima koja sadrze lako saponifikacione estre koji se u kontaktu sa kljucalom
vodom 1ili parom hidrolizuju (Guenther, 1950).

Separacija etarskog ulja rektifikacijom moze se posmatrati kao razdvajanje
multikomponentne smeSe. Usvajanjem pretpostavke da za komponente etarskog ulja
vazi Raulov zakon, mogu se opisati deSavanja u rektifikacionoj koloni.

Ako kolona radi pod atmosferskim uslovima, pritisak na vrhu kolone je:

P,=P o+ xP’ (1)

a na bilo kom podu » duz kolone:

P,=P o+ x.P )

PoSto se raspodela komponenata od dna prema vrhu kolone vr$i prema
isparljivosti, lakSe isparljive komponente se koncentriSu od dna prema vrhu zajedno sa
vodenom parom, koja je istovremeno glavni nosilac toplote od rebojlera do vrha kolone.
Komponente etarskog ulja posle kondenzacije razdvajaju se od vode u separatoru,
odakle se kao gornji sloj odvode, dok se kohobaciona voda vraca kao refluks u kolonu.
Na pocetku rektifikacije u frakcijama etarskog ulja sa vrha kolone dominirace lakSe
isparljive, a sa daljim tokom rektifikacije dominantne su viSe teze isparljive
komponente.

Temperatura vrha kolone raste od pocetne T; na kojoj je zbir napona pare
najisparljivije komponente 1 i vode jednak atmosferskom pritisku, do krajnje T,, pri
kojoj je

])n +P1320 :Patm (3)
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kada se izdvoji samo Cista najteze isparljiva komponenta ».

Jasno je da je T <T,<T3<...<T<100°C, jer je voda u recirkulaciji i na kraju
ostaje skoro Cista u balonu — rebojleru, kada temperature vrha kolone dostigne 100 °C.
Za proracun separacije multikomponentnog sistema koji se izvodi preko kljuc¢nih

komponenata koriste se razli¢ite metode proracuna od poda do poda (Milojevié, 2011).

2.5. Kintetika hidrodestilacije etarskog ulja

Mnogi matematicki pristupi mogu se koristiti za modelovanje procesa izdvajanja
etarskog ulja. JednaCine za modelovanje su ili teoretski izvedene ili empirijski
formulisane. NajceS¢e koris¢ene jednacine su drugi Fikov zakon difuzije, hemijske
kineticke jednacine i1 druge parametarske empirijske jednaCine koje se primenjuju za
opisivanje kinetike izdvajanja etarskog ulja (Chan i sar, 2013). Modelovanjem kinetike
izdvajanja etarskog ulja doprinosi se boljem razumevanju procesa, boljoj kontroli i
vecoj efikasnosti (Milojevi¢, 2011).

Nekoliko istrazivaca je koristilo modele zasnovane na drugom Fikovom zakonu
za jednostavne geometrijske oblike (plo€a, sfera i1 cilindar) da bi opisali kinetiku
izdvajanja etarskog ulja (Ammar 1 sar., 2014; Benyoussef 1 sar., 2002; Boutekedjiret 1
sar., 2005; Cassel 1 Vargas, 2006; Katiyar, 2017). Pretpostavke ovih modela bile su
sledece: etarsko ulje je homogeno i istog sastava za sve biljne Cestice koje su istih
dimenzija 1 ne menjaju veli¢inu i oblik u toku izdvajanja etarskog ulja. Ne postoji otpor
prenosu mase etarskog ulja sa spoljne povrSine biljnih Cestica, efektivni koeficijent
difuzije je konstantan 1 koncentracija etarskog ulja na spoljaSnjim povr§inama cestica u
bilo kom trenutku tokom procesa ekstrakcije je nula (Katiyar, 2017). Benyoussef i sar.
(2002) predlozili su dva modela za izdvajanje etarskog ulja iz semena korijandra
pomocu hidrodistilacije. Prvi uzima u obzir samo difuziju ulja kroz ¢vrstu matricu, dok
je drugi modifikacija prvog i ukljuCuje brzine rastvaranja etarskog ulja iz biljnih Cestica

u fluid koji ispunjava pore Cestica (jednacine 4 1 5):

8Xf(t,r)

o =KX, () 4)
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oX, (,r) b 0°X,(t,r) ,2D, %, (t,7)

ot “ ot r ot

gde su: K, — pseudokonstanta reakcije, D, — koeficijent difuzije,  — vreme, » — prostorna

+K. X, (t,r) 5)

promenljiva, X; — koncentracija slobodnog rastvorka i Xy — koncentracija u grani¢cnom
sloju.

Oni su koristili numericke metode da bi resili parcijalne diferencijalne jednacine
drugog Fikovog zakona za sluc¢aj sferi¢nog oblika Cestice. Modeli su slozeni i kao takvi
nisu pogodni za inZenjerske proracune. Ostali istrazivaci su koristili analiticka reSenja
ovih parcijalnih diferencijalnih jednacina.

Boutekedjiret 1 sar. (2005) su u cilju opisa kinetike izdvajanja etarskog ulja
ruzmarina hidrodestilacijom, polazeé¢i od drugog Fikovog zakona (za slucaj kada su

Cestice sfernog oblika) za pretpostavljeni model izveli jednacdinu:

D,
—(2)1+1)2 ﬁz%ﬁ-l‘

8 = 1
4y Sye L ®)

gde su: q 1 q, — prinosi etarskog ulja u bilo kom trenutku ¢ 1 beskonacnom vremenu

(t » o), L — debljina ravne ploCe i Do s — efektivni koeficijent difuzije etarskog ulja.

Ova jednacina moze da se uprosti za pocetni period, tj. za male vrednosti 2.

do

q

%
4 Dezfz't%
%
4, 7 L

(7

Za kasniji period, gde je qi blizu svoje grani¢ne vrednosti (qi = 1) jednacina se svodi

na:
q 8 ﬂr%ﬂt
—_— = 1 — —2 e L (8)
q, 4
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Osim modela izvedenih iz Fikovog zakona, model zasnovan na zakonu brzine
izdvajanja etarskog ulja je prilagoden za modelovanje kinetike izdvajanja etarskog ulja
iz razlicitih biljaka (Xiao 1 sar., 2012). Model zasnovan na zakonu brzine izdvajanja
etarskog ulja drugog reda ima veliku primenu i znaci da se izdvajanje odvija u dva
istovremena procesa. Koli¢ina izdvojenog ulja povecava se brzo na pocetku 1 lagano se
smanjuje do kraja procesa (Ho i sar., 2005; Kusuma i Mahfud, 2017a,c,d; Meizane 1
Kadi 2008; Rabesiaka i sar., 2007; Uhm i Yoon 2011). Jednacina za model kinetike

drugog reda moze biti napisana:

dg v
dt—kz(qw q) 9)

gde je k2 - konstanta brzine. Nakon integracije 1 transformacije izveden je slede¢i izraz:

t
q:‘b 1 (10)
—+t
qook2

gde je 1/ q, k2 odgovara vremenu kada je ¢ =¢, / 2. 0vo je hiperbola koja znaci kada je

[ — 0, tada je 4 ¢,.

Logaritamska jednacina zasnovana na kinetici pseudo prvog reda u odnosu na
etarsko ulje preostalo u biljnom materijalu je naj¢eS¢e koriS¢eni model za vodenu i
parnu destilaciju (Milojevi¢, 2011; Radosavljevi¢, 2017). Osnovna pretpostavka ovih
modela za slucaj parne destilacije je da se porozni sloj biljnog materijala posmatra kao
Sarza bez promene u obliku i1 rasporedu za vreme procesa, dok je parna faza idealno
izmeSana sa konstantnim protokom, a za slu€aj destilacije sa vodom suspenzija u
destilacionom sudu je idealno izmeSana. Etarsko ulje se posmatra kao jedna
komponenta, biljne Cestice su izotropne, jednake veliCine, oblika 1 pocetnog sadrzaja
etarskog ulja, efektivni koeficijent difuzije je konstantan, ne postoji otpor prenosu mase
etarskog ulja sa spoljne povrSine biljne Cestice i etarsko ulje 1 kondenzovana voda su
potpuno nemesljive (Morin 1 sar., 1985; Hanci 1 sar., 2003). Prinos etarskog ulja se
povecava po logaritamskom zakonu, §to podrazumeva da ekstrakcija etarskog ulja sledi

kinetiku pseudo prvog reda u odnosu na etarskog ulje preostalo u biljnom materijalu:
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_ 44,

L, (an

Integracijom jednacine (11) sa poCetnim uslovima q, = q, za t = 0 dobija se:

—lnq—”zkl-t (12)

9

gde je g, sadrzaj etarskog ulja u biljnim Cesticama u bilo kom trenutku t, a k; konstanta
brzine.

Ukoliko se pretpostavi da nema gubitaka etarskog ulja u toku hidrodestilacije, kao i da
se etarsko ulje ne rastvara u vodi moze se usvojiti da je pocetni sadrzaj etarskog ulja u
biljnom materijalu jednak zbiru prinosa etarskog ulja i njegovog sadrzaja u bilo kom

trenutku:
9, =49, *4 (13)

pa jednacina (12) postaje:

4,9
L 2=kt
9o

—In

(14)

Dva najceSce koriS¢ena fenomenoloska modela su troparametarski model jednacina (15)
(Sovova 1 Aleksovski, 2006) i dvoparametarski model (Milojevi¢ 1 sar., 2008). Kod
troparametarskog modela koji je razvijen na primeru hidrodestilacije etarskog ulja iz
semena korijandera (Corianderum satirum L.), pretpostavlja se da se odvijaju dva
istovremena procesa. Prvi proces podrazumeva da se etarsko ulje sa povrSine razorenih
¢elija brzo izdvaja, a drugi predstavlja difuziju etarskog ulja iz nerazorenih ¢elija prema

povrsini Cestica:

i:l—f-exp[—%j—(l—f)-exp(—Tij 15)

o0 1 2
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Ovo je model koji do sada najbolje opisuje kinetiku hidrodestilacije pa je 1 najcesce
primenjivan (Paviéevi¢ i sar., 2016; Pornpunyapat i sar., 2011; Radosavljevi¢ i sar.,
2017; Rezazii sar., 2017) .

Milojevi¢ 1 sar. (2008) su razvili model koji se zasniva na pretpostavci da se u
pocetnoj fazi (brzoj) etarsko ulje brzo izdvaja (trenutno), i da je taj proces pracen

difuzijom etarskog ulja iz usitnjenih Cestica biljnog materijala prema njihovoj spoljnoj

povrsini:
qizl‘(l‘f)'e"" (16)

Takode, ovaj model se Cesto koristi u literaturi (Pornpunyapat i sar., 2011;
Radosavljevi¢ i sar., 2017).

U literaturi postoji veliki broj radova koji se odnose na ispitivanje kinetike
izdvajanja etarskih ulja (Busato i sar., 2014; Milojevi¢ 1 sar., 2013; Rezazi, 2016;
Sovova i Aleksovski, 2006), dok je kinetika MAHD nes$to manje ispitivana (Kusuma i
Mahfud, 2017a,b,c,d; Pavicevi€ i sar., 2016). Medutim nema mnogo radova o kinetici
hidrodestilacije etarskog ulja ploda kleke. Kinetiku izdvajanja etarskog ulja ploda kleke
pomoc¢u HD 1 MAHD obi¢no opisuju modeli sa dva 1 tri parametra (Milojevi¢ 1 sar.,
2008; Pavicevi€ 1 sar., 2016). Samo Pavicevi¢ 1 sar. (2016) su uporedivali kinetiku
izdvajanja etarskog ulja ploda kleke pomo¢u HD i MAHD. Ovi modeli pretpostavljaju
dva istovremena procesa: (a) brza destilacija etarskog ulja sa spoljaSnjih povrSina biljnih

Cestica (tzv. ispiranje) 1 (b) spora difuzija etarskog ulja kroz biljne Cestice.
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3. EKSPERIMENTALNI DEO

3.1. Materijal

U eksperimentu je koriS¢ena kleka ubrana na juznim padinama Kopaonika (1000
m n.v.), Kosovo i Metohija, u septembru 2016. godine. Oc¢iS¢eni plodovi kleke su
osuseni prirodnim provetravanjem i spakovani u viseslojne papirne kese, koje su ¢uvane

u mracnoj i suvoj prostoriju sa provetravanjem, kako bi se izbegla fermentacija.

3.1.1. Priprema ploda kleke za HD

Priprema kleke je obuhvatala susenje i mlevenje suvih i nabubrelih plodova u
dezintegratoru (BOSH, 500 W) u odredenim vremenskim intervalima (1, 2 i 3 min).

Kod mlevenja suvih plodova, 300 g kleke je podeljeno na tri jednaka dela i svaki
deo je mleven sa prekidima na svakih 20 s, da ne bi doSlo do zagrevanja materijala koje
bi prouzrokovalo gubitke lako isparljivih komponenata, kao 1 da bi se stresao deo
biljnog materijala sa zidova dezintegratora u cilju postizanja ravnomernog mlevenja.

Kod mlevenja nabubrelih plodova, 300 g plodova kleke je potopljeno u 1000
cm’ destilovane vode i ostavljeno da bubri 24, 48 ili 72 h. Posle bubrenja, plodovi su
odvojeni od vode 1 podeljeni u tri jednaka dela. Svaki deo mleven je uz pauzu na 20 s uz
dodatak vode u kojoj je kleka bubrila: pre po&etka mlevenja 100 cm’, za vreme prekida
po 50 cm® (kod mlevenja 1, 2 i 3 minuta na svakih 20, 40 i 60 s, respektivno). Na kraju,
suspenziji je dodat preostali deo vode od bubrenja i 200 cm® destilovane vode, da bi se

postigao maseni odnos kleka-voda (hidromodul) 1:4.
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3.2. Izolacija bioaktivnih komponenata

3.2.1. Aparatura za HD

Hidrodestilacija etarskog ulja kleke je izvedena na aparaturi po Klevendzeru
(slika 10). Samleveni plodovi kleke (300 g) su stavljeni u balon (2 dm®) u koji je dodata
destilovana voda pri hidromodulu 1:4. Zagrevanje je vrSeno kalotom 240 min pri brzini
hidrodestilacije 8 + 0,5 cm?/min. Na graduisanom delu aparature je o¢itavana zapremina
izdvojenog ulja, i to od trenutka kada je prva kap etarskog ulja dospela u separator

aparature.

—_—_—— ——

Slika 10 Aparatura za HD po Klevendzeru: 1) balon za destilaciju, 2) kondenzator, 3)
graduisana cev za merenje zapremine etarskog ulja, 4) slavina sa nastavkom, 5)
odvazduSenje sa bruSenim zapuSacem i 6) elektrini grejac
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3.2.2. Aparatura za MAHD

Samleveni plodovi kleke i destilovana voda u odnosu 1:4 su nasuti u balon (2
dm’®) sa ravnim dnom koji je stavljen modifikovanu mikrotalasnu peénicu (maksimalna
snaga 900 W, ucestanost 50 Hz). Balon je Slifovanim staklenim nastavkom spojen sa
aparaturom po Klevendzeru (slika 11). Zagrevanje je vrSeno 240 min pri brzini

hidrodestilacije 9,0 cm’®/min.

B0

- | @

Slika 11 Aparatura za MAHD: 1) balon za destilaciju, 2) kondenzator, 3) graduisana cev

za merenje zapremine etarskog ulja, 4) slavina sa nastavkom, 5) odvazduSenje sa
brusenim zapusacem i 6) mikrotalasna peénica

32



3.2.3. Aparatura za SHDR

Aparatura za SHDR se sastojala od balona (2 dm®) na koji je postavljena kolona
sa 36 teorijskih podova ispunjena NORMAG pakovanjem tip A i na nju je postavljena
aparatura po Klevendzeru (slika 12). Samleveni biljni materijal je ubacen u balon

zajedno sa destilovanom vodom u odnosu 1:4. Zagrevanje je vrSeno kalotom 240 min

Slika 12 Aparatura za SHDR: 1) balon za destilaciju, 2) kondenzator, 3) graduisana cev
za merenje zapremine etarskog ulja, 4) slavina sa nastavkom, 5) odvazduSenje sa
brusenim zapuSacem, 6) elektri¢ni grejac i1 7) rektifikaciona kolona
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pri brzini hidrodestilacije 8 + 0,5 cm’/min. Na graduisanom delu aparature je o¢itavana
zapremina izdvojenog ulja, 1 to od trenutka kada je prva kap etarskog ulja dospela u

separator aparature.

3.2.4. Aparatura za SMAHDR

Samleveni plodovi kleke i destilovana voda u odnosu 1:4 su nasuti u balon (2
dm’) sa ravnim dnom koji je stavljen u modifikovanu mikrotalasnu peénicu
(maksimalna snaga 900 W, ucestanost 50 Hz) i Slifovanim staklenim nastavkom spojen
sa kolonom na koju je nastavljena aparatura po Klevendzeru (slika 13). Zagrevanje je
vrieno 240 min pri brzini hidrodestilacije 9,0 cm®/min.

Sve Cetiri aparature su kori§¢ene za odredivanje sadrzaja etarskog ulja, kao i
njegovo frakcionisanje, dok su aparature za HD i MAHD koriS¢ene i za ispitivanje
kinetike izdvajanja etarskog ulja ploda kleke. Za ispitivanje kinetike izdvajanja etarskog
ulja 1 njegovog sadrZaja olitavanje zapremine etarskog ulja na graduisanom delu
aparature je vrSeno u prvih 30 min procesa na svakih 5 min (do 30 min), zatim na 10
min (do 60 min), pa na 30 min (do 120 min) 1 kasnije na 60 min (do kraja
hidrodestilacije).

Frakcije etarskog ulja ploda kleke su izdvajane fizicki, tako $to je prva frakcija
bila zapremine 1,5 ml, druga, treca, Cetvrta, 1 peta frakcija po 1 ml 1 Sesta frakcija
ostatak etarskog ulja koje je izdvojeno do kraja procesa destilacije.

Dobijeno ulje i frakcije su osuSene bezvodnim natrijum-sulfatom i ¢uvano na

temperaturi 4 °C do kvalitativne analize.

3.3. Odredivanje sastava etarskog ulja ploda kleke

Hemijski sastav etarskog ulja i1 njegovih frakcija odredivan je gasnom
hromatografijom sa plameno—jonizujuéim detektorom (GC/FID) 1 gasnom
hromatografijom sa masenom spektrometrijom (GC/MS) na Institutu za proucavanje

lekovitog bilja ,,Dr Josif Panci¢“. Indentifikacija pikova je izvrSena poredenjem
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retencionih vremena iz hromatograma ulja kleke 1 koriS¢enjem hromatograma

odgovarajuceg standarda.

—
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Slika 13 Aparatura za SMAHDR: 1) balon za destilaciju, 2) kondenzator, 3) graduisana
cev za merenje zapremine etarskog ulja, 4) slavina sa nastavkom, 5) odvazduSenje sa
brusenim zapusacem, 6) mikrotalasna pecnica i 7) rektifikaciona kolona
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3.3.1. Gasna hromatografija sa plameno jonizujuc¢im detektorom

Analize su radene na gasnom hromatografu (model 7890A, Agilent
Technologies Co. Ltd, Shanghai Branch Company, Shanghai, China), opremljenom
split-splitless injektorom i automatskim semplerom za tec¢nosti (ALS), povezanim sa
HP-5 silika kapilarnom kolonom (30 m x 0,32 mm, debljina filma 0.25 pum) i podeSenim
sa plameno—jonizuju¢im detektorom (FID). Kao noseci gas, kori$¢en je vodonik protoka
1 ml/min na 210 °C (rezim konstantnog pritiska), temperatura injektora iznosila je 220
°C, detektora 240 °C, dok je temperatura kolone linearno programirana od 60 do 240 °C
(pri brzini od 3 °/min), i odrzavana izotermski na 240 °C slede¢ih 10 min. Rastvori
etarskih ulja u etanolu (~1 %) injektirani su pomocu ALS (1 pl, splitrezim, 1:30).
Procentni izvestaji, dobijeni kao rezultat standardne obrade hromatograma, koriséeni su
kao osnova za kvantifikaciju. Kvantifikacija je postignuta metodom normalizacije,

prema preporuci iz standarda ISO 8897:2010.

3.3.2. Gasna hromatografija sa masenom spektrometrijom

Za potrebe su koriS¢eni isti hromatografski analiticki uslovi koji su navedeni za
GC/FID, sa kapiralnom kolonom HP-5MS (30 m x 0.25 mm, debljina filma 0.25 pm),
koris¢enjem HP G 1800C GCD Series Il Electron lonization Detector (EID) sistema
(Hewlett—Packard, Palo Alto, CA, USA). Umesto vodonika, helijum je koriS¢en kao
noseci gas. Temperatura transfer linije iznosila je 240 °C. Maseni spektri snimani su u
El rezimu (70 eV), u opsegu m/z 40—400. Rastvori uzoraka u etanolu (~1 %) injektirani
su pomoc¢u ALS (1 pl, split-rezim, 1:30). Sastojci su identifikovani poredenjem njihovih
masenih spektara sa onim iz baza podataka Wiley275 1 NIST/NBS, koris¢enjem
razli¢itih nacina pretrage, Probability Merge Search (PBM) prisutnom u instrumentu
G1701DA. ver. D.00.00.38 data station software i NIST 2.0.32. Eksperimentalne
vrednosti za retenciona vremena odredene su koriS¢enjem kalibrisanog programa
Automated Mass Spectral Deconvolution and Identification System Software (AMDIS
ver.2.64), poredene su sa onima iz dostupne literature i koriS¢ene su kao dodatno

sredstvo da potvrde MS nalaze (Adams, 2007).
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3.4. Eksperimentalna i statisticka obrada podataka

Svi eksperimenti su izvedeni u dva ponavljanja, a rezultati predstavljeni kao
srednja vrednost.

Prinos etarskog ulja kleke ostvaren primenom hidrodestilacije je procenjen
metodologijom odziva povrSine (RSM) u kombinaciji sa eksperimentalnim dizajnom sa
dva faktora (vreme mlevenja i vreme bubrenja na 3 1 4 nivoa sa replikacijom; ukupno 24
eksperimenta). Primenjeni softver (Design-Expert) predloZio je koriS¢enje linearnog
modela prosirenog sa dvostrukom interakcijom za statisticku procenu uticaja procesnih

faktora na JEO prinos (nazvan ovde 2FI model):

Y=b+bX +bX,+b,X -X, 17)

gde je: Y - prinos JEO, b, - konstantan koeficijent regresije, b, i b, - linearni
koeficijenti regresije, »,, - dvofaktorski interaktivni koeficijent regresije, X, - vreme

mlevenja 1 X, - vreme bubrenja. ViSestruka nelinearna regresija koriS¢ena je za

odredivanje parametara jednacine (17) razvijenog modela, dok je procena stepena
tacnosti primenjene metodologije odredena analizom varijansi (ANOVA), koja
prikazuje 1 znaCajnost uticaja svakog pojedina¢nog parametra, kao i njihove medusobne
interakcije na primenjen model sa 95 % nivoom pouzdanosti (p-vrednost < 0,05). Kako
su analizirani eksperimentalni podaci o JEO prinosu bili neuravnoteZeni, primenjen je
tip ANOVA III. Broj optimizacionih tacaka, gde je maksimalni prinos JEO postignut je
za skup predretmanskih uslova koris¢enjem istog programa.

Uticaj predtretmana plodova kleke (vremena mlevenja 1 vremena bubrenja
plodova) na prinos dobijen za 4 h primenom HD i MAHD ispitivan je pomocu
viSestrukog testa intervala - Dankanovog testa sa pouzdanoscu od 95 %.

Kolmogorov-Smirnov test normalnosti je koriS¢en da proceni da li JEO prinos
normalno distribuiran. Za statisticku procenu koris¢en je softver R-Project (open source,

http://cran.us.r-project.org).

Srednje relativno procentno odstupanje (MRPD) i koeficijent determinacije R’

su koriS¢eni za ocenjivanje kvaliteta modela:
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(18)

R =1-—— (19)

gde je: g - srednja vrednost eksperimentalnih podataka, ¢, - vrednost dobijena
eksperimentalnim putem i g, ; - vrednost odredena kori$¢enjem matematickog modela.

Akaikeov informacioni kriterijum (AIC) je koriS¢en za odabir najboljeg modela
medu sedam modela sa razli¢itim brojem parametara koji su razvijeni na osnovu istog
skupa podataka. Ovaj kriterijum ne daje informacije o kvalitetu modela u apsolutnom

smislu. AIC je definisan na slede¢i nacin:
AIC =-2-1og(L)+2K (20)

gde je L — maksimalna vrednost funkcije verodostojnosti, K — broj parametara modela.
Posto se radi o malim setovima podataka, n/ K < 40, preporucljivo je koristiti korigovani

AIC broj:

2K (K +1)

n—K-1

AICc = AIC + 1)

gde je n - veliina seta podataka.
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4. REZULTATI I DISKUSIJA

4.1. Sastav etarskog ulja plodova kleke dobijenog HD i MAHD

U tabelama 3, 4 1 5 je prikazan delimi¢ni sastav etarskog ulja plodova plave
kleke kroz odabranih 21 komponenti koje su imale udeo ve¢i od 0,5 % mas. u zavisnosti
od nacina pripreme i vremena mlevenja i nafina zagrevanja u procesu hidrodestilacije.
Ove odabrane komponente predstavljaju 95-96 % mas. etarskog ulja. U tabeli 3
prikazani su udeli odabranih lako isparljivih komponenata u etarskom ulju.

Ukupni maseni udeo lako isparljivih komponenata u etarskom ulju dobijenom iz
suvih plodova kleke u zavisnosti od vremena mlevenja 1, 2 1 3 min je 69,25 %, 65,94 %
166,31 %, respektivno. a-tujen, B-pinen i mircen imaju priblizno iste udele u etarskom
ulju bez obzira na vreme mlevenja plodova, dok su vrednosti a-pinena i sabinena vece u
etarskom ulju plodova koji su mleveni 1 min nego u etarskom ulju iz plodova koji su
mleveni 2 1 3 min (slika 14a).

Pri mlevenju plodova koji su bubrili 24 h ukupni maseni udeli pri 1, 2 1 3 min
mlevenja plodova su 70,38 %, 69,31 % 1 68,08 %, respektivno. a-pinena najvise ima u
etarskom ulju plodova koji su mleveni 3 min, dok sabinena ima vise pri mlevenju od 1 i
2 min nego pri mlevenju plodova od 3 min. Ostale komponente su pribliznog udela,
jedino mircen ima blagi pad pri povecanju vremena mlevenja plodova (slika 14b).

U etarskom ulju koje je dobijeno iz plodova koji su prethodno bubrili 48 h u
destilovanoj vodi ukupni maseni udeli lako isparljivih komponenata pri mlevenju 1, 2 i
3 min su 70,11 %, 68,98 % 1 69,24 %, respektivno. a-pinena ima najvise pri mlevenju
od 3 min, dok mu je udeo priblizno isti pri mlevenju od 1 1 2 min, dok koncentracije
sabinena i mircena opadaju sa pove¢anjem vremena mlevenja.

Ukupni maseni udeo lakSe isparljivih komponenata u etarskom ulju koje je
dobijeno preradom plodova koji su prethodno bili potopljeni 72 h zavisno od vremena
mlevenja 1, 2 1 3 min je 70,42 %, 69,80 % 1 68,69 %, respektivno. Koncentracioni
profili komponenata su nepromenjeni naspram koncentracionog profila etarskog ulja

plodova koji su prethodno bili potopljeni 48 h u vodi.
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Tabela 3 Sastav (mas. %) lako isparljivih komponenata u etarskom ulju

Tehnika HD MAHD

Vreme bubrenja, h 0 24 48 72 0 24 48 72 0 24 48 72 0 24
Vreme mlevenja, min 1 1 1 1 2 2 2 2 3 3 3 3 1 1
1 a-Thujen 1.82 194 191 197 1,75 197 196 203 186 208 211 214 | 1,75 1,84
2 a-Pinen 32,58 3409 33,61 33,97 3065 3324 334 3403 3128 3425 35,15 35,19 | 31,79 32,58
3 Sabinen 18,35 17,88 17,75 17,88 1722 17,96 1735 17,35 1729 1589 16,09 1576 | 18,72 19,05
4 B-Pinene 1,74 181 1,79 164 177 176 1,82 189 1.8 194 196 197 | 1.8 1,75
5 Mircen 14,76 14,65 1505 1496 1454 1438 1446 1449 13.99 13,92 13,94 13,62 | 1421 1439

Lﬁgﬁ}ﬁfﬁ:ﬂge 6925 7038 70,11 70,42 6594 6931 6898 698 6631 68,08 6924 68,69 | 683 69,6
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Slika 14 Uticaj vremena mlevenja na koncentraciju lako isparljivih komponenata u
etarskom ulju dobijenom HD u odnosu na vreme bubrenja: a) suvi plodovi, b) bubrenje
24 h, c) bubrenje 48 h i d) bubrenje 72 h

Uocava se da udeo a-pinena u etarskom ulju ima rast sa pove¢anjem vremena
bubrenja, dok ostale komponente imaju jednak udeo. Jedino sabinena ima nesto vise pri
mlevenju suvih plodova 3 min u odnosu na ulje koje je dobijeno prethodnim
potapanjem plodova u vodu (slika 15).

a-pinena ima najvise pri mlevenju od 3 min 1 bubrenju plodova 72 h (35,19 %).
Mircen i1 sabinen imaju blagi pad koncentracije sa povecanjem vremena mlevenja.
Sabinen ima najve¢i prinos pri mlevenju 1 min suvih plodova (18,35 %), a najmanji pri
mlevenju 3 min i bubrenju plodova 72 h (15,76 %). Mircen ima najveci prinos pri
mlevenju 1 min prethodno bubrelih plodova u vodi 48 h (15,05 %), a najmanji pri
mlevenju 3 min i bubrenju plodova 72 h (13,62 %). a-tujen i B-pinen imaju pribliZzno isti

sastav za sva tri vremena mlevenja.
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Slika 15 Uticaj vremena bubrenja na koncentraciju lako isparljivih komponenata u
etarskom ulju dobijenom HD u odnosu na vreme mlevenja: a) 1 min, b) 2min i ¢) 3 min

a-pinena i mircena ima nesto vise kod etarskog ulja dobijenog HD nego MAHD,
dok je kod sabinena obrnut slucaj. a-tujen i B-pinen imaju priblizno istu zastupljenost u
etarskom ulju bez obzira kojom tehnikom je izdvojeno ulje. Sto se tie ukupne
zastupljenosti lakSe isparljivih komponenata, kod HD i MAHD udeo je priblizno isti.

Kod HD u zavisnosti od vremena bubrenja, suvi plodovi i plodovi koji su bubrili 24 hu
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destilovanoj vodi, udeo je 69,25 % 1 70,38 %, respektivno, a kod MAHD 68,3 % 1 69,6
%, respektivno (slika 16).

Posmatraju¢i ukupni sadrzaj lako isparljivih komponenata u etarskom ulju,
dobijenom iz suvih plodova kleke i nabubrelih plodova, tabela 3, mozemo re¢i da kod
mlevenja 1 min 1 bubrenja, lako isparljivih komponenata ima priblizno 1 % mas. vise
nego u ulju dobijenom iz suvih plodova kleke. Pri mlevenju plodova 2, odnosno 3 min
ima oko 3 % mas., odnosono 2,5 % mas., vise lako isparljivih komponenata ako su
plodovi prethodno bubrili. Ovo znaci da bubrenje pozitivno uti¢e na kvalitet etarskog

ulja dobijenog HD, a time i na njegovu cenu.
40

0 -

| 24h HD suvo MAHD 24 h MAHD

Slika 16 Uticaj tehnike izdvajnja etarskog ulja kleke na koncentraciju lako isparljivih
komponenata ako su plodovi mleveni 1 min

a-Tujen a-Pinen Sabinen -Pinen Mircen

Na osnovu tabele 4 uocava se da HD-om suvih plodova koncentracija srednje
isparljivih komponenata u etarskom ulju ima blagi rast pove¢anjem vremena mlevenja

1,213 min: 10,33 %; 11,55 % 1 11,94 %, respektivno.
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Tabela 4 Sastav (mas. %) srednje isparljivih komponenata u etarskom ulju

Tehnika HD MAHD

Vreme bubrenja, h 0 24 48 72 0 24 48 72 0 24 48 72 0 24
Vreme mlevenja, min 1 1 1 1 2 2 2 2 3 3 3 3 1 1
6 a-Terpine 0,76 081 083 092 089 087 08 09 06 1,15 111 1,19 | 055 057
7 p-Cimen 043 0,5 048 054 049 053 055 054 135 066 063 063 | 065 055
8 Limonene 3,74 372 383 397 394 379 38 384 411 403 41 404 | 3,73 371
9 y-Terpinen 132 138 14 158 154 15 152 1,69 1,09 193 18 201 | 1,02 1,06
10 Terpinolen 123 1,06 1,09 124 134 124 121 127 099 126 126 129 | 1,02 1,02
11 Terpinen-4-ol | 2,85 3,09 3,09 354 335 328 324 369 38 424 407 415 | 2,75 2,73

Srednjeisparljive | 33 1566 1083 11,78 11,55 11,21 1121 12,03 11,94 1327 13,07 1332 | 971 9,64

komponente
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Na osnovu slike 17 i tabele 4 moze se zakljuciti da p-cimen, limonen i terpen-4-
ol imaju rast koncentracije sa povecanjem vremena mlevenja, dok a-terpinen, y-terpinen
i terpinolen pokazuju najveéu koncentraciju u etarskom ulju je dobijenog iz plodova
koji su mleveni 2 min, a povecanjem vremena mlevenja njihova koncentracija opada.
Takode, pri bubrenju plodova 24 h 1 48 h koncentracija svih komponenata u etarskom
ulju raste sa povec¢anjem vremena mlevenja. Kod plodova koji su prethodno bubrili 24 h
u destilovanoj vodi ukupni udeo srednje isparljivih komponenata u zavisnosti od
vremena mlevenja plodova je 10,66 %, 11,21 % 1 13,27 %, respektivno. Ukupni udeo
srednje isparljivih komponenata kod etarskog ulja dobijenog od plodova koji su bubrili
48 h u zavisnosti od vremena mlevenja 1, 2 1 3 min je 10,83 %, 11,21 % 1 13,07 %,
respektivno. Kod etarskog ulja koje je dobijeno od plodova koji su bubrili 72 h srednje
isparljive komponente imaju blagi rast sa povecanjem vremena mlevenja. Jedino
limonen pokazuje najniZi prinos pri mlevenju od 2 min. Ukupni udeo srednje isparljivih

a) b)

mas. %
mas. %

a-Terpinen p-Cimen Limonen y-Terpinen Terpinolen  Terpinen-4-ol a-Terpinen p-Cimen Limonen y-Terpinen Terpinolen  Terpinen-4-ol

mas. %
N
Il
mas. %
N
1

04
a-Terpinen  p-Cimen Limonen  y-Terpinen  Terpinolen Terpinen-4-ol a-Terpinen p-Cimen Limonen y-Terpinen TerpinolerTerpinen-4-ol

I 1 min [l 2 min [ 3 min|

Slika 17 Uticaj vremena mlevenja na koncentraciju srednje isparljivih komponenata u
etarskom ulju dobijenom HD u odnosu na vreme bubrenja: a) suvi plodovi, b) bubrenje
24 h, c) bubrenje 48 h i d) bubrenje 72 h



komponenata u etarskom ulju koje je dobijeno mlevenjem 1, 2 i 3 min iz iz plodova koji
su bubrili 72 h je 11,78 %, 12,03 % 1 13,32 %, respektivno.

Ukupni udeo srednje isparljivih komponenata u etarskom ulju raste sa
povecanjem vremena bubrenja plodova kleke bez obzira na vreme njihovog mlevenja
(tabela 4). Terpinen-4-ol ima veci prinos ako se plodovi pre destilacije potope u vodu
Sto je sluCaj i1 sa oa-terpinenom. p-cimen ima priblizno istu koncentraciju, jedino pri
mlevenju suvih plodova 3 min ima uocljivo ve¢i udeo, Sto je kod terpinolena i y-
terpinena obrnut slucaj, u tom slucaju imaju najnizi udeo. Limonen ima priblizno istu
koncentraciju bez obzira na vreme bubrenja plodova (slika 18).

p-cimen ima najveéi prinos pri suvom mlevenju plodova 3 min (1,35 %) a
najnizi pri suvom mlevenju plodova 1 min (0,43 %). Limonen najve¢i prinos ima pri
suvom mlevenju plodova 3 min (4,11 %), a najnizi pri mlevenju plodova 1 min
prethodno potopljenih plodova 24 h (3,72 %). y-terpinen najveéi prinos ima pri
mlevenju plodova 3 min, 72 h bubrenja plodova (2,01%), a najnizi pri mlevenju suvih
plodova 3 min (1,09 %). Terpinolen ima najveci prinos pri mlevenju suvih plodova 2
min (1,34 %), a najnizi pri mlevenju suvih plodova 3 min (0,99 %). Terpinen-4-ol
najvedi prinos ima pri mlevenju 3 min prethodno potopljenih plodova 24h (4,24 %), a
najmanji prinos pri mlevenju suvih plodova 1 min (2,84 %).

Kao §to se vidi iz tabele 4, ulje dobijeno iz prethodno bubrelih plodova je
bogatije 1 srednje isparljivim komponentama, od kojih terpinen-4-ol narocito utie na
povecanje kvaliteta etarskog ulja.

Na slici 19 moze se uociti da pri HD ve¢i prinos imaju a-terpinen, y-terpinen,
terpinolen 1 terpinen-4-ol, p-cimen ima ve¢i prinos kod etarskog ulja dobijenog MAHD,
a limonen ima priblizno isti sastav bez obzira na tehniku izdvajanja etarskog ulja.
Ukupni udeo srednje isparljivih komponenata etarskog ulja dobijenog HD koris¢enjem
suvih plodova i plodova koji su bubrili u vodi 24 h je 10,33 % i 10,66 %, respektivno i
veci je nego kod etarskog ulja dobijenog MAHD (9,71 % 1 9,64 %, respektivno)(tabela
4). Ulje dobijeno HD je boljeg kvaliteta od ulja dobijenog MAHD.
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Slika 18 Uticaj vremena bubrenja na koncentraciju srednje isparljivih komponenata u
etarskom ulju dobijenom HD u odnosu na vreme mlevenja: a) 1 min, b) 2min i ¢) 3 min
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Slika 19 Uticaj tehnike izdvajnja etarskog ulja kleke na koncentraciju srednje isparljivih
komponenata ako su plodovi mleveni 1 min

Ukupan udeo tesko isparljivih komponenta u etarskom ulju dobijenom iz suvih
plodova pri mlevenju 1, 2 1 3 min je 16,71 %, 18,55 % 1 16,81 %, respektivno. Pri
mlevenju plodova koji su bubrili u destilovanoj vodi 24 h u zavisnosti od vremena
mlevenja 1, 2 1 3 min je 14,95 %, 15,55 % 1 14,09 %, respektivno. UoCava se najveca
koncentracija kod etarskog ulja dobijenog mlevenjem plodova 2 min kod svih
komponenata sem kod o6-kadinena i germakrena B. Germakren B ima najvecu
koncentraciju pri mlevenju od 3 min, dok 6-kadinen ima najvecu koncentraciju pri

mlevenju od 1 min (slika 20).
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Tabela 5 Sastav (mas. %) tesSko isparljivih komponenata u etarskom ulju

Tehnika HD MAHD

Vreme bubrenja, h 0 24 48 72 0 24 48 72 0 24 48 72 0 24
Vreme mlevenja, min 1 1 | | 2 2 2 2 3 3 3 3 1 1
12 “'gfg;tml 054 051 052 051 06 054 053 05 063 052 051 051 | 056 0,54
13 Sibiren 141 125 127 1,16 156 131 131 1,09 1,53 1,15 1,08 1,12 | 1,51 1,39
14 y-Elemen 1.64 153 149 143 184 161 159 143 182 147 135 144 | 1,79 1,63
15  o-Humulen | 2,06 184 188 1,72 239 195 202 174 216 1,72 1,72 173 | 221 204
16 trans-f - 053 047 049 048 058 048 048 045 055 042 041 041 | 052 05

Farnesen

17 y-Murolen 1,19 1,2 1,09 104 135 1,17 117 107 142 1,12 1,03 1,09 | 135 123
18  GermakrenD | 5,78 497 534 455 632 515 527 473 5 44 416 424 | 579 562
19 §-Kadinen 1 089 091 08 097 08 096 079 08 082 073 086 | 1,04 0,96
20  GermakrenB | 1,13 1,06 1,06 099 127 1,03 1,09 1,1 136 1,4 107 1,1 | 121 1,11
21 Germjflen D-1y4s 132 135 121 167 134 144 13 146 131 131 131 | 164 151

TeSkoisparljive | 4000 1495 1539 1389 1855 1555 1596 143 16,81 14,09 1337 1382 | 17.61 16,54

komponente

49



0+
£ g gt 0 00 g ® el o °
) e \‘:‘5 “Xﬁ«vrf' e e ¥ ‘“\,,:\ Y“E,(\v‘“ < 2 6“‘(6 e “ 0‘“\%? 0 ﬁ“‘o\iﬁa\“‘?’“ ‘(\aﬁ‘nﬁﬂa\@“ 8“0
o Gl

%) 61 . +G) 6+ o o

0

o4

a0

Y P R = a0 0o 0 p0
Gh? 5\" 6\e \,\uﬁ‘%?aﬁ‘ \4\0‘ \Ge e o o

0
e \\.ace‘ 5\0\‘9‘ e \Nﬁ\\) “\e‘ﬂ ‘N;(O e \@ﬁ \de“
S o o s
@ 66‘“‘ e o™ e

I o 2 i 5 i
Slika 20 Uticaj vremena mlevenja na koncentraciju tesko isparljivih
komponenata u etarskom ulju dobijenom HD u odnosu na vreme bubrenja: a) suvi
plodovi, b) bubrenje 24 h, c) bubrenje 48 h 1 d) bubrenje 72 h

Udeo tesko isparljivih komponenata pri mlevenju prethodno bubrelih plodova 48
h u destilovanoj vodi u zavisnosti od vremena mlevenja 1, 2 i 3 min je 15,39 %, 15,96
% 1 13,37 %, respektivno. Sve komponente imaju najvecu koncentraciju pri mlevenju
plodova 2 min, sem germakrena D koji ima najve¢i koncentraciju pri mlevenju plodova
I min. 6-kadinen ima izjednacenu koncentraciju pri mlevenju plodova 1 i 2 min i
germakrena B koji ima jednake koncentracije pri mlevenju plodova 2 i 3 min. Ukupni
udeo teSko isparljivih komponenata u etarskom ulju koje je dobijeno pri prethodnom
bubrenju plodova 72 h u zavisnosti od vremena mlevenja 1, 2 1 3 min je 13,89 %, 14,3
% 1 13,82 %. Sve komponente imaju najveci koncentraciju pri mlevenju plodova od 2
min. Poredenjem vrednosti ukupnih koncentracija tesko isparljivih komponenata, tabela

5, uoCavaju se najmanje vrednosti pri bubrenju 72 h, respektivno za mlevenje 1, 2 1 3
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min 13,89 %, 14,3 % 1 13, 82 %, Sto potvrduje zapazanja da bubrenje povecava kvalitet

etarskog ulja, a time 1 njegovu cenu.
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Slika 21 Uticaj vremena bubrenja na koncentraciju tesko isparljivih komponenata u
etarskom ulju dobijenom HD u odnosu na vreme mlevenja: a) 1 min, b) 2min i ¢) 3 min
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Uticaj bubrenja na smanjenje ukupne koncentracije teSko isparljivih
komponenata najbolje se vidi poredenjem sastava etarskih ulja pri HD suvih 1 bubrelih
plodova, najveca razlika je izmedu ulja iz suvih plodova i1 prethodno bubrelih plodova
72 h (tabela 5).

Sto se ti¢e primene tehnike izdvajanja etarskog ulja (slika 22), tesko isparljive
komponente imaju veci prinos u etarskom ulju koje je dobijeno MAHD 1 to suvim
postupkom. Ukupna koncentracija teSko isparljivih komponenata etarskog ulja
dobijenog HD primenom suvih plodova ili plodova koji su bubrili u destilovanoj vodi
24 h je 16,71 % 1 14,95 %, respektivno, i manji je nego kod etarskog ulja dobijenog
MAHD (17,61 % 1 16,54 %) (tabela 5).
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Slika 22 Uticaj tehnike izdvajnja etarskog ulja kleke na prinos tesko isparljivih

komponenata ako su plodovi mleveni 1 min

Uporeduju¢i HD sa SHDR u pogledu sastava ulja moze se re¢i da primena
kolone ima uticaja na povecanje sadrzaja lako i srednje isparljivih komponenata bez
obzira na nacin pripreme ploda (HD: lako isparljive 63,63 % i srednje isparljive 11,76
%; SHDR: lako isparljive 64,64 % i srednje isparljive 11,82 %). Primena SMAHDR je

imala uticaj na povecanje koli¢ine lako isparljivih komponenata primenom suvih
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plodova (MAHD: lako isparljive 60,88 % 1 srednje isparljive 11,68 %; SMAHDR: lako
isparljive 61,11 % 1 srednje isparljive 11,34%), medutim, primenom plodova koji su
bubrili situacija je obrnuta (MAHD: lako isparljive 66,39 % i srednje isparljive 11,51
%; SMAHDR: lako isparljive 62,82 % i srednje isparljive 12,2 %)

4.2. Frakcionisanje etarskog ulja ploda kleke HD i MAHD

Frakcije etarsko ulja su dobijane iz mlevenih (1 min) suvih plodova i prethodno
potopljenih plodova 24 h u destilovanoj vodi. Odreden je njihov sastav koji je dat u
prilogu I (tabele PI1, PI2, PI3 i PI4). Da bi bio sagledan raspored komponenata po
frakcijama, posmatrane su grupe komponenata po isparljivosti: a) lako isparljive
komponente: a-pinen, sabinen i mircen, b) srednje isparljive komponente: limonene, y-
terpinen 1 terpine-4-ol, c) tesko isparljive komponente: y-elemene, o-humulene,
germakren D, 6-kadinen i germakren B. Na slikama 23 i 24 su prikazani njihovi
koncentracioni profili po frakcijama etarskog ulja dobijenog HD. Jasno se uoc€ava da je
koncentracija lako isparljivih komponenata bez obzira na tretman plodova pre mlevenja
najve¢a u prvim frakcijama, kao 1 da njihove koncentracije opadaju do kraja
hidrodestilacije. Srednje isparljive komponente imaju skoro najmanju koncentraciju u
prvoj frakceiji. Koncentracija limonena raste do trece frakcije a zatim ima blagi pad do
kraja hidrodestilacije. Koncentracije y-terpinena i terpinen-4-ola postepeno rastu od
pocetka do kraja destilacije. TeSko isparljiva grupa komponenata je slabo zastupljena u
frakcijama 1 1 2, dok se od tre¢e frakcije uocava rast njihove koncentracije 1 najvise ih

ima u poslednjoj frakeiji.

Tabela 6 Masa suvih frakcija

Redni broj frakcije 1 2 3 4 5 6
Vreme izdvajanja frakcije min 0-3 3-6 6-10 10-20 20-40 40-240
HD, suvo, 1 min 1,63 0,92 0,65 1,25 1,42 3,02
Vreme izdvajanja frakcije, min 0-3 3-5 5-7 7-10 10-22 22-240
HD, nabubreli plodov, 24 h 2,59 1,83 1,00 1,31 1,65 2,45
Vreme izdvajanja frakcije min 0-6 6-9 9-11,5 11,5-16,5 16,5-32 32-240
MAHD, suvi plodovi 1,14 1,13 0,52 0,42 1,17 1,94
Vreme izdvajanja frakcije min 0-5,5 5,5-8 8-9,5 9,5-15 15-37 37-240
MAHD, nabubreli plodovi, 24 h | 2,13 1,25 1,21 1,18 1,00 1,8
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Na osnovu tabela PI1 i PI2 (Prilog I) i tabele 6, moZze se zakljuciti: da se za prvih
20 min frakcionom HD-om izdvoji znatno veca koli¢ina pojedinih komponenata ako je
prethodno plod kleke podvrgnut bubrenjem 24 h. Kod frakcija etarskog ulja nabubrelih
plodova izdvoji se 86,41 %a-pinena, 91,01 % sabinena, 87,41 % mircena, 80,68 %
limonena, 58,77 % y-terpinena, 45,88 % terpinen-4-ola, 60,32 % y-elemena, 44,66 % o
humulena, 58,13 % germakrene D, 42,78 % o0-kadinena, 32,32 % germekrena B, dok se
kod frakcija etarskog ulja dobijenog iz suvih plodova izdvoji 59,88 % a-pinena, 66,68
% sabinena, 62,16 % mircena, 56,79 % limonena, 32,83 % y-terpinena, 25,61 %
terpinen-4-ola, 31,32 % y-elemena, 19,26 % a-humulena, 25,33 % germakrena D, 18,03
% o-kadinena 1 12,91 % germekrena B.

Misljenje je da u periodu bubrenja dolazi do pucanja sudova etarskog ulja i
njegovog razlivanja i difundovanja iz ploda u vodu, tako da je veca koli¢ina svih
komponenata pri otpoc¢injanju HD ve¢ emulgovana u vodi.

Na slikama 25 1 26 prikazani su koncentracioni profili frakcija etarskog ulja
dobijenog MAHD. Koncentracioni profili su isti kao i kod primene HD. Takode, moze
se uocCiti da se primenom mikrotalasne hidrodestilacije prethodno bubrelih plodova
kleke 24 h u destilovanoj vodi, za 15 min izdvoji priblizno isti procenat pojedinacnih
komponenti, u odnosu na njihovu ukupnu zastupljenost u ulju, kao i kod primene
MAHD kori$¢enjem suvih plodova posle 32 min. Za 15 min se kod frakcija etarskog
ulja nabubrelih plodova izdvoji 79,74 % oa-pinena, 84,65 % sabinena, 80,72 % mircena,
74,33 % limonena, 43,91 % y-terpinena, 32,31 % terpinen-4-ola, 45,00 % y-elemena,
28,32 % o-humulena, 41,93 % germakrene D, 30,48 % o-kadinena i 16,25 %
germekrena B, dok se kod frakcija etarskog ulja dobijenog iz suvih plodova za 32 min
izdvoji 79,31 % a-pinena, 85,94 % sabinena, 81,22 % mircena, 76,13 % limonena,
48,29 % y-terpinena, 48,28 % terpinen-4-ola, 58,11 % y-elemena, 40,91 % a-humulena,
54,33 % germakrena D, 38,27 % d-kadinena i 24,88 % germekrena B. Ovo znaci da
bubrenjem komponente etarskog ulja lakse difunduju iz unutraS$njosti ploda ka masi
vode.

Uporedujuéi tehnike frakcionisanja etarskog ulja HD i MAHD, kod suvih
plodova kleke se za 10 min izdvoji priblizno isti procentni udeo komponenata HD-om

kao kod MAHD za 9 min. Ukoliko se koriste plodovi koji su prethodno bubrili 24 h
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onda se primenom HD za 10 min postizu neznatno bolji rezultati nego primenom

MAHD za 9,5 min.
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4.3. Frakcionisanje etarskog ulja ploda kleke SHDR I SMAHDR

Na slikama 27 1 28 su prikazani koncentracioni profili po frakcijama etarskog
ulja dobijenog SHDR. Jasno se uocava da je koncentracija lako isparljivih komponenata
bez obzira na tretman plodova pre mlevenja najveca u prvim frkacijama, kao i da
njihove koncentracije opadaju do kraja hidrodestilacije. Srednje isparljive komponente
imaju skoro najmanju koncentraciju u prvoj frakciji. Koncentracija limonena je najveca
u drugoj frakciji a zatim ima blagi pad do kraja izdvajanja frakcija. Koncentracije y-
terpinena i terpinen-4-ola postepeno rastu od pocetka do kraja destilacije. Tesko
isparljive komponente su slabo zastupljena u frakcijama 1 i 2, dok se od tre¢e frakcije
uocava rast njihove koncentracije 1 najvise ih ima u poslednjoj frakciji.

Na slikama 29 i1 30 prikazani su koncentracioni profili frakcija etarskog ulja
dobijenog SMAHDR. Bez obzira na pripremu biljnog materijala uocava se da su
koncentracije lako isparljivih komponenata priblizno iste u prve Cetiri frakcije i da se u
petoj 1 Sestoj frakciji vidi pad njihovih koncentracija. Isti slucaj je 1 sa srednje
isparljivim komponentama: imaju skoro jednake koncentracije u prve Cetiri frakcije da
bi limonen imao pad koncentracije do kraja hidrodestilacije, a y-terpinen 1 terpinen-4-ol
rast. Kod tesko isparljivih komponenata, osim y-elemena, koga neSto manje ima u prvoj
frakciji nego u sledece tri, ostale komponente imaju jednak sastav u prve Cetiri frakcije,
a zatim se njihove koncentracije povecavaju do kraja izdvajanja pete i Seste frakcije.

Na osnovu tabela PI3 1 PI4 (Prilog I) 1 tabele 7, moze se zakljuciti da se za prvih
14 min istovremenom hidrodestilacijom 1 rektifikacijom izdvoji veca koli€ina pojedinih
komponenata iz suvih plodova nego iz plodova koji su bubrili 24 h za 10, 5 min. Za 14
min se kod frakcija etarskog ulja iz suvih plodova izdvoji 77,52 % a-pinena, 83,82 %
sabinena, 79,81 % mircena, 74,29 % limonena, 50,37 % y-terpinena, 37,07 % terpinen-
4-ola, 48,44 % vy-elemena, 31,77 % o-humulena, 41,33 % germakren D, 29,87 % o-
kadinena 1 21,84 % germekrena B, dok se kod frakcija etarskog ulja dobijenog iz
nabubrelih plodova 24 h u destilovanoj vodi za 10,5 min izdvoji 67,43 % o-pinena,
73,16 % sabinena, 68,55 % mircena, 58,58 % limonena, 34,26 % y-terpinena, 18,96 %
terpinen-4-ola, 31,38 % y-elemena, 18,72 % o-humulena, 27,77 % germakren D, 18,09
% d-kadinena i 12,16 % germekrena B.
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Tabela 7 Masa suvih frakcija

Redni broj frakcije 1 2 3 4 5 6
Vreme izdvajanja frakcija 0-1 1-2,5 2,5-6 6-14 14-31,5  31,5-240
SHDR, suvi plodovi 1,68 1,59 1,43 1,31 1,29 1,69
Vreme izdvajanja frakcija 0-1 1-2,5 2,5-5,5 5,5-10,5 10,5-25 25-240

SHDR, nabzuffleh plodovi, 4 g5 0,91 1,12 1,11 1,28 2,31
Vreme izdvajanja frakcija 0-4 4-6,5 6,5-9 9-11,5 11,5-16,5 16,5-240
SMAHDR, suvi plodovi 1,19 0,95 0,79 0,76 0,91 2,84
Vreme izdvajanja frakcija 0-2,5 2,5-5,5 5,5-8 8-10 10-21 21-240
SMAHDR, nabubreli 1,78 1,08 1,05 1,09 1,05 1,16

plodovi, 24 h

Kod istovremene mikrotalasne hidrodestilacije 1 rektifikacije situacija je
drugacija. Primenom plodva koji su prethodno bubrili 24 h se izdvoji veca koli¢ina
pojedinih kmponenata za krace vreme nego primenom suvih plodova. Za 10 min se kod
frakcija etarskog ulja nabubrelih plodova izdvoji 79,79 % o-pinena, 82,04 % sabinena,
77,87 % mircena, 72,97 % limonena, 55,29 % y-terpinena, 33,32 % terpinen-4-ola,
44,34 % vy-elemena, 32,32 % o-humulena, 39,27 % germakren D, 33,14 % o-kadinena i
73,39 % germekrena B, dok se kod frakcija etarskog ulja dobijenog iz suvih plodova za
11,5 min izdvoji 63,19 % a-pinena, 65,65 % sabinena, 61,07 % mircena, 54,87 %
limonena, 28,75 % 7y-terpinena, 22,89 % terpinen-4-ola, 29,89 % y-elemena, 21,72 % o-
humulena, 25,30 % germakren D, 20,73 % o-kadinena i 17,04% germekrena B.

Uporedujuci tehnike frakcionisanja etarskog ulja moze se zakljuciti da se za 14
min izdvoji nesto viSe procentualno komponenata primenom SHDR nego za 16,5 min
SMAHDR. Ako se koriste plodovi koji su prethodno bubrili 24 h u destilovanoj vodi
onda se primenom SMAHDR za 10 min postiZzu bolji rezultati nego primenom SHDR
za 10,5 min.

Uporedujuci frakcije ulja dobijene iz suvih plodova kleke klasicnom HD 1
SHDR moze se zakljuciti da je za 6 min izdvojeno procentualno visSe komponenata
primenom kolone, dok se kod prethodno potopljenih plodova 24 h u destilovanoj vodi
izdvaja za 5 min kod HD 1 5,5 min kod SHDR pribliZno isti procentan. Izdvajanjem ulja
MAHD i1 SMAHDR bez obzira na prethodnu pripremu plodova primenom kolone se

postiZe bolji efekat odvajanja.
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4.4. Kinetika hidrodestilacije

4.4.1. Mehanizam izdvajanja etarskog ulja ploda kleke

Slike 31, 32 1 33 pokazuju promenu prinosa etarskog ulja u toku hidrodestilacije
kleke pri razli€itoj pripremi biljnog materijala, odnosno razli¢itom vremenu i nacinu
mlevenja i razli¢itom vremenu bubrenja plodova. Promena prinosa etarskog ulja je
tipicna za hidorodestilaciju etarskog ulja iz vecine biljnih materijala. Oblik krive je
potvrdio postojanje brze i1 spore destilacije etarskog ulja na pocetku i na kraju procesa
(ispiranje 1 difuzija, respektivno). PoCetno brzo poveéanje prinosa etarskog ulja dolazi
zbog “ispiranja” etarskog ulja sa spoljne povrSine Cestica. Drugi stupanj je ,,spora®
hidrodestilacija u kojoj se sporije izdvaja etarsko ulje i to je pripisano neometanoj i
ometanoj difuziji. Ovaj mehanizam je povezan sa anatomijom bobica kleke. Plodovi
kleke sadrze odvojene izduzene rezervoare etarskog ulja koji bivaju razoreni
usitnjavanjem, ¢ime se oslobada deo ulja na povrSinu Cestice biljnog materijala koje
biva brzo uklonjeno sa spoljasnje povrsine Cestice u pocetnom periodu hidrodestilacije.
Istovremeno, etarsko ulje iz napuklih rezervoara difunduje bez ikakvog ograni¢enja
prema spoljasnjoj povrsSini Cestica biljke (neometana difuzija), dok se etarsko ulje iz

neostecenih rezervoara difunduje kroz membrane 1 druge barijere prisutne u biljkama
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(ometana difuzija). Kao posledica ovog mehanizma, etarsko ulje se izdvajalo sve

sporije napredovanjem destilacije.
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Oblik krivih promena prinosa etarskog ulja u toku HD i MAHD se medusobno
razlikuju (slika 34). Dok su krive kod HD hiperboli¢ne, krive kod MAHD su blago
sigmoidne sa tackom prelaska u fazi ispiranja. Sigmoidni oblik MAHD krivih ve¢ je
primeéen za MAHD etarskih ulja iz lis¢a lovor viSnje (Prunus laurocerasus)
(Karabegovi¢, 2011). Ovaj fenomen se moze pripisati odredenim inercijalnim efektima
uzrokovanim nejednakim zagrevanjem vodene suspenzije. Nepolarno etarsko ulje se
indirektno zagrejava po sopstvenoj brzini, koja se razlikuje od brzine zagrevanja polarne
vode. Ako je biljni materijal bubrio u vodi, ovaj efekat je manje primetan.
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Slika 34 Promena prinosa etarskog ulja ploda kleke u toku HD i MAHD pri razli¢itim
vremenima bubrenja

4.4.2. Modelovanje kinetike izdvajanja etarskog ulja ploda kleke

Model je izveden pod pretpostavkom da se izdvajanje etarskog ulja iz biljnog
materijala odvija kroz tri istovremena procesa. Ovaj pristup se zasniva na ¢injenici da je
veliki deo etarskog ulja lociran na spoljnoj povrsini Cestica biljnog materijala, dok je
ostatak etarskog ulja ravnomerno rasporeden u unutrasnjosti Cestice biljnog materijala.
Etarsko ulje koje se nalazi na povrsini Cestica biljke se izdvaja brzom destilacijom
("ispiranje"). Ovo je faza u kojoj se prinos JEO brzo povecava zbog brzog izdvajanja

etarskog ulja sa povrsSine biljnih Cestica. Preostalo etarsko ulje se izdvaja kroz dve faze,
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tj. dve difuzije. Prvi difuzioni proces nazvan "neometana difuzija", podrazumeva prenos
etarskog ulja kroz rupture organa bez ometanja membrana i drugih barijera prisutnih u
biljnim ¢esticama. Drugi difuzioni proces, nazvan "ometana difuzija" predstavlja prenos
etarskog ulja kroz membrane neoStecenih organa. Ovi difuzioni procesi postaju znacajni
nakon zavrSetka faze ispiranja, tj.u drugoj fazi hidrodestilacije, i mnogo su sporije od
faze ispiranja, pri ¢emu je neometana difuzija brza od ometane difuzije. Svaki od ova tri
mehanizma se deSava po sopstvenoj brzini, koja dostize maksimalnu vrednost nakon
odredenog vremenskog perioda od pocetka procesa destilacije.

Nekoliko pretpostavki koje su ve¢ koriS¢ene za modelovanje HD (Milojevi¢ 1
sar., 2008, 2013) i MAHD (Pavicevi¢ i sar., 2016), koriS¢ene su za izvodenje kinetickog

modela:

1. biljne Cestice su izotropne, jednake velicine, oblika i pocetnog sadrzaja etarskog
ulja;

2. etarsko ulje se smatra jednom pseudo—komponentom;

3. kolic¢ina etarskog ulja koja se moZe izdvojiti odgovara koli¢ini etarskog ulja koje
se destiluje sve dok sistem ne dode u ravnotezu;

4. ukupna koli¢ina dobijenog JEO u bilo kom trenutku tokom destilacije jednaka je
zbiru koli¢ina JEO dobijenog iz biljnih Cestica (g/100g) putem ispiranja,

neometane 1 ometane difuzije: ¢q,, g, 1 ¢,,, respektivno:

9=9,%t491 149, (22)

5. brzine izdvajanja etarskog ulja ploda kleke u fazama ispiranja, neometane i

ometane difuzije su eksponencijalne funkcije vremena, sledeceg oblika:

dt " (23a)

dr (23b)
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d —
44, =€

dt

~kga|t~742]

(23¢)

gdesu: k,, k, 1 k,, - konstante brzina za ispiranje, neometanu difuziju i ometenu

difuziju, respektivno, dok su ¢« , a, 1 «,, - maksimalne brzine izdvajanja
etarskog ulja u fazama ispiranja, neometane i ometane difuzije ostvarene u
vremenskim trenucima ¢t = 7, t = 7, 1t = 7,, respektivno. Preliminarnim
odredivanjem parametara modela nelinearnom regresijom pokazuje se da je za HD

parametar 7, veoma mali 1 priblizno jednak 0, zbog ¢ega je za HD usvojeno

7, =0;

6. ne postoji otpor prenosu mase sa spoljasnje povrSine Cestice biljnog materijala;

7. kohobaciona voda i etarsko ulje su potpuno nemesljivi;

8. kolic¢ina etarskog ulja prikupljena u separatoru, podeljena sa koli¢inom biljnog
materijala, jednaka je prinosu etarskog ulja iz biljnog materijala u destilacionom

sudu sa vremenskim kaSnjenjem.

1z jednacina (23a-c), sledi:

(24 _
gt (1)<,
9=1, (242)
- —k,(t-1,
_W|:2_e kT —e w(t Tw)i|’t > Tw
kW’
o _
i.e kit (ekdlt —1),t < T,
kdl

qn = (24b)
—_é_, |:2 _ e’kdlfdl _ e*kdl(tfrdl):|’t > le
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a _
kd2 .e kqaTas (ekdzf _1)’1 < sz
=7 24
Qi = o (24¢)
—k —Je o (1=
i.[z_e d2%d2 —e a2t TdZ)],tZsz
d2

gde se ukupno JEO izdvojeno u procesima ispiranja, neometane 1 ometane difuzije: ¢, .,

s Qi1 1 942,00, Tespektivno, moze izraCunati kao:

g, = Z—: (2-e) (252)

Qg = %(2 —e ) (25b)
kdl

i

Qire = %(2 —ete ) 25¢)

d2
Jednacine (22-25) definiSu model I.
Pod pretpostavkom najvecih brzina sva tri istovremena procesa prenosa etarskog ulja

(faza ispiranja, neometane i ometane difuzije) u trenutku ¢ = 0, jednaine (23-24)

postaju:

q, = %(1 —e ) (262)

4a = %(1 —e) (26b)
dl

i

9er = @(1 —e ) (26¢)

d2
gde se ukupno JEO izdvojeno u procesima ispiranja, neometane difuzije i ometane
difuzije: 4., 950 1 942, respektivno, moze izraCunati kao:

a,
k

w

Qoo = (27a)
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Uvodec¢i oznake:

q,.
o=

9.0
fdl: <

9
i

942
fdz: =

q,

pri ¢emu je:

Jottat+fn=1

jednacina 22, uvrstavajuci jednacine (26a-c), postaje:

izl_fw.e—kw-t _](;ﬂ .e—kd1~t _f;iz .e—kdz-t

9

ili

q9=49, (l_ﬁv 'eikW‘t _ﬁll 'eikdl.t _f;JZ .eikdz'[)

Jednacine (26-30) definisu Model II.

(27b)

(27¢)

(28a)

(28b)

(28¢)

(29)

(30a)

(30b)

Ako se ometana difuzija kod Modela II zanemari ( f o= 0), jednacina (31a) se moze

pojednostaviti (Model III):

Lot fret (1= f )

s

(31a)
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ili

g=q.[1-f, e —(1-f,)-e*" ] (31b)
Milojevi¢ i1 sar. (2013) su ve¢ razvili isti model za konvencionalnu HD. Takode,
Sovova 1 Aleksovski (2006) su izveli isti kineticki izraz iz fenomenoloSkog modela za

HD etarskog ulja iz semena. Ovaj model je verifikovan za MAHD etarskog ulja iz

plodova kleke (Pavicevi¢ i sar., 2016).
Jos dva jednostavnija modela, nazvana model IV 1 model V, mogu se izvesti iz
jednacine (31) pod pretpostavkom trenutnog ispiranja pracenog difuzijom (kw — ) i

difuzije bez ispiranja (kw —© i £ =0), koji su opisani slede¢im jednacinama:

i =1-(1-1,)-¢"" (32a)
ili
g=q,[1-(1-1,)-¢*" | (32b)
i
i ]t (33a)
ili
g=q,(1-e") (33b)

Jednacina (32) je ista kao i kineticki izraz koji je razvio Milojevi¢ i sar. (2008)
za konvencionalnu HD, gde je f » koeficijent ispiranja, odnosno udeo etarskog ulja koji

se moze izdvojiti u fazi ispiranja, dok je kdl koeficijent spore faze destilacije etarskog

ulja. Model je potvrden za ekstrakciju etarskog ulja HD-om (Milojevi¢ i sar., 2008;
Pornpuniapat i sar., 2011; Stanisavljevi¢ i sar., 2010) i MAHD (Kapas i sar., 2011;
Kusuma 1 Mahfud, 2017b).
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Jednacina (33) zapravo se zasniva na pretpostavci kinetike pseudo prvog reda u
odnosu na koli¢inu etarskog ulja preostalog u biljnom materijalu. Ovaj model je

verifikovan za kinetiku HD (Morin i sar., 1985) i MAHD (Kapas i sar., 2011).

Osim gore pomenutih kinetickih modela, nekada se koristi model kinetike

drugog reda za opisivanje kinetike procesa izdvajanja etarskog ulja (Model VI):

dg >
Ak - 34
= (4., —q) (34)

gde je kz - konstanta brzine. Nakon integracije i transformacije izvodi se sledeci izraz:

t

q9=9., (35)

1
e
qookZ

gde 1/ q, k2 odgovara trenutku vremena kada je 4 =¢, / 2. Kada je L —> 0, tada 44,

. Ovaj model je verifikovan za kinetiku MAHD (Kusuma i Mahfud, 2017a,c,d).

Slika 35 pokazuje doprinos tri mehanizma destilacije JEO prema ukupnom
prinosu JEO, kao 1 varijacije brzine destilacije tokom HD i MAHD, dok su kineticki
parametri prikazani u tabeli 8. U oba slucaja, sve faze su zastupljene. Ispiranje se deSava
u pocetnoj fazi proces izdvajanja (do 40 min) gde prinos JEO dostize svoj maksimum
koji je za MAHD vec¢i (suvo mlevenje: 1,48 g/100 g i mokro mlevenje: 1,65 g/100 g)
nego za HD (suvo mlevenje: 1,91 g/100 g i mokro mlevenje: 1,43 g/100 g). Doprinos
neometane difuzije je ocigledno viSi nego doprinos ometane difuzije. Neometana
difuzija je zastupljenija u prvih 2-2,5 h destilacije za obe tehnike, dok ometana difuzija
postaje vazna u zavr$noj fazi destilacije. Sto se ti¢e brzine ispiranja JEO, primeéena je
vazna razlika izmedu HD i MAHD. Naime, maksimala brzina ispiranja kod HD je bila
najvisa pri ¢ = 0, dok je maksimalna brzina ispiranja kod MAHD primecéena na samom
pocetku destilacije (manje od 10 min), Sto se pripisuje sigmoidnom obliku krive sa
taCkom prelaska u fazi ispiranja. Neometana difuzija za obe destilacione tehnike
pokazala je maksimalnu brzinu u ranoj fazi procesa (do oko 20-25 min i 30-35 min za

HD i MAHD, respektivno). Kao §to se moze videti u tabeli 8, konstanta brzine se

smanjuje po slede¢em redosledu: K, >k, >k, $to ukazuje na to da je ispiranje najbrze.
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Medutim, konstantna brzina ometane difuzije je bila statisticki beznacajna i stoga se

ovaj mehanizam zanemaruje.

Pojednostavljenjem modela I, tj. pod pretpostavkom ispiranja pra¢enog jednom
difuzijom ( kombinacija neometane i ometane difuzije) dolazi se do modela Ia.
Varijacije prinosa etarskog ulja kleke i brzine pojedina¢nih faza u vremenu prikazane su
na slici 36, pri ¢emu je primetno dobro slaganje modela i eksperimentalnih podataka.

Svi kineticki parametri ovog modela, prikazano je u tabeli 8, statisticki su znacajni.

Dobro poklapanje modela II sa eksperimentalnim podacima se vidi na slici 37. U
slu¢aju modela II, konstante brzine ispranja i difuzije su ve¢e za HD nego za MAHD;
bez obzira na predtretman plodova kleke. One imaju vece vrednosti kod primene
nabubrelih plodova nego kod primene suvih plodova. Frakcija JEO u fazi ispiranja je
ve¢a kod MAHD nego kod HD i priblizno je ista kod primene suvih i nabubrelih
plodova kleke. Logi¢no je da je frakcija JEO dobijena u fazi difuzije veca kod HD.
Vrednosti ova tri parametara su manje od onih koje su dobili Pavicevi¢ i sar. (2016) za
MAHD primenom suvih plodova kleke 1 priblizno iste brzine destilacije. Ovo se moZe
pripisati razli¢itom poreklu plodova kleke 1 primenjenom hidromodulu od 1:3 (u ovom

radu 1:4).

Vrednosti parametara modela i statisticki kriterijumi koji su se koristili za
procenu slaganja prilikom fitovanja modela (MRPD i R?) su prikazani u tabeli 8. Na
osnovu visokog R* (> 0,94) i prihvatljivog MRPD (< 25 %), svih sedam modela moze
se koristiti za modelovanje kinetike HD i MAHD u slucaju suvog i vlaznog mlevenja

plodova kleke. Medu ovih sedam modela, model Ia koji obuhvata ispiranje i
kombinovanu difuziju, jednacine (19-22) sa kd2 =0, se pokazao kao najbolji za HD, a

posebno za MAHD etarskog ulja ploda kleke tretiranog na isti nacin, jer ima najveci
koeficijent determinacije (R*> > 0,99) i najmanje srednje relativno odstupanje MRPD
(manje od 2,5 %). Drugi dobar model je model koji, takode, ukljucuje istovremeno
ispiranje, neometanu difuziju i ometanu difuziju i1 koji smatra da svaki proces ima svoj

maksimum
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istovremneno sa napretkom izdvajanja JEO HD i MAHD, suvo mlevenje 1 min (HD - a
1 b; MAHD - e i f) 1 mokro mlevenje 1 min, prethodno bubrenje plodova 24 h (HD —c i
d; MAHD — g i h) (faza ispiranja — crta tacka linija, neometana difuzija — isprekidana
linija, ometana difuzija — tackasta linija i ukupno izdvojeno ulje — puna linija)

75



1]
-
-
=
-

brzina dvajanja, g'100 g'min

(N E (TS
a !
217 L |
= ] P
s L1z 4 o . ILIKH
= - 1 - "
i .i" h‘\
g v L ~
5 i S
T 1065 4 II '“u__ i
(5] . T
o 3 ~——
£ 1AL E T
[ ! .
.
(KLY} == [INCCE]
il el O 120 e ZHI Zib
WIEITIE, Min wrEme, min
o} )}
brzina izdvajanja, /100 g'min .
e | LLELEN
[= R 1
= | .
=8 & 1 AN
= ; P
e .._] .I"' '\'. TR ]
= - 1 il by
- B & &
g 17
5 ¥ e
o U LTS -"il \\h TR
-] ] -
=R 1 T
= -
LRt \ T
: S T
LIHI LLELE |4
1] iy] ] L] ([51] M 2
WIBITIE, iR VTEMeE, min
e) )
2.° brzina izdvajanja, g'100 g/min _
(LR Ly
g- 24K | B
=B & i A
=] 1 L
e 150 H F Y
g L0 .l 4 Y TLOES
S ) [ i
[ i/ “
g LA .
= 0 75 1.0 1 \-\\ (ol k]
g 150 ¥ ] i
E : s
0" 0z A i
A T ——
LK} LK e e e e T e
1 0 = an LG M1 T
wrams, min
&) L)
brzina izdvajanja, g1 g'min A
[=J R I’ A
g P ! [ '|._‘
Y . BN
E . < || _,." "\_ nix
= # .
g, i N
E ']-’r h'\_\
T LT 4o 1— \'\,__ AN
3 i 1 ~
go i
& i Sme
LM I\"‘ TTe= NANAKI
il u 1] L] 12 WM au
WREITIE, iR wTame, min

Slika 36 Model Ia: Doprinosi 1 brzine hidrodestilacije za dva procesa prenosa mase
istovremneno sa napretkom izdvajanja JEO HD i MAHD, suvo mlevenje 1 min ( HD - a
i b; MAHD - e i f) i mokro mlevenje 1 min, prethodno bubrenje plodova 24 h (HD —c i
d; MAHD — g i h) (faza ispiranja — crta tacka linija, difuzija — isprekidana linija i
ukupno izdvojeno ulje — puna linija)
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u trenutku 7 = 0 (model II). Najgori u ovoj grupi modela je bio najjednostavniji
eksponencijalni model (model V), dok je model drugog reda (model VI) dobar kao 1
dvoparametarski model (model IV). Dobra saglasnost izmedu eksperimenta i modela
I, TV, V 1 VI ilustrovana je na slikama u prilogu II. Dobro slaganje izmedu
eksperimenta i modela III 1 IV ve¢ je dokazan za izdvajanje JEO iz suvih plodova kleke
HD (Milojevi¢ i sar.), i MAHD (Pavicevic i sar., 2016). S obzirom na to da je model Ia
zasnovan na potpunom fizickom mehanizmu za izdvajanje JEO i ima najmanju MRPD
(tabela 6), moze se preporuciti za modelovanje kinetike izdvajanja JEO i kod HD i kod

MAHD.
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Slika 37 Model II: Doprinosi za tri procesa prenosa mase istovremeno sa napretkom
izdvajanja JEO HD i MAHD, suvo mlevenje 1 min ( HD - a; MAHD - c) i mokro
mlevenje 1 min, prethodno bubrenje plodova 24 h (HD — b; MAHD - ¢) (faza ispiranja
— crta tacka linija, neometana difuzija — isprekidana linija, ometana difuzija — tackasta
linijja 1 ukupno izdvojeno ulje — puna linija)
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Table 8 Vrednosti kineti¢kih parametara modela®

Model Parameter Metoda destilacije i mlevenja
MAHD
Suvo Mokro Suvo Mokro
mlevenje mlevenje mlevenje mlevenje
Model I:

1 + + + +
ispiranje + @, ¢/100g/min 0,199+0,02 0,253+£0,008  0,156£0,005  0,228+0,006
neometana e )
difuzija + a, 10°, g/100g/min 2,15+0,87 1,21+0,18 1,12+0,12 0,91+0,11
ometana 3 . n " " "
difuzija: jed. % 10% /100g/min 3,42+1,43 1,80+0,69 1,64+0,59 2,21+0,66
(22-25) k., min 0.167£0.04  0.178£0.01  0.196£0.014  0.257+0,012

k, 10, min’ 5,33+2,03 3,22+1,27 4,86+1,88 4,72+1,66
k,,10%, min’ 1,60+1,55° 1,70+2,36° 1,00+0,80° 1,96+1,18°
T, 0 0 9,9+0,10 7,6420,10
T, 20,0+6,10 25,0+5,36 35,1+4,31 30,0+3,44
T, 132,5+27,32 149,7+52.2 118,5+37,10  119,7+14,39
q.. 1,19 1,43 1,48 1,65
q,.. 0,67 0,58 0,42 0,34
9. 0,40 0,20 0,29 0,21
(4.) e 2/100 g 2,26 2,21 2,18 2,21
R’ 0,998 0,997 0,999 0,999
MRPD, % +2,1 +0,9 +0,7 +0,8
Model la: @ o/100¢/min 0,16940,005  0,228+0,008  0,138+0,006  0,210£0,008
ispiranje + w > 81UVE ’ ’ > > , , , ,
difuzija; jed. )
(2225, @, 10, g/100g/min 4,93+0,61 6,49+0,72 6,37+0,80 5,05+0,54
7,=0j ., min” 0,105£0,006  0,143+0,007  0,153+0,013  0,221+0,017
k, =0 k, 10%, min’ 1,07+0,29 1,75+0,37 1,94+0,36 1,69+0,36
T, 0 0 10,03+0,16 7,74+0,16
T, 60+17,42 50+9,35 50+9,2 509,33
q,.. 1,60 1,60 1,59 1,73
Do 0,68 0,59 0,53 0,47
(9, )ear, /100 g 2,28 2,19 2,12 2,20
R’ 0,998 0,997 0,999 0,999
MRPD, % +1,8 +1,5 23 +1,6
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Nastavak tabele 8

Model Parameter Metoda destilacije i mlevenja
MAHD
Suvo Mokro Suvo Mokro
mlevenje mlevenje mlevenje mlevenje
Model II: kyw .4 b b
Jed. (26-30) , min 0,1235 0,2194 0,0600 0,0895
ka1 pin 0,0177° 0,0469 0,0500" 0.0772°
ka2 1in 0,0027° 0,0065 0,0030° 0,0030°
1, 0,530 0,462 0,600 0,536
I 0,233° 0,304 0,231° 0,250°
9% /100 g 2,526" 2,309 2,300 2,452°
R’ 0,998 0,999 0,978 0,972
MRPD, % +1,7 +1,0 +14,4 +10,4
}\;[é"(igll)m k_, min’ 0,118£0,006  0,175+0,009  0,059+0,011  0,0873+0,015
k, 10, min’ 1,05+0,17 1,7340,15 0,5+2,82° 0,85+2,21°
/. 0,628+0,02 0,619+0,02 0,856+0,21 0,860+0,07
q.,2/100 g 2,29+0,04 2,19+0,02 2,20+0,86 2,20+0,27
R’ 0,998 0,999 0,978 0,972
MRPD, % +1,8 +1,2 +14,6 +10,7
Model IV: ) .
) N + + =+ +
ied (32) k10>, min 5,84+0,48 7,46+0,66 5,23+0,38 7,53+0,51
£ 0,0610,03°  0,068+0,04° 0° 0°
q.,g100¢g 2,02+0,04 2,00+0,03 2,04+0,04 2,08+0,04
R 0,965 0,960 0,976 0,967
MRPD, % +5.8 46,2 +14,6 £11,5
Model V: ) |
) n =+ =+ =+ +i
ied. (33) k., 10% min 6,48+0,44 8,33+0,61 5,23+0,30 7,53+0,51
q.,2/100 g 2,00+0,04 1,990,03 2,04+0,03 2,08+0,04
R’ 0,961 0,956 0,976 0,967
MRPD, % +6,8 +7,0 +14,6 +11,5
Model VI: k 10° L o min 3.9440.18 5.56:0,23 3.4340,65 4,3320,61
jed. (35) dl . g s s ) s ) s s s
q.,¢/100 g 2,24+0,02 2,20+0,02 2,33+0,07 2,32+0,06
R’ 0,994 0,995 0,944 0,954
MRPD, % +2.7 +2.0 4232 +13,5

Uslovi predtretmana: 1 min mlevenje i bubrenje 24 h, Hidromodul: 1:4, Brzina destilacije: oko 8,5+0,5

mL/min. ° Statisti¢ki bezna&ajni parametri

Za HD 1 MAHD konstante brzine ispiranja kw 1 maksimalna brzina izdvajanja

etarskog ulja &, kod modela Ia su ve¢e za samlevene nabubrele plodove kleke nego za

samlevene suve plodove. Osim toga, vrednosti kw su vece kod MAHD, bez obzira na

79



predtretman biljnog materijala, dok je vrednost &, kod MAHD manja nego kod HD bez

obzira na predtretman plodova kleke. Parametar 7,, kod MAHD je manji ako se plodovi

kleke melju mokrim postupkom nego ako se samelju suvi plodovi i to se pripisuje manje

primetnim neujednacenim zagrevanjem u sluc¢aju mokrog mlevenja biljnog materijala.

Ravnotezni prinos JEO, izracunat od strane svih Sest modela, sasvim dobro se
slaze sa eksperimentalno dobijenim (MRPD manje od oko £8 %), ali najbolje slaganje

ima model Ia.

4.4.3. Uporedivanje razvijenih modela na bazi AICc

AIC i AICc su alati za uporedivanje modela sa razli¢itim brojem parametara koji
se razvijaju na osnovu istog skupa podataka i odabira najboljeg modela medu testiranim
setom modela. Kao §to se moZe videti na slici 42, gde se uporeduju AICc-vrednosti za
tri razvijena 1 Cetiri postojeca kineticka modela, modeli I 1 Ia su daleko najbolji za
MAHD primenom 1 mokrih 1 suvih plodova kleke, dok su kod HD najbolji, bez obzira

na predtretman plodova kleke, model Ia i III.

-140 - B Vodel |
. B Model Ia
B Model I

-120
B Model 111
o [ |Model IV
W B Vodel vV
Model VI
-80
[&]
O
<C -60
-40
-20 4
0

HD, suvo mlevenje HD, mokro mlevenje  MAHD, suvo mlevenje MAHD, mokro mlevenje

Slika 42 AICc vrednosti modela
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4.4.4. Verifikacija modela

Model Ia je testiran sa eksperimentalnim podacima prinosa etarskog ulja koje je
dobijeno MAHD iz semena komoraca (Kapas i sar, 2011) i listova lovor visnje
(Karabegovi¢, 2011) (tabela 9). Visoke vrednost koeficijenta determinacije (R?) i niske
MRPD vrednosti dokaz su da model Ia uspesno opisuje kinetiku izdvajanja etarskog ulja
mikrotalasnom hidrodestilacijom iz ova dva biljna materijala. Prema tome, model Ia
moze se preporuciti za opisivanje kinetike izdvajanja etarskog ulja iz biljnih materijala
mikrotalasnom hidrodestilacijom.

Tabela 9 Verifikacija modela Ia za kinetiku izdvajanja etarskih ulja dobijenih MAHD iz

razli€itih biljnih materijala
Listovi lovor visnje

Seme komoraca
Parametri

(Karabegovi¢, 2011) (Kapas i sar., 2011)

&, , g/100g/min 0,098+0,02 0,269+0,05
a, , g/100g/min 0,04+0,01 0,11+0,02
k,, min® 1,00+0,40 0,93+0,29
k, ,min’ 0,43+0,08 0,51%0,17
T, 2,240,18 1,940,12
T, 5,040,53 7,8+0,48
q.. 0,19 0,53
9. 0,18 0,43
( qoc )cal; g/loo g 0737 0,96
R’ 0,999 0,988
MRPD, % 3,45 6,04
AICe -84,91 97,72

Kao s$to se vidi u tabeli 10, kinetiku HD 1 MAHD etarskih ulja, ne samo plodova

kleke (Pavicevi¢ i1 sar.2016), ve¢ i semena komaraca (Kapas i sar, 2011), nadzemnih

delova letnjeg i zimskog ¢ubra (Rezvanpanah i sar., 2008) i osusenih nadzemnih delova
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Tabela 10 Verifikacija modela II za kinetiku izdvajanja etarskog ulja dobijeno g HD i MAHD iz razli¢itih biljnih materijala

Biljke Istovremeno ispiranje, neometana i ometana difuzija Literatura
3 3 3
fu L R A A N

Letnji ¢ubar, nadzemni delovi Rezvanpanah
HD 0,522 0,146 0,332 283.4 126,1 12,5 0,9 0,999  isar,2008
MAHD

220 W 0,353 0,338 0,309 84,1 21,3 21,2 42 0,986

440 W 0,506 0,296 0,198 92,3 24,6 24,5 2,4 0,994

660 W 0,317 0,358 0,325 80,0 30,3 30,2 1,9 0,995
Zimski ¢ubar, nadzemni delovi
HD 0,509 0,118 0,373 250,2 122,1 13,0 0,9 0,999
MAHD

220 W 0,341 0,541 0,118 136,1 17,7 17,4 7,0 0,957

440 W 0,377 0,481 0,142 183,0 26,7 26,1 4,4 0,924

660 W 0,471 0,310 0,219 34,17 34,0 33,6 2,9 0,988
Timijan, nadzemni delovi Golmakani i
HD 0,464 0,224 0,312 102,5 26,57 19,2 0,4 0,999  Rezaei, 2008
MAHD 0,433 0,473 0,094 98,4 47,0 39,1 2,5 1
Seme komoraca, zdrobljeni Kapas i sar.
HD 0,500 0,270 0,230 167,6 141,3 141,7 20,4 0,990 2011
MAHD 0,615 0,169 0,216 171,1 169,3 170,9 15,1 0,993
Plodovi kleke, mleveni Paviéevi¢ i
HD sar., 2016

3 mL/min® 0,442 0,284 0,274 115,6 12,1 12,2 1,4 0,998

6 mL/min 0,609 0,168 0,224 86,8 11,6 10,7 1,2 0,999
MAHD

3 mL/min 0,412 0,421 0,167 240,9 24,4 23.8 1,1 0,997

6 mL/min 0,318 0,545 0,137 373,1 233 23,6 1,0 0,999

9 mL/min 0,347 0,616 0,037 1611,0 46,2 21,5 0,8 0,999
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timijana (Golmakani i Rezaei, 2008) uspesno opisuje model II, §to je pokazano visokim
vrednostima R? (blizu 1) i prihvatljivim vrednostima MRPD. Prema tome, predloZeni
mehanizam destilacije etarskog ulja moze se smatrati opstim za HD i MAHD za bilo
koji biljni materijal. Medutim, vrednosti kinetickih parametara su se razlikovale kod
razliitih biljaka, verovatno zbog specifi¢nosti njihovih organa koji sadrze etarsko ulje,
uslova destilacije itd. Takode, vrednosti parametara modela II za MAHD suvih plodova
kleke na osnovu podataka Paviéevi¢ i sar. (2016) (tabela 10) se razlikuju od onih
dobijenih u ovom istrazivanju (tabela 8) pri priblizno istoj brzini destilacije, Sto je

verovatno zbog drugacijeg porekla plodova i hidromodula.

4.5. Uticaj predtretmana plodova kleke na prinos etarskog ulja

Uticaj predtretmana plodova kleke (vremena mlevenja i vremena bubrenja
plodova) na prinos dobijen za 4 h primenom HD i MAHD ispitivan je pomocu
viSestrukog testa intervala - Dankanovog testa sa pouzdanos¢u od 95 %. Tabela 11
pokazuje kako vremena mlevenja i bubrenja uti¢u na prinos etarskog ulja ploda kleke.
Sa povecanjem vremena mlevenja, prinos etarskog ulja ploda kleke se smanjuje bez
obzira na vreme bubrenja plodova. Najbolji prinos 2,23 + 0,00 g/100g je dobijen
prilikom jednominutnog mlevenja suvih plodova kleke. Na osnovu Dankanovog testa
ovaj prinos je veci od svih ostalih prinosa dobijenih pomo¢u HD, izuzev dva koja su
postignuta jednominutnim 1 dvominutnim mlevenjem prethodno nabubrelim plodovima
24 h u destilovanoj vodi (2,19 + 0,01 g/100 g1 2,14 + 0,01 g/100 g) 1 jednog koji je
dobijen pomo¢u MAHD jednominutnim mlevenjm prethodno potopljenih plodova u
destilovanoj vodi 24 h (2,20 £ 0,00 g/100g).

Sourmaghi i sar. (2014) su dosli do zakljucka da je ve¢i prinos ulja korijandera
dobijen primenom HD nego primenom MAHD, Golmakani i Rezaei (2008) su objavili
veci prinos etarskog ulja iz svezih nadzemnih delova majcine duSice primenom MAHD
nego primenom HD, i to u kraCem vremenskom periodu. S druge strane, jednaki prinosi
etarskog ulja primenom ove dve metode izdvajanja primeceni su iz semena komoraca
(Kapas 1 dr., 2011), listova ruzmarina (Karakaya i dr., 2014), nadzemnih delova
zimskog 1 letnjeg Cubra (Rezvanpanah 1 dr., 2008) 1 listova cimeta (Phutdhawong 1 dr.,

2007).
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Tabela 11 Uticaj predtretmana plodova kleke na prinos etarskog ulja kleke

Tehnika Vreme Vreme Krajnju prinos  Standardna  Dankanov test
mlevenja, min  bubrenja, h JEO,"g/100 g  devijacija,
g/100 g
HD 1 0 2,23 0,00 a
24 2,19 0,02 a,b,c
48 2,14 0,05 b,c,d
72 2,10 0,00 d, e
2 0 1,95 0,03 f
24 2,14 0,05 a,b,c
48 2,13 0,00 c,d
72 2,15 0,03 b,c,d
3 0 1,85 0,07 g
24 1,89 0,02 g
48 2,04 0,05 e
72 2,14 0,06 d, e
MAHD 1 0 2,14 0,02 b,c,d
24 2,20 0,00 a,b

*Srednja vrednost dva eksperimenta.

Za ispitivanje normalnosti skupa podataka koji opisuje JEO prinos iz tabele 11 1
na prisustvo netipi€nih vrednosti najpre je koriS¢en test Kolmogorov-Smirnova.
Analizom skupa podataka za prag znacajnosti 0,05 dobijeni rezultati (#-statistic = 0,243,
p = 0,0988) pokazuju da su oni normalno distribuirani (slika PIIl1a, Prilog III) i bez
netipicnih vrednosti (slika PIII1b, Prilog III). Zatim, parametri jednacine (17) su
odredeni nelinearnom regresijom, a uticaj procesnih faktora i njihove interakcije su
procenjene primenom ANOVA testa. Razvijeni regresioni modeli u smislu kodiranih 1

nekodiranih faktora su sledeéi:

Y =2,079-0,099- X, +0,050- X, +0,101- X, - X, (36a)

Y =2,430-0,200- X, —0,004- X, +0,003- X, - X, (36b)

Za ovaj model ANOVA je pokazala da su svi uslovi bili statisti¢ki uticajni na
prinos etarskog ulja kleke na nivou pouzdanosti od 95 %, kao S§to se moze videti u tabeli

12. Prema njihovim F- i p-vrednostima (27,5 1 < 0,0001, respektivno), razvijen 2FI
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model je znac¢ajan. p-vrednost (<0,0001) modela 2F1 pokazala je manje od 0,01 % Sanse

da je ta F-vrednost bila velika zbog uticaja spoljnih faktora u eksperiment. Imajuéi u

vodu veéu F-vrednost, vreme mlevenja (Xl) je imalo znacajniji efekat na prinos

etarskog ulja plodova kleke od vremena bubrenja (X 2). Pored toga, vreme mlevenja

negativno je uticalo na prinos JEO-a, dok je vreme bubrenja imalo pozitivan efekat, Sto
se moze zakljuciti iz koeficijenata linearne regresije (b, <0 i b, >0, respektivno) i

moze se videti u jednacini (36a). Povecanje vremena mlevenja rezultiralo je manjim
prinosom JEO, §to se moZe pripisati ve¢em gubitku JEO tokom mlevenja zbog
njegovog isparavanja kroz dugotrajno zagrevanje. Povecanje gubitka JEO tokom
mlevenja sprec¢eno je uranjanjem plodova u vodu. Pozitivni efekat bubrenja moze biti
zbog efikasnije rupture plodova kleke, §to je povecalo dostupnost JEO i apsorpciju

toplote vodom, $to je sprecilo pregrevanje i JEO isparavanje tokom procesa mlevenja.
Interesantno je naglasiti da je u jednacini (36a) X, - X, interakcija (b12 > O) imala

pozitivan i najveci efekat na JEO prinos.

Tabela 12 Rezultati ANOVA testa (tip III) za prinos JEO dobijen HD plodova kleke

mlevenih 1 potapanih u destilovanu vodu razli¢ito vreme

Faktor Zbir df Srednji F-vrednost p-vrednost
kvadrata kvadrat

Model 0,281 3 0,094 27,5 <0,0001

X | (vreme mlevenja) 0,158 1 0,158 46,3 <0,0001

X, (vreme bubrenja) 0,033 1 0,033 9,6 0,0006

Xl 'X2 0,090 1 0,090 26,5 <0,0001

Ostatak 0,068 20 0,003

Odstupanje od modela 0,056 8 0,007 7,1 0,0015

Cista greska 0,012 12 0,001

Ukupna korekcija 0,349 23

R*=0,805, R.; =0,775; R, =0,745i CV. =2.8 %.

Nekoliko statisti¢ih kriterijuma je analizirano da bi se procenilo koliko razvijeni

model 2FI odgovara dobijenim podacima za prinos JEO. Vrednost koeficijenta
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korelacije (R =0,897) pokazao je veliku zavisnost izmedu prinosa JEO 1 pretpretmana

kleke kao dva faktora procesa. R* vrednost od 0,805 pokazuje prili¢no dobro poklapanje

2
adj

razvijenog modela 2FI. Vrednost R>_, (0,775) odgovara vrednosti R

pred (05745)5 Sto
ukazuje na dobro predvidanje JEO prinosa po razvijenom 2FI modelu, dok je C.V .-
vrednost (2,8 %) pokazala dobru reproduktivnost modela. Medutim, znacajan

nedostatak  prilagodavanja ( p=0,0015<0,050) je pokazao da disperzija

eksperimentalnih rezultata ne zavisi od modela i u domenu je greske merenja. Ovaj
znacajni nedostatak pripisan je maloj varijansi repliciranih izvrSenja, §to se pokazalo
srednjom relativnom greskom izmedu replikata (£ 0,8 %), i dovelo do male Ciste greske.
Stavise, posto je mala MRPD vrednost (+ 2,0 % na osnovu 24 podataka, slika PIII1c,
Prilog IIT) i drugi statisticki kriterijumi koji su gore opisani, redukovani model 2FI
okarakterisan je kao dobar (tabela 11) i usvojen je kao adekvatan za raCunanje i
optimizaciju JEO prinosa.

Slika 43 prikazuje 3D povrsine sa konturnim linijjama za prinos JEO postignut
hidrodestilacijom u funkciji vremena mlevenja i vremena bubrenja plodova kleke i
rezultat je jednacine 36b. Ove povrsine su pogodne za vizuelizaciju ne samo efekta dva
faktora 1 njihovu interakciju na prinos JEO, ve¢ 1 optimalnih uslova procesa.
Dvofaktorska interakcija omogucena uvrtanjem ravni je rezultat linearnog dela
jednacine 36b. PovrSine su jasno pokazale da se prinos JEO povecava sa rastom
vremena bubrenja i smanjenjem vremena mlevenja. Obe povrSine su pokazale najveci
prinos etarskog ulja kleke koriS¢enjem biljnog materijala koji je mleven 1 min posle 24

h bubrenja u destilovanoj vodi.
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Slika 43 Odgovarajuc¢a povrsina i konturni dijagram odzivne povrSine za prinos JEO (Y)
u funkciji vremena mlevenja (X;) i vremena bubrenja (X;) plodova kleke

Optimalni nivoi faktora procesa predtretmana su odredeni sa ciljem postizanja
maksimalnog JEO prinosa kori$¢enjem razvijenog 2FI modela (jed. 36b), unutar
primenjenih eksperimentalnih opsega. Optimalni predtretman procesa, odreden
koriS¢enjem softvera, ukljucuje potapanje kleke i jednominutno mlevenje. Predvideni
najbolji prinos JEO je 2,22 g/100 g se sloZio sa eksperimentalno dobijenim JEO
prinosom od 2,23 g/100 g plodova kleke.

4.6. Kinetika izdvajanja etarskog ulja iz ploda kleke metodama

SHDR i SMAHDR

Prinos etarskog ulja iz suvih ploda kleke dobijenog SHDR je nes$to manji nego
prinos dobijen SMAHDR (1,97 g/100 g SHDR; 2,09 g/100 g SMAHDR). Primenom
nabubrelih plodova prinos je ve¢i kod SHDR (2,03 g/100 g SHDR; 1,69 g/100 g
SMAHDR).

Kinetika SHDR i SMAHDR moze se sagledati iz nekih parametra, kao $to su:
pocetak vremena akumulacije etarskog ulja, ukupno vreme ekstrakcije, trajanje
ekstrakcije, prinos 1 stope akumulacije etarskog ulja, koji su dati u tabeli 13. Pocetak
akumulacije etarskog ulja je vreme za koje su se prve kapi ulja pojavile od ukljucivanja

aparature. Ukupno vreme ekstrakcije je vreme od ukljucivanja aparature do kraja
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procesa, vreme ekstrakcije je vreme izdvajanja etarskog ulja, prinos je odnos dobijene

mase etarskog ulja 1 mase suvih plodova kleke.

Tabela 13 Parametri izdvajanja

SHDR SMHDR SHDR  SMAHDR
Parametri izdvajanja
suvi suvi 24 h 24 h
Pocetak vremena EO akumulacije
30 6 28 9
(min)

Ukupno vreme ekstrakcije (min) 270 246 268 249
Vreme ekstrakcije (min) 240 240 240 240
Prinos (%) 1,97 2,09 2,03 1,69

U tabeli 13 i na osnovu slike 44 se jasno vidi da je SMHDR brza metoda od

SHDR ako se koriste suvi plodovi kleke. Isti prinos koji se dobija SHDR za 270 min

moze se dobiti SMHDR za 96 min. Slika 44 pokazuje promenu prinosa etarskog ulja

ploda kleke tokom ove dve tehnike.
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Slika 44 Kinetika izdvajanja etarskog ulja SHDR i SMAHDR
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Kod obe destilacione tehnike se vidi postojanje brze faze u pocetnom periodu, u
kojem se prinos etarskog ulja brzo povecava zbog brzog izdvajanja etarskog ulja sa
povrsine biljnih Cestica. Sa napredovanjem destilacije, brzina izdvajanja etarskog ulja se
smanjuje i to je spora faza hidrodestilacije uzorkovana difuzijom etarskog ulja kroz biljne

éestice.
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5. ZAKLJUCAK

U okviru ove doktorske disertacije eksperimentalno je ispitivano dobijanje
etarskog ulja ploda kleke. Na osnovu ispitivanja mogu se izvesti zakljucci koji se
odnose na predtretman biljne sirovine (vreme mlevenja i vreme bubrenja), kinetiku i
mehanizam hidrodestilacije i mikrotalasne hidrdestilacije, kao i na poredenje sastava
etarskog ulja 1 sastava frakcija etarskog ulja ploda kleke dobijenog sa i bez primene
kolone.

Prinos etarskog ulja kleke zavisi od vremena bubrenja i vremena mlevenja. Sa
povecanjem vremena mlevenja, prinos etarskog ulja ploda kleke se smanjuje bez obzira
na vreme bubrenja plodova. Povecanje vremena mlevenja rezultiralo je manjim
prinosom JEO, §to se moZe pripisati ve¢em gubitku JEO tokom mlevenja zbog
njegovog isparavanja usled zagrevanja. Povecanje gubitka JEO tokom mlevenja
spreceno je uranjanjem plodova u vodu. Prinos se povecava sa poveanjem vremena
bubrenja. Najbolji prinosi etarskog ulja su postignuti pri hidrodestilaciji suve kleke
mlevene 1 min i prethodno bubrelih plodova bez obzira na vreme mlevenja. Bubrenjem
zadrzavamo visoki prinos kao pri jednominutnom mlevenju suve kleke, a dobijamo
kvalitetniji etarsko ulje bogatije lakSe 1 srednje isparljivim komponentama.

Rezultati GC—MS analize ukazuju da nisu pronadene razlike u kvalitativnom
hemijskom sastavu etarskih ulja izdvojenih pomoéu HD i MAHD. Medutim, nacin
zagrevanja (HD ili MAHD) ima uticaj na kvantitativhu promenu hemijskog sastava, 1 to
najmanji kod lako isparljivih komponenata, srednji kod tesko isparljivih 1 najve¢i kod
srednje isparljivih. Vreme bubrenja nema uticaj na kvantitativhu promenu hemijskog
sastava primenom HD. Medutim primena MAHD ima razlike kod teSko isparljivih i
srednje isparljivih komponenti. Primena kolone u pogledu sastava ulja je rezultirala da
se dobije ulje sa vise lako 1 srednje isparljivim komponentama. Jedino ulje dobijeno iz
nabubrelih plodova SMAHDR je imalo manje lako i srednje isparljivih komponenata
nego ulje dobijeno MAHD.

Prednost MAHD u odnosu na HD je kra¢e vreme trajanja procesa, a nedostatak

manji prinos 1 veci sadrzaj tesko isparljivih komponenata.
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Promena prinosa etarskog ulja je tipi¢na za hidorodestilaciju etarskog ulja iz
vecine biljnih materijala. Oblik krive je potvrdio postojanje “brze” i1 “spore” destilacije
etarskog ulja na pocetku i na kraju procesa (ispiranje i difuzija, respektivno). Do
pocetnog brzog povecanja prinosa etarskog ulja dolazi zbog “ispiranja” etarskog ulja sa
spoljne povrsine Cestica. Drugi stupanj je ,,spora“ hidrodestilacija u kojoj se sporije
izdvaja etarsko ulje i to je pripisano neometanoj 1 ometanoj difuziji. Na osnovu ovog
mehanizma, kinetika HD i MAHD je uspeSno opisana matematickim modelima koji
pretpostavljaju da se etarsko ulje iz ploda kleke i razli¢itih delova drugih biljaka izdvaja
kroz tri istovremena procesa (ispiranje, neometana difuzija i ometana difuzija).

Na osnovu korigovanog Akaikeovog informacionog kriterijuma, novi razvijeni
modeli (modeli I, Ia i II) su ocenjeni kao bolji od Cetiri postojeca kineticka modela.
Modeli I i Ia su daleko najbolji za MAHD primenom i mokrih i suvih plodova kleke,
dok su kod HD najbolji, bez obzira na predtretman plodova kleke, model Ia i III. S
obzirom na to da je model Ia zasnovan na fizickom mehanizmu ekstrakcije JEO i1 ima
najveéi koeficijent determinacije (R*> 0,99), nisku vrednost MRPD (manju od 2,5 %) i
statisticki znacajne parametre, preporucen je za modelovanje kinetike izdvajanja
etarskog ulja kleke pomoéu HD 1 posebno MAHD. Pored toga, ovaj model je
verifikovan za izdvajanje etarskog ulja iz semena komoraca i listova lovor visnje
primenom MAHD, §to ukazuje na njegovu opS$tu primenljivost za modelovanje kinetike
destilacije etarskog ulja.

Sastav frakcija etarskog ulja ploda kleke tokom HD i MAHD ukazuje da su
koncentracije lako isparljivih komponenata bez obzira na tretman plodova pre mlevenja
najvee u prvim frakcijama, kao 1 da njihove koncentracije opadaju do kraja
hidrodestilacije. Srednje isparljive komponente imaju najmanju koncentraciju u prvoj
frakciji, koncentracija limonena raste do trec¢e frakcije i zatim do kraja procesa pada,
dok koncentracija y-terpinena i terpinen-4-ola raste od pocetka do kraja procesa. Tesko
isparljiva grupa komponenata je slabo zastupljena u prvoj 1 drugoj frakciji, dok se se od
trece frakcije uo€ava rast njihove koncentracije 1 najvise ih ima u poslednjoj frakciji.

Prethodnim bubrenjem plodova se postizu bolji rezultati prilikom frakcionisanja
etarskog ulja HD 1 MAHD. Za prvih 20 min frakcionom HD izdvoji se znatno veca
koli¢ina pojedinih komponenata ako je prethodno plod kleke podvrgnut bubrenju 24 h,

dok se primenom MAHD za 15 min izdvoji pribliZzno isti procenat pojedinac¢nih
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komponenti u odnosu na njihovu ukupnu zastupljenost u ulju, kao i kod primene
mikrotalasne hidrodestilacije koriS¢enjem suvih plodova posle 32 min.

Uporedujuci tehnike frakcionisanja etarskog ulja moze se zakljuciti da se za 10
min izdvoji priblizno isti procenat komponenata primenom HD kao i kod MAHD za 9
min. Ako se koriste plodovi koji su prethodno bubrili 24 h onda se primenom HD za 10
min postizu bolji rezultati nego primenom MAHD za 9,5 min.

Utvrdeno je da se upotrebom rektifikacione kolone ostvaruje manji prinos
etarskog ulja ploda kleke nego HD i MAHD. Ovo je posledica zadrzavanja etarskog ulja
u rektifikacionoj koloni.

Koncentracioni profili komponenata isti su kod SHDR, kao i primenom HD i
MAHD. Koncentracioni profili frakcija etarskog ulja dobijenog SMAHDR su drugaciji,
bez obzira na pripremu biljnog materijala uocava se da su koncentracije lako isparljivih
komponenata priblizno iste u prve cetiri frakcije dok se kasnije uocava pad
koncentracije u petoj i1 Sestoj frakciji. Isti slucaj je 1 sa srednje isparljivim
komponentama, imaju skoro jednake koncentracije u prve cCetiri frakcije da bi limonen
imao pad koncentracije do kraja hidrodestilacije, a y-terpinen i terpinen-4-ol rast. Slicna
situacija je i sa teSko isparljivim komponentama, samo y-elemena ima nesto manje u
prvoj frakciji nego u sledece tri. Ostale komponente imaju jednak sastav u prve Cetiri
frakcije, a povecavaju se u petoj i Sestoj frakeiji.

Koli¢ina pojedinac¢nih komponenti se kod etarskog ulja dobijenog SHDR iz
suvih plodova za 14 min izdvoji procentualno vise nego kod etarskog ulja dobijenog iz
plodova koji su prethodno bubrili 24 h u destilovanoj vodi za 10.5 min. Primenom
SMAHDR kod etarskog ulja koje je dobijeno iz suvih plodova za 11,5 min se izdvoji
procentualno manje pojedina¢no gledano svih komponenti nego kod etarskog ulja koje
je dobijeno iz plodova koji su prethodno bubrili 24 h u destilovanoj vodi za 10 min.
Uporedujuci tehnike frakcionisanja etarskog ulja dobijenog iz suvih plodova kleke moze
se zakljuciti da se za 14 min izdvoji koli¢inski viSe komponenata primenom SHDR
nego za 16,5 min SMAHDR. Ako se koriste plodovi koji su prethodno bubrili 24 h u
destilovanoj vodi onda se primenom SMAHDR za 10 min postiZu bolji rezultati nego
primenom SHDR za 10,5 min.

Ako posmatramo frakcije ulja dobijene iz suvih plodova kleke, obi¢nom HD 1

SHDR, moze se zakljuciti da je za 6 min izdvojeno koli¢inski viSe komponenata
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primenom kolone, dok se kod prethodno potopljenih plodova 24 h u destilovanoj vodi
izdvaja za 5 min kod HD 1 5,5 min kod SHDR priblizno isti procentan. Izdvajanjem ulja
MAHD i SMAHDR bez obzira na prethodnu pripremu plodova primenom kolone se
postize bolji efekat odvajanja.

Na osnovu dobijenih rezultata frakcionisanja etarskog ulja moze se zakljuciti da
ovakva raspodela ukazuje na mogucnost efikasne separacije komponenata iz pojedinih
frakcija upotrebom rektifikacione kolone sa ve¢im brojem podova. Predtretman plodova
utice na frakcionisanje etarskog ulja primenom HD i MAHD, bubrenje plodova je dalo
bolje rezultate u pogledu prinosa jer je sprecilo pregrevanje i isparavanje etarskog ulja
tokom procesa mlevenja iz biljnog materijala, ali i znatno kvalitetnije etarsko ulje,
bogatije lako i srednje ispraljivim, a siromasnije teSko isparljivim komponentama.
Takode, za kraéi vremenski period primenom MAHD za frakcionisanje etarskog ulja se
dobije priblizno isti sastav nego primenom suvih plodova $to je posledica svojstva
mikrotalasnog zagrevanja. Primena kolone za frakcionisanje je imala pozitivan efekat na
sastav prvih frakcija, u njima je koncentracija lako isparljivih komponenata znatno veca,
a s obzirom na koli¢inu tih frakcija najveé¢i deo lako isparljivih komponenata iz ulja se
izdvoji 1 u njima tako da je njihova upotreba za dobijanje ¢istih komponenata u koloni
sa odgovaraju¢im brojem podova opravdana.

U prvim frakcijama dominiraju a-pinen, mircen i sabinen koji ¢ine viSe od 80%
mase frakcije Sto zna¢i da ovako dobijene frakcije mogu imati veliku primenu u

farmaceutskoj 1 kozmetickoj industriji zbog svojih dejstava.
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SKRACENICE I SPISAK SIMBOLA

JEO — etarsko ulje ploda kleke

HD - klasi¢na hidrodestilacija

MAHD - mikrotalasna hidrodestilacija

SHDR — istovremena hidrodestilacija i rektifikacija

SMAHDR - istovremena mikrotalasna hidrodestilacija i rektifikacija
MRPD - srednje relativno procentualno odstupanje

RSM — metodologija odziva povrSine

GC/FID - gasna hromatografija sa plameno-jonizuju¢im detektorom

GC/MS - gasna hromatografija sa masenom spektrometrijom
P, ¢m — atmosferski pritisak

Py, 0 - napon pare vode

x; - molski udeo i-te komponente u te¢noj fazi
P, - napon pare ¢iste i-te komponente

K. — pseudokonstanta reakcije

D, — koeficijent difuzije

X; — koncentracija slobodnog rastvorka

Xr — koncentracija u grani¢nom sloju

L — debljina ravne ploce

D,f s — efektivni koeficijent difuzije

q - maseni udeo (prinos) izdvojenog etarskog ulja
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do - maksimalni maseni udeo (prinos) izdvojenog etarskog ulja za t - o
k, — konstanta brzine

k, — konstanta brzine

dp — proseCan maseni udeo (sadrzaj) etarskog ulja u biljnom materijalu

Y - prinos etarskog ulja

b, — konstantan koeficijent regresije

b, 1 b, — linearni koeficijenti regresije

b,, - dvofaktorski interaktivni koeficijent regresije
X, - vreme mlevenja

X, - vreme bubrenja

t — vreme

q - srednja vrednost eksperimentalnih podataka
q, - vrednost dobijena eksperimentalnim putem
q,,; - vrednost odredena koriS¢enjem matematickog modela

AIC - Akaike-ov informacioni kriterijum

AlICc-Korigovani Akaike-ov informacioni kriterijum

L — maksimalna vrednost funkcije verodostojnosti

K- broj parametara modela

n — veli¢ina seta podataka

q. — dobijeno etarsko ulje iz biljnog materijala u toku procesa ispiranja

qq1 — dobijeno etarsko ulje iz biljnog materijala u toku procesa neometane difuzije



q42 — dobijeno etarsko ulje iz biljnog materijala u toku procesa ometane difuzije

kw - konstanta brzine za ispiranje
kd1 - konstanta brzine za neometanu difuziju
kdz - konstanta brzine za ometenu difuziju

@&, - maksimalna brzina izdvajanja etarskog ulja u fazi ispiranja ostvarene u

vremenskom trenutku ¢ = 7y,

¢ ;1 - maksimalna brzina izdvajanja etarskog ulja u fazi neometane difuzije ostvarene u

vremenskom trenutku ¢ = 74

Q;, - maksimalna brzina izdvajanja etarskog ulja u fazi ometane difuzije ostvarene u

vremenskom trenutku ¢ =t

T,y - vremenski trenutak u kojem je brzina izdvajanja etarskog ulja u fazi ispiranja

maksimalna

Tq41 - vremenski trenutak u kojem je brzina izdvajanja etarskog ulja u fazi neometane

difuzije maksimalna

T4, - vremenski trenutak u kojem je brzina izdvajanja etarskog ulja u fazi ometane

difuzije maksimalna

fw — frakcija etarskog ulja izdvojena putem ispiranja

fa1 — frakcija etarskog ulja izdvojena putem neometane difuzije
fa2 — frakcija etarskog ulja izdvojena putem ometane difuzije

R” - koeficijent determinacije
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Prilog 1

Tabela PI1 Sastav frakcija izdvojenih iz suvih plodova HD i MAHD, mleveni 1 min

HD MAHD
1 2 3 4 5 6 1 2 3 4 5 6
Y%m/m Y%m/m Yom/m Y%m/m Y%m/m Y%m/m Y%m/m Y%m/m Yom/m Yom/m Yom/m Yom/m
Tricyclene 0,08 0,08 0,07 0,06 0,05 0,05 0,08 0,08 0,07 0,06 0,05 0,04
a-Thujene 2,17 2,10 1,77 1,60 1,52 1,49 2,00 2,03 1,85 1,51 1,35 1,41
a-Pinene 3891 37,74 31,71 27,80 25,41 22,11 36,95 37,59 33,75 27,26 23,13 18,91
Camphene 0,31 0,34 0,22 0,21 0,24 0,15 0,31 0,36 0,34 0,20 0,17 0,12
Sabinene 23,97 24,68 23,27 19,54 15,14 9,65 23,47 23,45 22,52 18,84 13,09 7,44
b-Pinene 1,81 1,80 1,94 1,83 1,66 1,41 1,79 1,83 1,83 1,71 1,54 1,26
Myrcene 17,81 18,48 18,04 15,83 13,12 9,46 16,76 17,00 17,03 14,89 11,56 7,98
a-Phellandrene 0,04 0,02 0,03 0,05 0,07 0,12 0,03 0,03 0,03 0,03 0,07 0,15
d*-Carene 0,11 0,12 0,12 0,11 0,10 0,08 0,13 0,12 0,12 0,11 0,09 0,08
a-Terpinene 0,32 0,22 0,26 0,56 0,70 0,90 0,25 0,28 0,28 0,38 0,72 1,07
p-Cymene 0,59 0,88 1,25 1,11 0,96 0,72 0,57 0,62 0,86 1,09 0,70 0,80
Limonene 3,83 4,08 4,55 4,38 3,73 2,89 4,02 4,08 4,32 4,22 3,36 2,77
g-Terpinene 0,62 0,45 0,57 1,11 1,29 1,54 0,51 0,55 0,58 0,81 1,32 1,88
cis-Sabinene hydrate 0,10 0,11 0,15 0,11 0,07 0,04 0,19 0,14 0,16 0,18 0,10 0,03
Terpinolene 0,85 0,73 0,90 1,27 1,22 1,11 0,84 0,84 0,88 1,03 1,13 1,16
trans-Sabinene hydrate 0,14 0,19 0,27 0,28 0,26 0,18 0,22 0,18 0,23 0,32 0,25 0,15
a-Campholenal 0,05 0,05 0,09 0,15 0,21 0,20 0,06 0,07 0,08 0,15 0,22 0,21
trans-Verbenol 0,04 0,04 0,06 0,11 0,12 0,12 0,07 0,07 0,08 0,13 0,16 0,19
Pinocarvone 0,06 0,08 0,13 0,20 0,28 0,29 0,09 0,09 0,12 0,22 0,33 0,40
Borneol 0,03 0,10 0,13 0,15 0,14 0,08 0,09 0,08 0,12 0,19 0,19 0,09
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Terpinen-4-ol 1,09 1,01 1,92 3,29 4,76 5,52 1,26 1,23 1,66 3,08 4,95 5,95
a-Terpineol 0,03 0,06 0,11 0,13 0,13 0,21 0,04 0,04 0,08 0,15 0,17 0,29
Myrtenal 0,07 0,05 0,12 0,22 0,32 0,54 0,07 0,07 0,11 0,21 0,36 0,65
Bornyl acetate 0,01 0,02 0,03 0,06 0,06 0,04 0,07 0,02 0,04 0,06 0,06 0,04
Myrtenyl acetate 0,10 0,11 0,22 0,32 0,41 0,36 0,14 0,14 0,20 0,33 0,41 033
d-Elemene 0,02 0,04 0,09 0,13 0,17 0,05 0,04 0,06 0,10 0,18 0,19
a-Cubebene 0,32 0,38 0,71 0,89 0,97 0,90 0,44 0,44 0,63 1,02 1,00 0,88
b-Elemene 0,13 0,16 0,30 0,40 045 0,44 0,19 0,19 0,27 0,46 0,49 0,33
Sibirene 0,03 0,03 0,07 0,12 0,17 0,20 0,05 0,05 0,08 0,13 0,21 0,22
g-Elemene 0,77 0,85 1,64 2,39 2,96 3,03 1,18 1,16 1,64 2,83 3,46 3,25
a-Humulene 0,69 0,59 1,12 1,97 3,20 5,24 1,01 0,87 1,27 2,37 4,13 6,42
trans-b-Farnesene 0,22 0,26 0,52 0,80 1,02 1,10 035 0,34 0,50 0,94 1,18 1,11
g-Muurolene 0,52 0,56 1,06 1,60 2,17 2,57 0,80 0,77 1,09 1,92 2,63 2,86
Germacrene D 2,00 2,10 4,14 7,37 10,27 11,86 3,62 3.48 4,74 8,59 12,93 12,68
b-Selinene 0,10 0,10 0,16 0,22 031 0,55 0,13 0,13 0,17 0,26 0,38 0,65
d-Cadinene 0,33 0,25 0,45 0,87 1,41 2,57 0,47 0,39 0,54 0,98 1,76 3,10
Selina-3,7(11)-diene 0,14 0,11 0,20 0,33 0,57 1,16 0,17 0,14 0,22 0,40 0,75 1,54
Germacrene B 0,38 0,23 0,34 0,68 1,44 3,57 0,38 0,24 0,35 0,67 1,61 4,75
Germacrene D-4-ol 045 0,39 0,71 1,23 2,08 3,68 0,67 0,58 0,82 1,61 2,75 4,55
Spathulenol 0,13 0,11 0,15 0,15 0,20 0,76 0,12 0,00 0,00 0,00 0,27 1,28
Caryophyllene oxide 0,08 0,07 0,12 0,13 0,19 0,51 0,10 0,07 0,11 0,20 0,31 0,98
epi-a-Cadinol 0,28 0,16 0,23 0,20 0,26 1,20 0,16 0,07 0,11 0,22 0,23 1,82
a-Cadinol 0,29 0,12 0,09 0,10 0,21 1,26 0,14 0,05 0,06 0,12 0,26 0,00
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Tabela PI2 Sastav frakcija izdvojenih iz nabubrelih plodova (24 h) HD i MAHD, mleveni 1 min

HD MAHD
1 2 3 4 5 6 1 2 3 4 5 6
%m/m %m/m %m/m %m/m %m/m %m/m %m/m %m/m %m/m %m/m %m/m %m/m
Tricyclene 0,10 0,08 0,08 0,07 0,05 0,04 0,09 0,09 0,08 0,06 0,05 0,04
a-Thujene 2,37 2,12 1,95 1,84 1,49 1,61 2,12 2,12 1,97 1,59 1,27 1,46
a-Pinene 42,85 38,42 34,88 33,13 2547 19,36 39,45 39,15 36,34 28,81 22,01 17,55
Camphene 0,37 0,35 0,32 0,31 0,18 0,15 0,32 0,37 0,36 0,21 0,14 0,13
Sabinene 22,72 23,05 21,16 19,72 13,21 6,85 23,07 23,47 23,11 18,19 10,14 7,25
b-Pinene 1,86 1,90 1,87 1,86 1,64 1,39 1,90 1,83 1,84 1,81 1,37 1,26
Myrcene 16,87 18,22 17,47 16,66 12,82 8,08 16,81 17,21 17,95 15,72 10,22 7,27
a-Phellandrene 0,04 0,04 0,04 0,05 0,09 0,22 0,03 0,03 0,03 0,05 0,08 0,18
d*-Carene 0,11 0,12 0,11 0,11 0,09 0,07 0,13 0,13 0,14 0,13 0,09 0,07
a-Terpinene 0,40 0,48 0,48 0,56 0,94 1,49 0,28 0,27 0,35 0,67 0,78 1,26
p-Cymene 0,43 0,58 0,84 0,85 0,77 0,92 0,48 0,59 0,65 0,78 0,69 0,94
Limonene 3,44 4,15 4,25 4,22 3,73 3,17 3,81 3,98 4,34 4,33 2,95 2,86
g-Terpinene 0,68 0,89 0,96 1,09 1,71 2,46 0,56 0,54 0,69 1,30 1,44 2,19
cis-Sabinene hydrate 0,06 0,08 0,11 0,10 0,07 0,04 0,13 0,12 0,13 0,14 0,07 0,05
Terpinolene 0,76 1,04 1,11 1,16 1,36 1,45 0,83 0,83 0,98 1,31 1,08 1,29
trans-Sabinene hydrate 0,08 0,13 0,20 0,20 0,24 0,24 0,15 0,16 0,18 0,26 0,25 0,18
a-Campholenal 0,02 0,06 0,09 0,12 0,22 0,29 0,05 0,05 0,06 0,15 0,25 0,24
trans-Verbenol 0,05 0,06 0,07 0,13 0,17 0,06 0,06 0,06 0,13 0,17 0,22
Pinocarvone 0,04 0,07 0,12 0,16 0,29 0,40 0,07 0,08 0,09 0,22 0,39 0,48
Borneol 0,04 0,09 0,10 0,12 0,08 0,05 0,07 0,08 0,17 0,20 0,10
Terpinen-4-ol 0,84 1,11 2,01 2,58 525 8,79 1,10 1,09 1,31 3,32 5,99 7,39
a-Terpineol 0,06 0,07 0,15 0,30 0,03 0,04 0,11 0,24 0,38
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Myrtenal 0,05 0,04 0,13 0,16 0,37 0,87 0,06 0,06 0,06 0,21 0,49 0,84
Bornyl acetate 0,02 0,03 0,03 0,02 0,06 0,06 0,05 0,08 0,05 0,06 0,06
Myrtenyl acetate 0,06 0,11 0,19 0,22 0,36 0,47 0,11 0,12 0,14 0,29 0,42 0,40
d-Elemene 0,03 0,05 0,07 0,15 0,18 0,04 0,03 0,04 0,11 0,20 0,25
a-Cubebene 0,21 0,37 0,61 0,69 1,01 1,04 0,35 0,39 0,48 0,90 1,07 0,99
b-Elemene 0,09 0,16 0,26 0,30 0,48 0,41 0,15 0,16 0,20 0,41 0,51 0,50
Sibirene 0,36 0,03 0,06 0,08 0,17 0,21 0,04 0,04 0,05 0,13 0,24 0,20
g-Elemene 0,53 0,88 1,52 1,84 3,10 3,23 0,92 0,98 1,20 2,57 3,63 3,19
a-Humulene 0,57 0,64 1,10 1,48 3,42 5,73 0,87 0,72 0,85 2,29 5,00 6,34
trans-b-Farnesene 0,14 0,26 0,47 0,59 1,08 1,18 0,26 0,28 0,36 0,03 1,28 1,04
g-Muurolene 0,38 0,57 0,96 1,20 2,21 2,70 0,64 0,64 0,77 0,87 2,81 2,76
Germacrene D 1,29 2,42 4,20 5,48 10,78 10,86 2,77 2,85 3,56 8,54 14,25 10,43
b-Selinene 0,09 0,10 0,14 0,17 0,31 0,61 0,12 0,11 0,13 0,24 0,41 0,68
d-Cadinene 0,28 0,29 0,47 0,65 1,48 2,74 0,41 0,32 0,38 0,97 2,01 2,53
Selina-3,7(11)-diene 0,13 0,10 0,17 0,23 0,57 0,19 0,17 0,12 0,13 0,37 0,88 1,51
Germacrene B 0,40 0,24 0,33 0,46 1,42 4,07 0,42 0,20 0,20 0,60 1,99 4,89
Germacrene D-4-ol 0,39 0,43 0,70 0,94 2,24 3,97 0,59 0,49 0,57 1,46 3,39 4,12
Spathulenol 0,17 0,06 0,08 0,10 0,17 0,93 0,00 0,00 0 0,13 0,31 1,62
Caryophyllene oxide 0,09 0,01 0,07 0,08 0,18 0,67 0,10 0,05 0 0,14 0,39 1,12
epi-a-Cadinol 0,34 0,15 0,14 0,13 0,26 0,29 0,21 0,07 0 0,12 0,37 0,35
a-Cadinol 0,38 0,12 0,07 0,06 0,21 2,00 0,22 0,05 0 0,09 0,43 3,38
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Tabela PI3 Sastav frakcija izdvojenih iz suvih plodova SHDR i SMAHDR, mleveni 1 min

SHDR SMAHDR
1 2 3 4 5 6 1 2 3 4 5 6
Yom/m %m/m %m/m %m/m %m/m %m/m %m/m %m/m %m/m %m/m %m/m %m/m
Tricyclene 0,09 0,07 0,06 0,05 0,04 0,04 0,08 0,08 0,08 0,07 0,06 0,04
a-Thujene 2,27 1,83 1,72 1,48 1,32 1,39 1,92 1,90 1,92 1,90 1,57 1,09
a-Pinene 42,03 34,40 31,65 26,47 22,13 18,32 36,06 35,24 35,49 34,73 28,88 17,57
Camphene 0,31 0,25 0,23 0,20 0,16 0,12 0,25 0,25 0,25 0,26 0,21 0,12
Sabinene 23,41 22,99 21,06 17,15 11,35 6,01 22,20 21,80 21,96 22,03 19,06 8,85
b-Pinene 2,11 1,86 1,86 1,76 1,54 121 1,82 1,81 1,80 1,82 1,76 1,26
Myrcene 17,96 18,73 17,27 14,57 10,92 7,20 15,90 16,10 16,73 16,79 15,24 8,63
a-Phellandrene 0,03 0,02 0,04 0,04 0,07 0,12 0,03 0,03 0,03 0,03 0,05 0,09
d’-Carene 0,11 0,12 0,12 0,11 0,08 0,07 0,11 0,11 0,12 0,12 0,12 0,08
a-Terpinene 0,26 0,20 0,41 0,49 0,66 0,97 0,28 0,29 0,36 0,35 0,59 0,86
p-Cymene 0,64 1,08 0,90 1,23 1,05 0,91 0,55 0,60 0,53 0,72 0,78 0,55
Limonene 3,61 4,54 4,30 4,10 331 2,56 3,72 3,77 3,86 4,04 421 2,74
g-Terpinene 0,47 0,44 0,81 0,95 1,18 1,62 0,56 0,56 0,68 0,66 1,12 1,59
cis-Sabinene hydrate 0,08 0,13 0,12 0,14 0,10 0,05 0,14 0,14 0,13 0,13 0,15 0,05
Terpinolene 0,62 0,80 1,06 1,10 1,08 1,04 0,84 0,83 0,93 0,90 1,23 1,12
trans-Sabinene hydrate 0,14 0,25 0,27 0,38 0,37 0,21 0,18 0,20 0,19 0,21 0,28 0,21
a-Campholenal 0,05 0,08 0,11 0,21 0,32 0,27 0,08 0,08 0,08 0,09 0,15 0,26
trans-Verbenol 0,05 0,09 0,13 0,15 0,12 0,08 0,08 0,09 0,08 0,15 0,19
Pinocarvone 0,07 0,11 0,15 0,30 0,47 0,38 0,11 0,12 0,12 0,14 0,24 0,41
Borneol 0,06 0,12 0,13 0,21 0,23 0,12 0,08 0,10 0,09 0,12 0,20 0,19
Terpinen-4-ol 0,72 1,45 2,18 4,24 7,00 6,90 1,62 1,60 1,58 1,71 3,15 6,09
a-Terpineol 0,04 0,11 0,10 0,19 0,40 0,54 0,09 0,08 0,06 0,08 0,14 0,42
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Myrtenal 0,04 0,09 0,14 0,29 0,61 0,85 0,16 0,14 0,13 0,13 0,23 0,67
Bornyl acetate 0,00 0,02 0,04 0,05 0,06 0,04 0,01 0,02 0,02 0,02 0,06 0,06
Myrtenyl acetate 0,07 0,20 0,24 0,39 0,48 0,39 0,15 0,17 0,16 0,18 0,30 0,40
d-Elemene 0,03 0,06 0,10 0,16 0,21 0,05 0,06 0,06 0,06 0,09 0,29
a-Cubebene 0,19 0,70 0,77 1,04 1,09 0,97 0,45 0,52 0,52 0,58 0,86 1,00
b-Elemene 0,08 0,29 0,34 0,47 0,53 0,50 0,20 0,23 0,22 0,25 0,38 0,49
Sibirene 0,06 0,09 0,14 0,21 0,22 0,06 0,08 0,07 0,07 0,12 0,24
g-Elemene 0,45 1,53 1,95 2,91 3,54 3,46 125 1,49 1,43 1,51 2,36 3,52
a-Humulene 0,48 0,84 1,44 2,49 4,18 6,30 1,41 1,47 1,32 1,31 2,07 5,84
trans-b-Farnesene 0,12 0,47 0,63 0,99 1,19 1,17 0,37 0,48 0,46 0,48 0,79 1,22
g-Muurolene 0,33 0,93 1,26 1,98 2,67 2,99 0,89 1,04 0,98 1,02 1,60 2,93
Germacrene D 0,96 3.41 5,39 8,58 12,18 12,53 3,67 4,77 4,68 4,62 7,67 14,28
b-Selinene 0,08 0,13 0,17 0,27 0,40 0,69 0,16 0,17 0,15 0,16 0,22 0,59
d-Cadinene 0,24 0,35 0,61 1,06 1,83 3,06 0,66 0,65 0,60 0,57 091 2,82
Selina-3,7(11)-diene 0,13 0,15 0,24 0,44 0,77 1,43 0,28 0,25 0,21 0,22 0,33 1,26
Germacrene B 0,40 0,23 0,44 0,93 2,07 4,52 0,86 0,58 0,45 0,43 0,65 3,66
Germacrene D-4-ol 0,40 0,54 0,93 1,63 2,82 4,48 1,06 1,07 0,88 0,86 1,40 4,17
Spathulenol 0,17 0,12 0,16 0,21 0,30 1,06 0,36 0,19 0,13 0,12 0,15 0,84
Caryophyllene oxide 0,10 0,10 0,13 0,16 0,28 0,72 0,20 0,15 0,11 0,11 0,15 0,71
epi-a-Cadinol 0,30 0,16 0,20 0,26 0,37 1,90 0,43 0,33 0,17 0,17 0,18 1,05
a-Cadinol 0,38 0,11 0,15 0,31 2,06 0,64 0,38 0,20 0,16 0,16 1,53
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Tabela P14 Sastav frakcija izdvojeni iz nabubrelih plodova (24 h) SHDR i SMAHDR, mleveni 1 min

SHDR SMAHDR
1 2 3 4 5 6 1 2 3 4 5 6
%m/m %m/m %m/m %m/m %m/m %m/m %m/m %m/m %m/m %m/m %m/m %m/m
Tricyclene 0,08 0,08 0,08 0,07 0,06 0,03 0,10 0,08 0,08 0,07 0,05 0,04
a-Thujene 2,09 2,02 2,09 1,90 1,58 1,01 2,37 2,12 1,95 1,84 1,49 1,61
a-Pinene 38,88 37,21 38,67 34,51 28,34 15,31 42,85 38,42 34,88 33,13 2547 19,36
Camphene 0,28 0,26 0,29 0,27 0,24 0,10 0,37 0,35 0,32 0,31 0,18 0,15
Sabinene 23,33 22,25 23,00 21,95 16,34 6,66 22,72 23,05 21,16 19,72 13,21 6,85
b-Pinene 1,76 1,78 1,78 1,76 1,77 1,10 1,86 1,90 1,87 1,86 1,64 1,39
Myrcene 16,65 16,23 16,48 17,16 14,47 7,27 16,87 18,22 17,47 16,66 12,82 3,08
a-Phellandrene 0,03 0,03 0,03 0,04 0,06 0,12 0,04 0,04 0,04 0,05 0,09 0,22
d*-Carene 0,12 0,12 0,13 0,13 0,12 0,07 0,11 0,12 0,11 0,11 0,09 0,07
a-Terpinene 0,30 0,34 0,36 0,45 0,76 1,03 0,40 0,48 0,48 0,56 0,94 1,49
p-Cymene 0,46 0,46 0,52 0,73 0,75 0,74 0,43 0,58 0,84 0,85 0,77 0,92
Limonene 3,71 3,69 3,79 4,16 3,89 2,58 3,44 4,15 4,25 4,22 3,73 3,17
g-Terpinene 0,61 0,65 0,66 0,84 1,40 1,92 0,68 0,89 0,96 1,09 1,71 2,46
cis-Sabinene hydrate 0,11 0,11 0,10 0,13 0,12 0,05 0,06 0,08 0,11 0,10 0,07 0,04
Terpinolene 0,86 0,88 0,87 1,02 1,24 1,19 0,76 1,04 1,11 1,16 1,36 1,45
trans-Sabinene hydrate 0,13 0,15 0,14 0,21 0,27 0,23 0,08 0,13 0,20 0,20 0,24 0,24
a-Campholenal 0,06 0,07 0,06 0,09 0,19 0,34 0,02 0,06 0,09 0,12 0,22 0,29
trans-Verbenol 0,07 0,08 0,07 0,09 0,14 0,22 0,05 0,06 0,07 0,13 0,17
Pinocarvone 0,08 0,09 0,09 0,14 0,31 0,53 0,04 0,07 0,12 0,16 0,29 0,40
Borneol 0,06 0,07 0,07 0,13 0,22 0,20 0,04 0,09 0,10 0,12 0,08
Terpinen-4-ol 1,26 1,38 1,26 1,89 4,15 8,51 0,84 1,11 2,01 2,58 525 8,79
a-Terpineol 0,04 0,04 0,03 0,06 0,17 0,63 0,06 0,07 0,15 0,30
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Myrtenal 0,08 0,08 0,07 0,12 0,29 0,97 0,05 0,04 0,13 0,16 0,37 0,87
Bornyl acetate 0,01 0,02 0,01 0,02 0,04 0,06 0,02 0,03 0,03 0,02 0,06
Myrtenyl acetate 0,11 0,14 0,12 0,18 0,31 0,48 0,06 0,11 0,19 0,22 0,36 0,47
d-Elemene 0,03 0,05 0,04 0,05 0,11 0,35 0,03 0,05 0,07 0,15 0,18
a-Cubebene 0,35 0,47 0,41 0,61 0,86 1,24 0,21 0,37 0,61 0,69 1,01 1,04
b-Elemene 0,15 0,20 0,17 0,25 0,39 0,60 0,09 0,16 0,26 0,30 0,48 0,41
Sibirene 0,04 0,06 0,05 0,07 0,14 0,26 0,36 0,03 0,06 0,08 0,17 0,21
g-Elemene 0,92 1,27 1,07 1,51 2,52 3,97 0,53 0,88 1,52 1,84 3,10 3,23
a-Humulene 0,94 1,22 0,91 1,18 2,55 7,15 0,57 0,64 1,10 1,48 3,42 5,73
trans-b-Farnesene 0,27 0,40 0,33 0,48 0,82 1,41 0,14 0,26 0,47 0,59 1,08 1,18
g-Muurolene 0,65 0,87 0,72 0,99 1,78 3,35 0,38 0,57 0,96 1,20 2,21 2,70
Germacrene D 2,47 3,87 3,32 4,45 8,52 14,82 1,29 2,42 4,20 5,48 10,78 10,86
b-Selinene 0,12 0,15 0,12 0,15 0,27 0,73 0,09 0,10 0,14 0,17 0,31 0,61
d-Cadinene 0,47 0,58 0,41 0,53 1,08 3,33 0,28 0,29 0,47 0,65 1,48 2,74
Selina-3,7(11)-diene 0,21 0,23 0,16 0,20 0,44 1,61 0,13 0,10 0,17 0,23 0,57 0,19
Germacrene B 0,62 0,58 0,32 0,34 0,84 0,00 0,40 0,24 0,33 0,46 1,42 4,07
Germacrene D-4-ol 0,71 0,90 0,63 0,78 1,72 4,98 0,39 0,43 0,70 0,94 2,24 3,97
Spathulenol 0,27 0,19 0,10 0,00 0,17 1,77 0,17 0,06 0,08 0,10 0,17 0,93
Caryophyllene oxide 0,14 0,14 0,08 0,09 0,18 1,12 0,09 0,01 0,07 0,08 0,18 0,67
epi-a-Cadinol 0,43 0,28 0,16 0,14 0,19 1,96 0,34 0,15 0,14 0,13 0,26 0,29
a-Cadinol 0,04 0,32 0,20 0,14 0,19 0,00 0,38 0,12 0,07 0,06 0,21 2,00
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Prilog 111

Slika PIII1 Normalni grafikon reziduala (a), Kukovo rastojanje (b) poredenje regresionog modela sa eksperimentom (c) za 2FI model
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sa prose¢nom ocenom 9,17. Od marta 2012. je angaZovana kao asistent na Fakultetu

tehnickih nauka u Kosovskoj Mitrovici, Univerzitet u Pristini.
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UsjaBa o ayTopcTBY

Mme u npesume aytopa Miljana Markovié
Bbpoj nHaoekca 4001/2011
UsjaBrbyjem

aa je AOKTOpPCKa nmcepTaqua noa HacroBOM

PPAKLIMOHA XMAPOOECTUNALINJA N PEKTUDUKALUMJIA ETAPCKOI™ YIBA
MNOOA KNEKE (JUNIPERUS COMMUNIS L.)

e pesynTaT COMNCTBEHOr UCTPaXXMBAYKOr paaa;

e [a aucepTauujay LenuHU HU Y OernoBrMa Huje 6una npeanoxeHa 3a ctuuame
Apyre avnrioMe npema cTyamjCKMMm nporpammma apyrmx BUCOKOLLIKONCKUX
yCTaHoBa;

e [la cy pe3ynTaTu KOPEKTHO HaBeaeHU 1

e [la HMUCaM KpLuMo/na ayTopcka npasa 1 KOpUCTMo/na NHTeNeKTyanHy CBOjuHY
Apyrux nuua.

MoTnuc aytopa

Y beorpagay,




U3jaBa 0 UICTOBETHOCTU LWUTaMmnaHe U eNeKTPOHCKe

Bep3uje [OKTOpPCKOr paaa

Mme n npesume aytopa _MwurbaHa Mapkosuh

Bbpoj niaekca 4001/2011
Cryanjcku nporpam hemijsko inzenjerstvo

Hacnoe paga ®pakumoHa xugpoaectunaumja u pektudumkalmja eTapckor yrba nioaa
kneke (Juniperus communis L.)

MeHTop_npod. ap HeeeHka bouikosuh Bparonosuh

MsjaBrbyjeM ga je wtamnaHa Bepsvja MOr JOKTOPCKOr pada UCTOBETHA €fEKTPOHCKO)
BEp3nju Kojy cam npefao/na pagun noxpaweHa y OurutarnHoM penosnTopujymy
YHuBep3uteTa y beorpaay.

[os3sorbaBam ga ce objaBe MOjM NMYHM nodaunm Be3aHun 3a gobujarbe akagemckor
Ha3nBa OOKTOpa Hayka, Kao LUTO Cy UMe 1 npesnme, roauHa n Mecto pohewa un gatym
ogbpaHe paga.

OBn nn4yHM nogaum Mory ce o6jaBUTM Ha MPEXHUMM CTpaHuuama aurvtanHe
6mbnnoTeke, y eNeKTPOHCKOM KaTanory n y nybnukauvjama YHusep3suteTa y beorpaay.

MoTnuc aytopa

Y Bbeorpagy,




N3jaBa o kopuwhemwy

Oenawhyjem YHuBepauteTcky 6ubnunoteky ,CseTtozap Mapkosuh® ga y [Ourutanym
penosuTopujym YHuBepsuTeTa y beorpagy yHece MoOjy OOKTOPCKY AucepTauujy nog
HacrnoBom:

PPAKLINOHA XMAOPOOECTUNALNJA N PEKTUOPUKALIMJA ETAPCKOI™ YIBA
MNOOA KNEKE (JUNIPERUS COMMUNIS L.)

Koja je Moje ayTopcKo geno.

[uncepTaumnjy ca ceum npunosnma npegao/na cam y enekTpoHCKoM hopmaTy NorogHom
3a TpajHO apxuBUpam-e.

Mojy poKTOpCcKy AucepTauujy noxpaweHy Yy [OurutanHom  penosnTopujymy
YHuBepauteTa y beorpagy u OOCTYMHY Y OTBOPEHOM MPUCTYNy MOry ga KopucTte CBuU
Koju nowTyjy ogpenbe cagpxaHe y ogabpaHom Tuny nuueHue KpeaTuBHe 3ajegHuue
(Creative Commons) 3a Kojy cam ce ognyduo/na.

1. AytopcTto (CC BY)

2. AytopcTBo — HekomepuujanHo (CC BY-NC)

3. AyTopcTBO — HEKomepuujanHo — 6e3 npepaga (CC BY-NC-ND)

4. AyTOpCcTBO — HEeKomepuwmjanHo — genutn nog uctum ycnosmnma (CC BY-NC-SA)
5. AytopcTtBo — 6e3 npepaga (CC BY-ND)

6. AytopcTtBo — genutu nog uctum ycnosmma (CC BY-SA)

(Monumo fa 3aokpyxute camo jegHy oA WecT NOHYNeHUX nuueHum.
KpaTak onuc nuueHum je cactaBHu €0 OBe 13jaBe).

MoTtnuc aytopa

Y Bbeorpagy,




